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RESUMEN

En este trabajo se presenta el estudio de la interaccion de iones Ca?* con
antibioticos derivados de estreptomicina y con antagonistas de tipo dihidropiridinico
mediante enfoques Docking y QSAR utilizando la Teoria de los Funcionales de la

Densidad (DFT).

En el Capitulo 1 se analizan las interacciones de los antibioticos
Rhodoestreptomicina A (Rho A) y B (Rho B), tanto de sus formas neutras como
protonadas y sus respectivos complejos formados frente a los iones H* y Ca?*, tanto en
fase gas como en fase solvente, a través de sus propiedades electronicas y geomeétricas.
Asi mismo se presentan los resultados del Docking molecular entre los antibiéticos Rho

Ay Rho B y iones de calcio hexahidratados.

En el Capitulo 2 se presentan los resultados del estudio QSAR con cuarenta
derivados de 1,4-dihidropiridinas para predecir la actividad bioldgica (log ICso) aplicando
DFT, para el calculo de los descriptores cuanticos. Para este estudio se utilizé el gradiente
de densidad reducida (por sus siglas en inglés, RDG) como un parametro innovador que

describe las interacciones de puente de hidrégeno en estos sistemas.

En el Capitulo 3 se realizé el disefio de un canal de calcio mediante homologacion
de un canal de potasio, utilizando dindmicas moleculares. Este canal funcioné como sitio
receptor para los acoplamientos moleculares (Docking) con los derivados de 1,4-
dihidropiridinas, determinando los sitios huésped-receptor a través de la constante de

disociacién, que permite relacionarla con la actividad biolégica experimental.

Vi
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ABSTRACT

In this work is presented the study of the interaction of Ca?* ions with antibiotics
streptomycin derivatives and dihydropyridine type antagonists through Docking and

QSAR approaches using Density Functional Theory (DFT).

In Chapter 1 interactions between Rhodostreptomycin A and B antibiotics, in
their neutral, protonated and their respective complexes formed with ions H* and Ca?*,in
gas phase and solvent phase, are analyzed through its electronic and geometric properties,
as well as the results of molecular docking between antibiotics (Rho A and Rho B) and

hexahydrate calcium ions are presented.

In Chapter 2, a QSAR study involving forty 1,4-dihydropyridine derivatives is
performed to predict biological activity (log I1Cso), applying DFT, for the calculation of
quantum descriptors. Reduced density gradient (RDG) was used in this study as an

innovative parameter that describes hydrogen bonding interactions in these systems.

In Chapter 3, the design of a calcium channel was performed by homologation of a
potassium channel, using molecular dynamics. This channel worked as receptor site for
molecular docking with 1,4-dihydropyridine derivatives, determining the host-receptor
sites through the dissociation constant, which allows us to relate the experimental

biological activity to the dissociation constant.

Vil
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ABREVIATURAS Y NOMENCLATURAS

a.u: Unidad atémica (hartrees).
A: Angstrom.

Ala: Alanina.

Arg: Arginina.

B3LYP: Funcional hibrido de Becke, tres parametros, Lee, Yang y Parr.

DFT: Teoria de los Funcionales de la Densidad.

DGDZVP: Densidad Gaussiana Doble Zeta Valencia Polarizada.
DHP: Dihidropiridina.

Docking: Acoplamientos moleculares.

eV: Electronvolt.

Gly: Glicina

H pylori: Helicobacter pylori

HA: Hipertension arterial.

His: Histidina.

HOMO: Orbital molecular mas alto en energia ocupado.
HOMO-1: Orbital Molecular més Alto Ocupado pendltimo.
HOMO-2: Orbital Molecular més Alto Ocupado antepenultimo.
Ila: Isoleusina.

INC: Interacciones no covalentes.

kcal/mol: kilocaloria por unidad de mol.

Leu: Leucina

LUMO: Orbital molecular mas bajo en energia desocupado.
Met: Metionina.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBE: Funcional hibrido de Perdew, Burke y Ernzerhof.

PCE: Punto critico de enlace.

Phe: Fenilalanina.

PM3: Método semiempirico, reparametrizado de AM1.

QSAR: Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad.

Rho A: Rhodoestreptomicina A.

Rho A-Ca?*: Complejo Rhodoestreptomicina A con el ion Ca?*.
Rho A-H*: Complejo Rhodoestreptomicina A protonado.

Rho B: Rhodoestreptomicina B.

Rho B-Ca?": Complejo Rhodoestreptomicina B con el ion Ca?*.
Rho B-H™: Complejo Rhodoestreptomicina B protonado.
RMSD: Desviacion de la raiz cuadrada media.

Ser: Serina

Thr: Treonina.

Val: Valina.

viii
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Capitulo 1

Antibioticos derivados de Estreptomicina.
1.1. Antecedentes.

La historia de los antibioticos comienza en 1928 con el descubrimiento de la
penicilina; la distribucion y su empleo permitieron reducir la mortalidad por
enfermedades infecciosas.! Lo anterior dio pauta al surgimiento de la “Edad de Oro” de
los antibidticos que tuvo sus inicios en 1941 con la produccion de penicilina.® Desde
entonces y hasta nuestros dias se han desarrollado un elevado nimero de antibidticos, y
para Su generacion es importante conocer los requisitos que se requieren en su
produccion, para la cual son utilizados diversos criterios como: potencial de induccion de
resistencia, los posibles mecanismos de accion, efectos adversos, toxicidad, estructura,
caracteristicas farmacoldgicas, composicion quimica, etc. Este ultimo criterio suele ser el
mas utilizado en la literatura cientifica para la investigacion y produccion de estos
antibioticos.5® El anterior, estd fundamentado en la similitud molecular que pueden
presentar algunas estructuras quimicas con respuesta bioldgica, permitiendo seleccionar

familias de moléculas con caracteristicas fisicoquimicas y farmacol6gicas similares.®

En la actualidad existen areas de investigacion como la quimica y la biologia que
se enfocan en compuestos con similitudes estructurales quimicas de interés por ejemplo;
nutracéuticos, enzimas, agentes quelantes, feromonas, entre otros.'%14 Estos compuestos
presentan una respuesta bioldgica o toxicoldgica en el ser humano y la mayoria de estos
compuestos quimicos son obtenidos a partir de procesos fitoquimicos, bioquimicos o por
interacciones entre diferentes especies microbianas. Lo anterior ha impulsado el

desarrollo y disefio de nuevos antibi6ticos, tomando una mayor importancia en afos
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recientes,’® debido a la creciente necesidad de combatir infecciones persistentes causadas
por microorganismos con mayor resistencia desarrollada a los antibidticos tradicionales,
por ejemplo el MRSA (Methycillin resistant Staphilococcus aureus) o el VREF
(Vancomycin resistant Enterococcus faecius),*®*® que son considerados los responsables
de infecciones intrahospitalarias. Esto ha obligado a producir nuevos antibidticos,
clasificados como “de Gltima generacion” y que puedan presentar mayor tiempo de accion
y mas potencia a menores dosis de administracion, para combatir enfermedades causadas

por sustancias o agentes patdgenos.

1.1.1 Antibidticos de ultima generacion.

Ante la demanda de encontrar nuevos antibidticos, que ayuden a protegernos de
infecciones bacterianas, con creciente resistencia a los tratamientos medicos
tradicionales, surge la necesidad de renovar constantemente la sustancia activa de los
antibidticos en circulacion, generando una clasificacion conocida como “antibioticos de
ultima generacion”, los que por una alteracién o sustitucion en su estructura quimica

potencializan su actividad del antibidtico.?0-23

Los antibidticos de Ultima generacion constituyen un area promisoria en la
investigacion, en la cual se combinan los trabajos de biosintetizar moléculas novedosas,

por medio de ingenieria metabdlica, transferencia genética y biologia sintética.?*?’

El surgimiento de biosintetizar moléculas ha contribuido al uso de estrategias
como las Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (por sus siglas en inglés, QSAR)
y los acoplamientos moleculares (Docking) para la formulacion de nuevos antibidticos y
responden a las necesidades de innovar formulaciones y produccién de alto volumen. Un
ejemplo de los antibidticos de ultima generacion es el ceftobiprole, que es un agente

antimicrobiano considerado como un antibiotico de quinta generacion, y se usa para
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combatir infecciones por MRSA,282° permitiendo un tratamiento eficaz de infecciones
por bacterias. La generacion de estos antibidticos puede surgir desde una sola
modificacion en su estructura molecular. Por ejemplo, la metilacion de la molécula de
claritromicina genera un antibiético mas resistente a las condiciones acidas del
estdmago,® estos resultados proyecta soluciones para combatir nuevas enfermedades

producidas por cepas cada vez mas resistentes.!

1.1.2. Biosintesis.

Una forma de obtener productos de origen biol6gico es por medio de la biosintesis,
la cual se apoya de disciplinas tales como la genética, la biologia sintética, la ingenieria
de tejidos, biocatalisis, entre otras areas relevantes.®3" Lo anterior se basa en la
transformacion de sustratos bioguimicos mediante agentes bioldgicos, tales como:
hongos, bacterias, plantas, células animales, etc.3#! Posteriormente, se aislan y purifican
los productos finales del metabolismo de estos agentes, los cuales permiten disefiar rutas

mas eficientes en la sintesis de complejos y de productos naturales.*>*3

La biosintesis ha sido transformada y reorientada hacia esfuerzos de investigacion
y produccion que permitan enfrentar exitosamente los retos que marcan la aparicion de
nuevas infecciones y enfermedades, tales como el cancer gastrico ocasionado por
Helicobacter pylori.***® Para combatir agentes patdgenos causantes del cancer gastrico,
se realiz6 una serie de experimentos, en los cuales se aislaron dos antibidticos a partir de
cultivos de Streptomyces padanus y Rhodococcus fascians. Mediante el producto de
transferencia genética entre estas especies se dio origen a una nueva cepa llamada
Rhodococcus 307CO, la cual es productora de los antibidticos denominados
“Rhodoestreptomicina A” y “Rhodoestreptomicina B”. Estos antibioticos son dos

isdmeros de una nueva clase de aminoglucosidos, altamente solubles en agua, con
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formula molecular C2,HaoNgO13.*° Estos antibioticos resultan de interés para su estudio
teodrico ya que han exhibido cierta actividad antibidtica contra la bacteria Helicobacter

pylori (H pylori), que es considerada el principal promotor del cdncer gastrointestinal.

1.1.3. Helicobacter pylori.

La bacteria Helicobacter pylori crece en la capa mucosa que recubre el interior
del estbmago humano,®*>2y secretan una enzima llamada ureasa, la cual convierte la urea
quimica en amoniaco. °°°? La produccion de amoniaco alrededor de H. pylori neutraliza
la acidez del estomago, convirtiéndolo asi en un medio de confort para la bacteria.
Posteriormente penetra la capa de la mucosa, ya que es menos acida en el espacio interior
del estomago.>*** La infeccion por esta bacteria es muy comln en la poblacion; la
probabilidad de desarrollar cancer de estbmago aumentada en los seres humanos a la edad
de 50 afios, debido a su medio de contagio, ya que ésta puede sobrevivir en ambientes

muy &cidos, como el del estdmago (pH=1 a 3).%°

1.1.4. Métodos computacionales.

Existen métodos computacionales que apoyan el disefio y desarrollo de farmacos,
entre ellos, las Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR)*®®! y los
acoplamientos moleculares (Docking)®>® entre el farmaco y el receptor. Este ltimo,
incluye la caracterizacion detallada de las macromoléculas llamadas diana receptoras, que
permiten el estudio de los mecanismos de accion frente a la resistencia bacteriana.®*¢’
Esta metodologia ocupa cddigos de generacién algoritmica estructural y molecular por
medio de conformaciones de un ligante al estar unido a un receptor, con el objetivo de
formar un complejo estable (biofarmaco), por afinidad de enlaces entre las dos moléculas

a fin de predecir el comportamiento del farmaco en el sitio receptor.587° Estas técnicas

10
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resultan promisorias para describir las propiedades estructurales y electrénicas de los

farmacos estudiados en esta tesis.

Ademas con el fin de potencializar la capacidad antimicrobiana de las moléculas
Rho A/B, se utilizan iones de Ca®* que sirven para reformular el antibi6tico,”*"® mediante
la coordinacion con las moléculas de agua.”® Por ello, resulta relevante el andlisis, de
cada una de las caracteristicas quimicas de las moléculas por medio de la ayuda de la

quimica computacional.”’-"®

1.2. Justificacion.

El cancer gastrico es una enfermedad en la que se encuentran células cancerosas
(malignas) en los tejidos del estdbmago; una caracteristica del cancer es su rapida
multiplicacién que se extiende més alld de los limites habituales, invadiendo partes
conjuntas del cuerpo y puede contagiar cualquier érgano, a través de la metéstasis. En un
informe mundial sobre el cancer en el 2014, se menciona que ésta es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; la Organizacion Mundial de la Salud
en el 2012 indic6 que a nivel mundial, un total de 14 millones de casos y 8.2 millones de
muertes estan relacionadas con el cancer.®’ Se espera que aumente el nimero de casos
hasta en un 70 % en los préximos 20 afios; actualmente el grupo poblacional mas afectado
por este mal lo conforman las personas entre 38 y 40 afios de edad, cuando anteriormente
el cancer gastrico se presentaba con mayor frecuencia en los adultos mayores de 50

afios.81:82

Por ello, es importante estudiar y determinar los parametros geométricos y
electronicos de antibioticos del tipo Streptomyces que sean cada vez mas eficaces; lo
anterior puede hacerse utilizando la Teoria de los Funcionales de la Densidad para

entender su comportamiento frente a la bacteria H. pylori, esta Gltima es considerada

11
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como una de las posibles causas del surgimiento del cancer gastrico. Un estudio tedrico
de este tipo permitira conocer el comportamiento de las moléculas Rho A/B en su forma
neutra, protonada y a entender la interaccion frente a iones calcio Ca?* y [Ca— (H20)s]",
con el objeto de alcanzar una mayor comprension acerca de los posibles mecanismos
moleculares que expliquen el comportamiento microbiano de un agente causal para este

tipo de cancer.

1.3. Objetivo.

Aplicar la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT) y metodologias de
acoplamiento molecular (Docking), al estudio de las propiedades estructurales y
electronicas de los antibidticos “Rhodoestreptomicina A” y “Rhodoestreptomicina B” en
su forma neutra como protonada para determinar la estabilidad de las interacciones frente
aiones de Ca®"y [Ca—(H,0)s]** que permitan explicar el posible mecanismo de inhibicion

al crecimiento del Helicobacter pylori.

12
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1.4. Resultados y Discusion.

Los detalles computacionales se describen en el apéndice A. Los isomeros a
estudiar en este trabajo se muestran en la Figura 1, donde se puede ver que las moléculas
difieren en la configuraciéon del atomo de carbono C4 del anillo 1. La
Rhodoestreptomicina A (a) presenta una configuracion (R) sobre este atomo que tiene
como sustituyente el grupo hidroxilo de la oxazolidinona, el compuesto
Rhodoestreptomicina B (b) presenta una configuracion de tipo (S) en el mismo 4tomo. La
actividad bioldgica experimental indica que Rho B es biol6gicamente més activa que Rho

A, atribuido a la diferencia en estereoquimica.*®

2O
a
Ta 7 5
HO—,
N 1
7
b
N
a
8aQ, HN
3a

Anillo 1y 2 -a-L Estreptosa
Anillo 3 - a -L Glucosamida
Anillo 4 - Estreptidina

HO——,

b)

Figura 1. Estructuras quimicas de: a) Rhodoestreptomicina A y b)
Rhodoestreptomicina B, en la cual se muestra la numeracion esquematica para los
atomos, anillos y centros de carbono estereogénicos.

13



UAEH, Jardinez Vera Aldo Christiaan, 2016

Capitulo I. Antibidticos derivados de Estreptomicina

1.4.1 Propiedades estructurales de Rho Ay Rho B.

En la Figura 2 se muestran las distancias de enlace del anillo de aminoglucdsido,

donde se puede observar que los valores de distancias son similares en ambos sistemas.

En Rho A se observa una distancia de 1.36 A y de 1.37 A para Rho B. Los resultados del

angulo de enlace C2-N3-H fueron los siguientes 119.83° en Rho A y 118.31° en Rho B,

y 122.20° en Rho Ay 120.76° en Rho B para el &ngulo H-N3-C4, observandose pequefias

diferencias de 1.52° y 1.44° entre Rho A y Rho B respectivamente, ver Tabla 1.

Tabla 1. Angulos de enlace (en grados) en el anillo de la oxazolidinona (anillo 1) de Rho A 'y

Rho B y sus complejos, obtenido mediante B3LYP/6-311G**.

Angulos Rho A RhoB RhoA-H* RhoB-H* RhoA-Ca** RhoB-Ca?
1) 0O2a—C2—-N3 129.17 129.01 127.87 128.57 128.05 132.87
2) C2—N3—H 119.83 118.31 118.77 120.87 117.95 120.70
3) H-N3-C4 122,20 120.76 123.22 124.85 123.00 124.03
4) N3—C4-0O4a  110.56 109.37 111.35 110.70 111.80 110.32

Una situacion similar se observo para el angulo de enlace N3-C4-04 es de

110.56° en Rho Ay 109.37° en Rho B, ver Tabla 1. Esta diferencia de 1.19° puede estar

asociada a la presencia de puentes de hidrogeno que podrian dar lugar a una conformacién

estable del sistema. Los puentes de hidrogeno mostraron distancias de 1.67, 1.84 y 1.94

A para la interaccion O5a—H---O7a, O4a—H---06a y O5b—H---N(e), respectivamente, en

Rho A. Para Rho B los puentes de hidrogeno fueron de 1.69 y 1.95 A para O5a—H---O7a

y O5b-H---N(e) respectivamente, ver

Figura 2. Estas interacciones podrian ser

responsables de la estabilidad de la molécula ya que participan en la formacion de nuevos

anillos, ver Figura 3.

14
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Rhodoestreptomicina A

Rhodoestreptomicina B

Figura 2. Geometrias optimizadas de Rho A y Rho B. Y algunas longitudes de enlace,
en A, enfocados en la parte del aminoglucésido.
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Figura 3. Enlace por puente de hidrégeno, en A, formado entre el O4a-H---O8a. En la
Figura el grupo R1 es la continuacién de la cadena respecto al anillo 3 y R2,
continuacion para el anillo 4.

Ademas, se puede observar una pequefia diferencia de energia (AE) entre ambos
isdbmeros de 2.41 kcal/mol en fase gas y de 2.50 kcal/mol en fase acuosa, siendo mas

estable Rho B con respecto a Rho A, ver Tabla 2.

1.4.1 Propiedades electrénicas de Rho Ay Rho B.

Para describir la reactividad local de estos isomeros se calcularon algunas
propiedades de reactividad global como la dureza (n),2® momento dipolar, orbitales
moleculares de frontera HOMO y LUMO, donde el parametro de dureza se calculé con
el teorema de Koopmans y su respectiva diferencia de energia (AE). Estos resultados se
muestran en la Tabla 2. En esta Tabla se puede observar que la molécula Rho B presentd
mayor valor de dureza respecto a Rho A, en su forma neutra tanto en fase gas como en
fase acuosa, esto es, a mayor valor de dureza mayor reactividad quimica para llevar a
cabo su protonacién y su interaccion con los iones calcio, las cuales seran discutidas mas

adelante.
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Tabla 2. Datos tedricos de Rho A/B y sus complejos, usando B3LYP/6-311G** en fase gas y

fase acuosa.

Fase Gas
Molécula HOMO LUMO  Dipolo  Dureza AE
(kcal/mol) (kcal/mol) (Debye) (kcal/mol) (kcal/mol)
Rho A —134.12 1.34 12.87 67.73 2.41
Rho B —144.20 5.12 7.60 74.66
RhoA-H* -186.64  —65.86 15.56 60.39 2.76
RhoB-H"  -191.53 -57.53 5.75 67.00
RhoA-Ca®* 23843 -156.93  26.23 40.75 19.60

RhoB-Ca®*  -239.93  -170.51 8.62 34.71

Fase Acuosa

Molécula HOMO LUMO Dipolo Dureza AE
(kcal/mol)  (kcal/mol) (Debye)  (kcal/mol)  (kcal/mol)

Rho A ~144.92 9.17 10.07 77.05 2.50
Rho B —-145.07 16.53 11.21 80.80

RhoA-H* -146.09 1.61 19.36 73.85 11.20

RhoB-H* -147.20 -7.13 8.56 70.03

RhoA-Ca?* —143.59 -15.51 40.65 64.04 1.72

RhoB-Ca?*  —-148.01 —-15.43 23.57 66.29

Las cargas de Mulliken permiten describir la reactividad de los &tomos
clasificandolos como sitios nucleofilicos o electrofilicos. En la Tabla 3 se muestran los
valores para los atomos de oxigeno y nitrogeno, donde se puede notar que los valores
oscilan desde —0.335 a —0.398 electrones para el atomo de oxigeno; para el &tomo de
nitrdgeno N3 el valor fue de —0.414 en Rho A y de —0.410 electrones para Rho B. Con el
analisis de estas cargas se puede sugerir que el anillo de aminoglucésido es una especie
rica en electrones, esto es, el anillo 1 es el sitio idoneo con caracter de tipo nucleofilico

que servira para efectuar la formacion de complejos estables con iones H* y Ca?*.
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Tabla 3. Cargas de Mulliken (electrones) para los atomos relevantes de nitrégeno, oxigeno y
carbono en Rho A, Rho B y sus complejos, usando B3LYP/6-311G**.

Atomo Rho A RhoB RhoA-H* RhoB-H* RhoA-Ca* RhoB-Ca?*
o1 —0.335 —-0.343 —-0.306 —0.328 —0.305 —0.439
0O2a —-0.370 —-0.342 —-0.310 —-0.291 —0.273 —0.260
Oda —0.398 —-0.398 —0.486 —0.426 —0.543 —0.568
N3 —0.414 —0.410 —0.449 —0.416 —0.462 —0.356
C2 0.485 0.464 0.485 0.481 0.494 0.456
C4 0.263  0.257 0.334 0.322 0.326 0.269
C5 —0.098 —-0.080 —0.145 —0.100 —0.097 —0.186

H*, Ca? 0.389 0.372 1.307 1.350

Los orbitales moleculares de frontera muestran que el orbital HOMO estéa
localizado sobre los atomos de nitrégeno y oxigeno del anillo 1 (a—L Estreptosa), tanto
para Rho A como para Rho B, ver Figura 4, sugiriendo que estos atomos (N3 y O4a)
pueden actuar como sitios de caracter nucledfilo (base de Lewis) e interactuar con un
cation (&cido de Lewis). Adicionalmente, el orbital molecular HOMO-1 se encontré a
0.02 eV para Rho Ay 0.01 eV para Rho B debajo del HOMO, lo que indica que los atomos
de nitrogeno (grupo Guanidina) de la Estreptidina (anillo 4) contribuyen con el par de
electrones de caracter p y con el orbital = de los enlaces C-N y N=O, del sistema. El
orbital HOMO-2 se localiza a 0.02 eV y 0.004 eV abajo del HOMO-1 en Rho A y Rho
B, respectivamente como se muestra en la Figura 4. Ademas, una pequefia diferencia de
energia entre orbitales HOMO y HOMO-1 favorece la formacion de un complejo estable

con iones Ca?* debido al efecto cooperativista que pueden presentar estos orbitales.

El orbital LUMO esté localizado en la zona de aminas del anillo cuatro; esta
distribucion podria aumentar el momento dipolar de las moléculas de Rho A y Rho B
durante la interaccion con los iones Ca?*. Esto probablemente seria importante para

favorecer que estos antibioticos atraviesen la membrana externa de la bacteria.
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Figura 4. Orbitales Moleculares LUMO, HOMO, HOMO-1 y HOMO-2, para las
moléculas de Rho A y Rho B, calculados con el nivel de teoria B3LYP/6-311G**.
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1.4.2. Propiedades estructurales y electronicas de Rho A-H* y Rho B-
H*.

Se realiz6 el mapeo de potencial electrostatico sobre las moleculas de Rho Ay
Rho B. Con la finalidad de seleccionar los sitios de mayor probabilidad de protonacion,
en la Figura 5, se puede observar que el anillo 1 (o—L Estreptosa) presenta la mas alta
densidad de electrones, exhibiendo el mayor caracter nucleofilico. Esto es, la zona con
mayor intensidad de color rojo. Por esta razon, se trabajaron las protonaciones de Rho
A/B con el ion H" en el anillo de oxazolidinona, donde se observaron diferentes modos

posibles de interaccion.

Estos sitios, como lo veremos mas adelante fueron las posiciones donde se llevo
a cabo la interaccion con el ion de Ca®" debido a que estos iones son abundantes en las
células® y juegan un papel importante en procesos bioquimicos, como en el canal de

calcio,® ver Figura 5.

X= H*, Ca?*

2Q é\

Figura 5. Sitios de la interaccion de los iones, con las posiciones activas de las
moléculas de Rho Ay Rho B, usando B3LYP/6-311G**.
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Las geometrias de las moléculas Rho A-H* y Rho B-H" fueron optimizadas, ver
Figura 6, y los resultados indicaron que los parametros geométricos para el anillo 1 (o—L
Estreptosa) cambiaron considerablemente en la protonacion de Rho A a Rho A-H*. Por
ejemplo, la longitud de enlace C4—O4a se ve aumentada de 1.40 A a 1.45 A. Asi mismo,
se observo que el ion de hidrogeno migro para unirse con el &tomo de oxigeno 6a, como
resultado a este comportamiento se observo la formacion de un puente de hidrégeno con
una distancia de enlace de 1.73 A. Por otro lado, Rho B no presenta una diferencia
significativa en la longitud de sus enlaces entre la molécula neutra y su estructura
protonada, la protonacion se llevo a cabo sobre el atomo de oxigeno 4a del anillo de la
oxazolidinona (anillo 1, o—L Estreptosa) Encontrando dos distancias de enlace de tipo O—

H de 1.02 y 1.06 A como se puede ver en la Figura 6.
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Figura 6. Geometrias Optimizadas de las moléculas Rho A-H* y Rho B-H* usando
B3LYP/6-311G**, y algunas distancias de enlace (en A) que se muestran sobre el anillo
de oxazolidinona (anillo 1).

Para el andlisis de las energias totales en las estructuras protonadas, se encontré
que Rho B-H" es mas estable que Rho A-H*, con una diferencia de energia de 2.76
kcal/mol en fase gas, y aun mas grande la diferencia de energia en fase acuosa (PCM) ya
que fue de 11.20 kcal/mol (ver la Tabla 2). Este resultado esta de acuerdo con las

observaciones experimentales,* los cuales exhibieron que la actividad de la molécula de
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Rho B es més potente que Rho A frente a H. pylori, indicando que la actividad biologica
estd asociada a la estereoquimica entre estas dos especies, lo que sugiere que la molécula
de Rho B cuando se protona es estabilizada actuando de manera similar a un inhibidor de
la bomba de protones. Esto es, la protonacion es una caracteristica que los farmacos
presentan para reducir la produccion de acido gastrico y neutralizar la actividad idnica en

el medio.®

El anélisis poblacional de Mulliken de Rho A-H" y Rho B-H", (ver Tabla 3,
Figura 7) indica que los atomos de oxigeno y nitrégeno en el anillo 1(a—L Estreptosa)
poseen densidades de carga mayores con respecto a los demas atomos. Por ejemplo, el
atomo de oxigeno O4a de Rho A-H™ mostré un valor de —0.486 electrones y para Rho B—
H™ de —0.426 electrones, mientras que para el atomo de N3 los valores fueron de —0.449

y —0.416 electrones para Rho A-H"y Rho B—-H" respectivamente.

Figura 7. Cargas de Mulliken para el sitio de la a—L Estreptosa de las moléculas Rho
A-H* (a) y Rho B-H" (b), usando B3LYP/6-311G**.

Los orbitales moleculares de las estructuras protonadas muestran que el HOMO
se localizé sobre el atomo de N3a del anillo 3 (o—L Glucosamina), ver Figura 8. Estos

orbitales muestran contribuciones de tipo p, ver Figura 8, exhibiendo pequefias
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contribuciones de tipo 7 orbital en los atomos de oxigeno (O4a, O5a) para la molécula
Rho A-H". Para Rho B-H", el orbital molecular HOMO se encuentra localizado sobre
los atomos N3, O4a y O5a del anillo 3 (a—L Glucosamina); este orbital presenta un

caracter tipo p.

Los orbitales inferiores HOMO-1, presentan un caracter de tipo ¢ y = localizado
sobre los atomos de oxigenos 4a 'y 5a en el anillo 3 (o—L Glucosamina) en la molécula de
Rho A-H". Para la molécula de Rho B-H" este orbital present6 un caracter de tipo p sobre

el grupo Guanidina en el anillo homociclico 4 (Estreptidina).

La diferencia de energia AE=ELumo—EHomo en las especies protonadas fue de 0.19
y 0.21 eV para Rho A-H" y Rho B—-H" respectivamente; la diferencia de energia sugiere
gue Rho B es maés activo que Rho Ay podria ser mas afin a la coordinacion de los iones

Ca?*,®" ver Figura 8.

El orbital molecular LUMO se encuentra localizado, en el anillo 1, donde se lleva
a cabo la protonacion, esto es, sobre los oxigenos O6a para Rho A-H* y O4a para Rho
B—H". Este orbital de tipo p se encuentraa 0.19 eV y 0.21 eV, por arriba del orbital HOMO
tanto para Rho A-H* y Rho B-H" respectivamente. Esta distribucion esta relacionada con
el aumento del momento dipolar para la molécula de Rho A-H* y la disminucién del
momento dipolar para el sistema Rho B-H", esto podria ser importante para favorecer
que estos antibidticos soporten condiciones &cidas como es el acido gastrico del

estdmago.88:8°

Las estructuras protonadas presentan puentes de hidrogeno intramoleculares con
distancias de enlace de 1.90 A para la interaccion O5a-H---O7a, en el anillo 3, y de 1.73

A para la interaccion O6a—H---O5a, en el anillo 4 para Rho A-H*, y una interaccion de
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puente de hidrogeno en Rho B-H* con distancia de 1.61 A entre los atomos O5a—H---O5a

del anillo 4, ver Figura 8.

Rho A-H*

0.
"’ VP ey s
ety
9, 2

o

1 aE=0.19 e

LUMO

1 28=0.001 ev
Y |

o
1‘3.13"

Figura 8. Orbitales moleculares LUMO, HOMO, HOMO-1 y HOMO-2 de las
moléculas Rho A-H* y Rho B-H*, usando B3LYP/6-311G**.
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1.4.3. Reactividad quimica de Rho Ay Rho B para coordinarse con
iones Ca?*.

Se conoce que la concentracion de los iones Ca?* en células bacterianas es de 5.0
g/kg.%® Asi, existe un exceso de iones Ca®* en el ribosoma, en éste, los iones Ca**
mantienen la estructura secundaria del r-ARN, ademas de estabilizar las interacciones
electrostaticas entre las proteinas-ARN.% Asi se planteé realizar la coordinacion de las
moléculas de Rho A y Rho B con iones Ca?*, los complejos fueron analizados utilizando

métodos tedricos DFT.

En la Figura 5 se muestran los posibles modos de interaccion entre el antibiético
y el Ca?". Los célculos de optimizacion total mostraron que las coordinaciones con el ion
calcio ocurren en el anillo de oxazolidinona (anillo 1) como se aprecia en la Figura 9. En
esta Figura se puede observar que el atomo de Ca?* se coordina a cuatro atomos de
oxigeno en forma tetraédrica con distancias de enlace promedio de 2.33 A Ca-O en
RhoA-Ca?". Para RhoB-Ca?" ocurre una tetracoordinacion con distancias de enlace

promedio de 2.35 A,

Los angulos de enlace O2a—-C2-N3, C2-N3-H, H-N3-C4, y N3-C4-O4a en el
anillo de oxazolidinona (anillo 1) muestran pequefios cambios después de la coordinacién

con los iones Ca?*, ver Tabla 1.

Es importante resaltar que en Rho A al realizar la interaccion con el ion de Ca?*
surge una deslocalizacion electronica, la cual ocurre cuando el &tomo de hidrogeno del
oxigeno 6a migra al atomo de nitrogeno N(e) del grupo de la Guanidina (anillo

homociclico 4), como se observa en la Figura 10.
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RhoA-Ca2*

Figura 9. Geometrias analizadas de Rho A-Ca?* y Rho B-Ca?*, fueron calculadas con
B3LYP/6-311G**, y algunas distancias de enlace (en A) en el anillo de oxazolidinona
(anillo 1).
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117.09

Figura 10. Angulos de enlace en grados que se producen mediante la interaccion de
Rho A (a) o Rho B (b) con los iones de Ca?*, y los angulos en el sitio de las aminas en
el anillo 4 de la Rho A-Ca?*, calculados con B3LYP/6-311G** .

El analisis de Mulliken en el complejo Rho A—Ca?*, ver Tabla 3, mostr6 que el
ion Ca?* cede carga electronica al anillo de oxazolidinona (anillo 1) esto es, el &tomo de
oxigeno O4a aumenta su densidad electrénica de —0.398 a —0.543 y el atomo de oxigeno
O2a pierde carga pasando de —0.370 a —0.273 electrones después de la coordinacion de
Rho A con el ion Ca?*. Para el sistema Rho B-Ca?* la densidad de carga del atomo de
oxigeno O2a disminuye de —0.342 a —0.260, lo mismo ocurre para el atomo de nitrégeno
N3 el cual pierde densidad de carga cambiando de —0.410 a —0.326 electrones, como se

puede observar en la Figura 11.
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0.273

-0.273

Figura 11. Algunas cargas de Mulliken en los complejos de a) Rho A-Ca?* y (b) Rho
B-Ca?*, calculados con B3LYP/6-311G**,

Los resultados de las energias totales indicaron que Rho A-Ca®" es
energéticamente mas estable que Rho B-Ca?*, con una diferencia de 19.60 kcal/mol en
fase gas y de 1.72 kcal/mol, en agua como disolvente, ver Tabla 2. Esta diferencia de
energia se puede atribuir a la considerable fuerza de los enlaces entre los atomos de O-
Ca y N-Ca®® y la formacion de otros enlaces de hidrégeno que se forman

intramolecularmente.
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Por otra parte, se calculd la energia de union (AE) para estos sistemas utilizando

las ecuaciones 1y 2.

AE = Ernoa-ca®*—[Ernoa + Eca®*] [1]

AE = Ernos-ca®"—[Ernos + Eca®*] [2]

Los datos termodinamicos obtenidos (Tabla 4) predicen que Rho A forma un
complejo maés estable que Rho B con los iones Ca?* con una diferencia de energia (AE)
de 16.08 kcal/mol; estos resultados predicen que Rho A-Ca®* favoreceran el

desplazamiento en los canales de calcio en las membranas celulares.

Tabla 4. Datos tedricos de energia para complejos no hidratados de Rho A y Rho B con Ca?*,
calculados con B3LYP/6-311G**,

. AE AG AH
Complejos
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
RhoA—Ca* —223.67 —212.37 —224.42
RhoB—Ca?* —207.59 —196.88 —208.69
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1.4.4. Acoplamiento Molecular (Docking).

Los acoplamientos moleculares (Docking) permiten explorar los sitios activos de
una macromolécula o proteina (receptor), al interaccionar con moléculas o antibiéticos
(ligante). En nuestro caso particular las moléculas de Rho A/B funcionaradn como el sitio

receptor y los iones Ca®* y [Ca—(H20)s]?* seran los ligantes.

Se llevo a cabo el acoplamientos molecular sobre las superficies de Rho A y Rho
B, con los iones de Ca?* hexacoordinado con seis moléculas de agua.?’ Esta solvatacion
fue realizada considerando que el medio donde interacttan los farmacos es un ambiente
acuoso,®>® |as interacciones de los iones metalicos hexahidratados con Rho A y Rho B

se muestran en la Figura 12.

En esta Figura 12 se puede observar que las moléculas de agua forman puentes de
hidrogeno creando especies de clatratos de agua, donde el ion Ca?" es atrapado entre las
moléculas de agua y el Rho en ambos sistemas. Los 4tomos de hidrégenos de las
moléculas de agua que rodean al &tomo de calcio son las que interaccionan con los &tomos
de oxigeno y nitrégeno en ambos sistemas como se puede apreciar en la Figura 12, del

lado derecho.

Es importante mencionar que durante la relajacion de estos sistemas los a&tomos
no presentan restricciones en el célculo, esto es, las moléculas de agua en los ligantes se

conservaron libres, con restricciones para no formar enlaces entre ellas.
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Moléculas de agua

Rho A

Moléculas de agua
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Figura 12. Interaccién de los acoplamientos moleculares Docking de los iones

metalicos Ca?* hexahidratados contra las moléculas de Rho, a la derecha se muestra
las interacciones encontradas en color azul.

El complejo de minima energia de Rho A-[Ca—(H20)s]>* mostrd las siguientes
interacciones: H---O7a = 1,725 A, H---O1 (anillo 3) = 1,766 A, H---O3a = 1,720 A,
H---N3=2,085A, H---N(a) = 1,972 A, y H---N(e) = 1,634 A. Para Rho B-[Ca—(H20)s]**
interacciones fueron H---O8a = 1,985 A, H---O1 (anillo 3) = 1,774 A, H---O3a = 1,827
A, H---N(a) = 1,791 A, y dos interacciones entre N(e)---H = 1.649 y 1.888 A. Estos
resultados confirman que la estabilizacion de estos sistemas es de naturaleza electrostatica
y estos resultados estan en concordancia con respecto a la estabilidad reportada en la

formacion de la tetraciclina.?
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Los resultados de energia total indican que Rho A y Rho B forman complejos
estables con el ion metélico de Ca®* hexahidratado. Las energias de unién fueron de —
70.54 kcal/mol para Rho A-[Ca—(H20)6]*" y —70.18 kcal/mol para Rho B-[Ca—(H20)s]**,
ver Tabla 5. Esto podria estar relacionado con los efectos de los estereocisomeros y
catiénicos, asi como a la presencia de las moléculas de agua favoreciendo las

interacciones de puentes de hidrégeno.

Finalmente, los datos termoquimicos calculados con B3LYP/6-311G** para estos
complejos obtenidos fueron de AG= —50.75 kcal/mol y AH= —72.21 kcal/mol para la
molécula de Rho A-[Ca—(H20)s]?*, y para la molécula Rho B-[Ca—(H20)s]*" los valores
son AG=—49.10 kcal/mol y AH = —72,53 kcal/mol, esto indica una afinidad del cation
hexahidratado de Ca®* hacia las moléculas de Rho A y Rho B. Ayudando el traslado de

los antibioticos a los canales de calcio en las membranas celulares.

Tabla 5. Datos teéricos de energia para complejos hidratados de Rho A y Rho B con Ca?,
calculados con B3LYP/6-311G**,

. AE AG AH
Complejos
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
RhoA—[Ca—(H.0)s]** ~70.54 —50.75 —72.21
RhoB—[Ca—(H,0)s]?" —70.18 —49.10 —72.53
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1.5. Conclusiones.

La comparacion de energia total demostro que de los sistemas protonados, Rho B
es mas estable que Rho A, con una diferencia de 2.76 kcal/mol entre ellos. A su vez, estos
sistemas se ven estabilizados por dos enlaces por puentes de hidrogeno. Este resultado es
consistente con lo reportado experimentalmente, donde se reporta que Rho B, presenta
mayor inhibicion de crecimiento bacteriano debido a que, en un medio acido, Rho B se

encuentra en un estado protonado y es mas estable que Rho A.

Los descriptores quimicos Rho A y Rho B de las formas neutras y protonadas
(HOMO, LUMO, AE, 5, S) sugieren una reactividad quimica favorable de los sistemas
Rho A/B para coordinarse con los iones H* y Ca?*, donde Rho B-H* muestra una mayor
estabilidad, y por lo tanto, es considerado como un posible regulador de acides estomacal,

como lo hacen los agentes de la bomba de protones, frente a la bacteria de H pylori.

Los datos termoquimicos encontrados en estos compuestos arrojaron que los
resultados de las energias de unién para las moléculas con iones hexahidratados fueron
de AG= —50.75 kcal/mol y AH = —72.21 kcal/mol para Rho A-[Ca-(H20)s] %", AG=
—49.10 kcal/mol y AG=—72.53 kcal/mol para Rho B-[Ca—(H20)s]?*, Estos resultados no
muestran una diferencia notable entre los compuestos de Rho A-[Ca-(H20)s] %" y Rho B—
[Ca—(H20)s]?*, sugiriendo que los dos sistemas de Rho A/B puedan presentar un
comportamiento de afinidad similar cuando se coordinen con los iones hidratados de Ca?*

[Ca—(H20)6]2+.
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Capitulo I1

Estudio QSAR en antagonistas de tipo
Dihidropiridinico.

2.1. Antecedentes.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte a nivel
mundial, y una de las principales causas de discapacidad en la seguridad social. Una de
ellas es la hipertension arterial (HA); el mal control de ésta, ademas de las complicaciones
que implica en si misma, aumenta exponencialmente la probabilidad de sufrir algin tipo
de infarto agudo de miocardio, angina de pecho, infarto cerebral y muerte, teniendo

consecuencias en el ambito econémico y social.®*

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)® el riesgo de sufrir
un accidente cerebro vascular (ACV) podria reducirse hasta en un 40% con un adecuado
control de la HAA. Por otra parte, los datos obtenidos en encuestas indicaron que en el
91% de los casos el familiar que habia padecido un ACV ya no pudo volver a trabajar.
Ademas, en un 74% de los casos un familiar tuvo que dejar de trabajar para cuidar al

paciente en recuperacion.®
2.1.1. Hipertension.

La hipertension arterial, se va a presentar cuando la sangre impulsada por el
corazén ejerce demasiada fuerza contra las paredes de las arterias; frecuentemente se trata
de una hipertension esencial, primaria o idiopatica (causa desconocida). La hipertension
secundaria es aquella debida a alguna causa facilmente identificable, como pérdida de

peso o retencién de liquidos. Los individuos con HAA tienen mas riesgo de sufrir una
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apoplejia (ataque cerebral) o un ataque al corazon, pero el tratamiento de la hipertension

puede reducir este riesgo.*’

En un ACV se interrumpe el suministro de sangre hacia el cerebro y, cuando ello
ocurre, las células que han dejado de ser irrigadas (transportadas) mueren por la falta de
oxigeno y glucosa, esto origina una serie de sintomas variables en funcion del area
afectada, es decir, se trata de un infarto cerebral.® Si la persona sobrevive a un ACV,
puede quedar discapacitada a consecuencia del dafio en el area del cerebro donde se

interrumpio la circulacién sanguinea.

En México el tema de tension arterial alta (Hipertension) es de relevancia en
economia, ya que 40% de los encuestados manifiesta que de un 60% a 79% de los ingresos
totales familiares es perdido debido a un ACV, un dato alarmante que revela el alto
impacto econdmico que la hipertension puede tener si no es tratada debidamente. Sobre
este mismo tema las encuestas muestran que un 34% de encuestados expresaron que los
gastos médicos anuales de un hogar se incrementaron de un 80% a 100% debido a un

ACV.%

2.1.2 Hipotensores.

Algunos compuestos que han sido utilizados como reguladores cardiovasculares, son:

e Diuréticos: Aumentan la excrecion de sodio y agua a través de los rifiones lo cual
disminuye el volumen total de sangre. Los mas empleados son la

hidroclorotiacida, a base de tiacida, y la furesemida.'®

e Beta bloqueadores: Disminuyen la presion arterial al retardar el ritmo cardiaco y

reducir la cantidad de sangre que se bombea con cada latido, por ejemplo, el
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propanolol (inderalici), el etnolol (tenormin) y el timolol (blocadren), entre

Otros . 101-103

e Vasodilatadores: Ensanchan o dilatan las arterias, por ejemplo, la hidralacina.041%

e Bloqueadores de los canales de calcio: evitan la entrada de calcio en las células
de los musculos que controlan las paredes de las arterias; esto dilata los vasos
sanguineos y la sangre fluye a través de ellos con més facilidad. Entre los farmacos

de esta categoria de encuentran el verapamil y el diltiazem.06.107

e Antagonistas adrenérgicos periféricos: Bloguean la liberacién de norepinefrina,
una hormona que aumenta la presion arterial. La reserpina, es un farmaco

principal de esta categoria.1%110

Los compuestos de tipo 1,4-dihidropiridina (DHP) son moduladores de los canales
de calcio tipo L dependientes de voltajes (canales Cavl, de acuerdo a la ultima
nomenclatura propuesta por Alexander y colaboradores 2005). Las DHP son usadas como
farmacos en trastornos cardiovasculares, inhibiendo la contraccion muscular al bloquear
el flujo de calcio, en los tejidos del musculo liso como el cardio. Estos farmacos también
son conocidos como antagonistas de calcio o blogueadores de los canales de calcio, el
farmaco comdnmente utilizado para estos trastornos es el Nifedipino, (molécula de

Nifedipina, ver Figura 13).
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Figura 13. Molécula de Nifedipina.

Estudios previos han descrito que los cambios en las orientaciones y sustituciones
en el anillo fenilo de la Nifedipina alteran la potencia,>*? la cual esta relacionada con
la lipofilia, con los parametros electrénicos y con las sustituciones que podria sufrir el

anillo aromético.?

Por otra parte, el disefio basado en la estructura y el reconocimiento molecular
juegan un papel importante ya que se ha demostrado que un gran nimero de estructuras
tridimensionales de blancos bioldgicos pueden ser utilizadas para el disefio de moléculas
pequefias que se unen a ellas. Algunos farmacos comerciales han sido disefiados mediante
graficos moleculares, quimica computacional, base de datos moleculares, y la obtencién
de Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR),*1¢ permitiendo generar

modelos que predicen actividad bioldgica.

2.1.3. Métodos computacionales QSAR.

Varios medicamentos comerciales han sido disefiados por medio de modelos
moleculares a través de la quimica computacional y las Relaciones Cuantitativas
Estructura Actividad (QSAR).1*>11® | as interacciones no covalentes (INC) son
acercamientos importantes presentes en un acoplamiento molecular entre un ligante

bioldgico frente a un huésped receptor,**518 donde, la aplicacion del QSAR se usa como
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una herramienta versatil en el estudio de cualquier sistema quimico o bioldgico.*112?
Estudios de QSAR en analogos de 1,4-dihidropiridina han demostrado que la
concentracion media inhibitoria (ICso) esta influenciada por diversos factores como son
las propiedades estructurales y electronicas.!'® Se ha propuesto que en la molécula de
Nifedipina resalta la importancia de la rotacion del anillo fenilo con respecto al anillo de
DHP, los efectos de la constante de Hammett!?° y las contribuciones pi que la convierten
en un buen agente hipotensor,113.121-125

Debido al efecto de la posicion del grupo fenilo frente a su respuesta de la
actividad bioldgica, se propone un modelo QSAR, en donde son importantes el efecto
hipotensor que considera propiedades de interacciones no covalentes, usando el gradiente
de la densidad reducida, s(r),*>>%" asi como descriptores moleculares quimicos cuanticos-

oleculares calculados con la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT).

2.2. Justificacion.

La hipertension arterial, es una enfermedad considerada un problema de salud
publica y es considerada la principal causa de muerte mundial segun reportes emitidos
por la Organizacion Mundial de la Salud en el 2013. Para el tratamiento de esta
enfermedad son utilizadas las 1,4-dihidropiridinas como farmacos que actlan como

bloqueadores de los canales de calcio, reduciendo la presion de la sangre en las arterias.

Estos aspectos nos impulsan a desarrollar un proyecto que permita entender las
propiedades estructurales y electrénicas de los derivados de 1,4-dihidropiridinas y
relacionarlo con el efecto hipotensor reportado experimentalmente, a través de modelos

QSAR aplicando la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT).
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2.3. Objetivo.

Encontrar las relaciones estructura actividad que puedan presentar los derivados
de 1,4-dihidropiridina para proponer un modelo QSAR que permitira predecir el efecto
hipotensor, utilizando la Teoria de los Funcionales de Densidad para el calculo de los

descriptores cuanticos.
2.4 Resultados y Discusion.

Siguiendo la metodologia que se detalla en el apéndice A. Se analizaron las
moleculas de 1,4-dihidropiridinas que son analogos de Nifedipina y son mostrados en la
Figura 14; estos compuestos y sus valores experimentales de log (1/1Cso) se tomaron de
la referencia de Corburn y colaboradores. ! La actividad bioldgica de estos compuestos
en éste estudio, fue relacionada con su actividad antagonista en el canal de calcio. En la

Figura 14 se muestran la numeracion de los &tomos de la estructura de referencia.

Figura 14. Estructura tipo Nifedipina. Al sustituir el grupo G unido al anillo aromatico
se obtienen diferentes anélogos de 1,4-dihidropiridinicos.

2.4.1. Parametros geomeétricos de las dihidropiridinas.

Con la finalidad de validar nuestros datos estructurales de las moléculas de DHPs,

comparamos nuestros resultados con los datos cristalograficos para este tipo de
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compuestos. Esto es, se realizo una busqueda en la base de datos (Cambridge Structural
Data Base), de moléculas con estructura similar a la Nifedipina, es decir, compuestos que
contienen grupos metilo unidos a los atomos de carbono 2 y 6, grupos —C(O)OMe en
atomos de carbono 3 y 5, y un sustituyente fenilo sustituido unido a C4 (véase la Figura
15), La base de datos contiene actualmente 40 estructuras de Rayos X que coinciden con
las moléculas de DHPs (CSD Versién 5.36, actualizacion en Mayo 2015; ConQuest
version 1.17).

Los parametros geomeétricos de las estructuras optimizadas fueron comparados
con los valores promedio de las cuarenta moléculas experimentales. Esto es, se

compararon las distancias de enlace C-N y C=C del anillo de dihidropiridina (ver Figura

15 en la parte superior) con las distancias correspondientes de los datos
cristalograficos.'?®
& N-C == Media (Exp) * C=C == Media (Exp)
T LADD 4 a .
- 18 . *
= L1330 4 4 saad sbapay Laa bhgdka Saasasa TR
= L3854 . A
w1380 4 +
-§ :j:;:on.-oa #ha®as 0w o’oto I rEx o‘b.oo*"o.
S 1385 . . . . *
S 1380 4 .
G L35 o
a 1350 T ' r T Y T T T 1
G ] 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Moléculas de DHP
MeO(O)C s C(O)OMe
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Figura 15. Comparacion de datos cristalograficos y datos estructurales calculados.
Arriba: distancias de enlace entre los &tomos C-N y C=C comparados con los
correspondientes valores medios. Abajo comparacion de los datos observados del
angulo de torsiébn N-C4-CI’-C2" en las geometrias optimizadas con el método
PBE/DGDZVP (G=sustituyente en el anillo fenilo de la dihidropiridina).
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Como se puede observar en la Figura 15, la distancia de enlace N-C y C=C no
muestran cambios significativos entre los datos experimentales y nuestros resultados
teoricos. Por ejemplo, las distancias promedio experimentales para los enlaces N1-C2 y
C=C fueron de 1.38 y 1.35 A respectivamente para todos los sistemas. Estos valores
concuerdan con el valor promedio tedrico calculado 1.38 y 1.35 A, para las distancias
N1-C2 y C=C respectivamente, corroborando que esta metodologia PBE/DGDZVP es

adecuada para estudiar este tipo de sistemas.

Los parametros estructurales pueden jugar un rol importante en los efectos
farmacoldgicos en estos derivados de DHPs, por lo tanto se analiz6 la posicion del grupo
fenilo unido al atomo C4, el cual se puede localizar en una posicién ortogonal
sin/antiperiplanar del grupo orto/meta del sustituyente G con respecto al &tomo de H4, o
las conformacidn cis/trans y cis/cis de los grupos éster adjuntos a los &tomos de carbono
sp? del anillo de DHP.'3! Encontrando que la posicion del sustituyente promueve la
formacion de interacciones tipo puentes de hidrogeno que le dan estabilidad a estos

sistemas.

El angulo de torsion N-C4-C1°-C2’ (llamado t) fue comparado con los datos
obtenidos de DFT para quince compuestos, los datos obtenidos se muestran en la Figura
15. En esta Figura podemos observar que seis moléculas 1, 14, 15, 21, 26 y 28 presentan
una desviacion (texp—Tcalc) mayor a 10°. Esta diferencia puede estar vinculada con la
ausencia de sustituyentes en el fenilo en la posicion orto, esto es, estas moléculas no tienen
un atomo donador de electrones que pueda formar enlaces de hidrogeno con el protén del

carbon C(27), permitiendo una rotacion libre alrededor del enlace C(4)-C(1°).

Las moléculas que tienen sustituyente donador de electrones (G = F, Cl, Br, Ny

O) favorecen la formacion de puentes de hidrogeno con el proton del carbon C4. Estas
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interacciones C(4)-H---G son descritas en la literatura como interacciones no covalentes

0 puentes de hidrégeno débiles.

En la Figura 16 se muestran los enlaces de hidrégeno no convencionales que se
forman para la molécula de Nifedipina (compuesto 2, G= NO3) los cuales son C(4)-H---O
(d1) y C(2°)-H---N (d2) con distancias de enlace de 2.00 y 2.75 A respectivamente. Estas
interacciones estan relacionadas con la estabilidad del sistema, participando en la
formacion de un anillo de seis miembros en las moléculas que incluyen dtomos de F, Cl,
Br y O. La distancia H---N (d2) en estos sistemas mostré valores de 2.59 a 2.78 A, y

corresponde a enlaces de hidrogeno débiles,*?” ver Tabla 6.

Tabla 6. Distancias de enlace de H para las DHPs con sutituyente en la posicién 2’ en el anillo

fenilo.

Molécula  Atomo Aceptor  log(ICso)  (d1) Ca—HeseG  (d2) Co—HeesN;

2 ) 8.29 2.00 2.75
4* F 7.37 2.35 2.78
5 Cl 8.66 2.61 2.70
6 Br 8.12 2.68 2.68
* I 7.33 2.77 2.59
8 @) 7.24 2.27 2.71
9 @) 6.96 2.29 2.73
12 F 8.82 2.10 2.62
31 Cl 8.12 2.57 -
32 Cl 8.72 2.49 -
33 Cl 7.72 2.57 2.66
34* Cl 6.40 2.62 2.67
36 Cl 7.52 2.62 2.60
37 @) 7.00 2.56 2.78
39 @) 3.00 2.30 2.66
40 F 8.36 2.28 -

*Compuestos usados para la validacion del método.
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Figura 16. Se muestran las interacciones C(4)-HeeO (distancia di) y C(2’)—-HeesN
(distancia d2) que se forman en la DHP para la molécula de Nifedipina (2).

2.4.2. Pardmetros electronicos de las dihidropiridinas.

Para analizar la reactividad quimica de las dihidropiridinas, se calcularon las
cargas de Hirshfeld del anillo fenilo (gPh considerando los atomos C1°,
C2',C3,C4",C5,C6"), y del anillo de dihidropiridina (qDHP = atomos N1, C2, C3, C4,
C5, C6), mediante la suma correspondiente de los &tomos involucrados en los anillos. El
analisis poblacional muestra que el anillo de fenilo de la molécula 1 tiene un valor de
carga mayor (gPh= -0.30 e) con respecto a los demas derivados. Ademas, el analisis
muestra que esta carga disminuye a medida que el nimero de sustituyentes en el anillo
de fenilo aumenta. Por ejemplo, la presencia de un sustituyente en el &tomo 2" provoca
una disminucion de carga en el anillo fenilo de —0.27 a —0.14 e, la presencia de cinco
sustituyentes de fldor en la molécula 40 invierte el signo de la carga electrénica (+0.20
e), estos datos sugieren que los grupos —G, tienen un efecto importante en estos sistemas

modificando la reactividad quimica en estos sistemas, ver Tabla 7.
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Tabla 7. Descriptores cuanticos y moleculares (PBE/DGDZVP/GenA2).

Calculado
log(1/ICs0)
Molécula  log(1/1Cso) Erovo - Euuuo A X v G Gore NCI(H{;G) LogP Hy Eq. 1
@) @) @V @) @Ry (e (e 1x10

1 7.55 H -4.97 -2.21 1.38 0.72 14493 -0.30 -0.08 6.47 335 031 7.92
2 8.29 2’-NO2 -5.17 -3.21 0.98 1.02 158.17 -0.14 -0.09 15.89 0.82 -0.24 7.46
3 7.80 2°-CN -5.16 —2.49 1.34 0.75 15392 -0.17 -0.09 9.62 2.72 -0.30 7.80
4* 7.37 2'-F -5.00 -2.24 1.38 0.72  147.87 -0.20 -0.09 11.9 308 -0.28 8.52
5 8.66 2°Cl -5.04 —2.26 1.39 0.72 153.18 -0.21 -0.09 12.24 3.53 -0.28 8.53
6 8.12 2"-Br -5.05 -2.27 1.39 0.72 15527 -0.18 -0.08 12.65 362 -0.28 8.52
7 7.33 2°-1 -5.18 -1.97 161 0.62 158.77 -0.17 -0.12 14.47 3.45 -0.28 8.72
8 7.24 2-OMe -4.82 -2.08 1.37 0.73  158.27 -0.24 -0.09 14.24 267 -0.30 7.57
9 6.96 2"-OEt -4.82 -2.07 1.38 073  166.74 -0.24 -0.09 14.23 302 -032 7.15
10 8.35 2"-CH=CH: —4.97 -2.25 1.36 0.74 15891 -0.24 -0.08 7.06 3.43 -0.34 7.05
11 8.22 2’-Me -4.97 -2.21 1.38 0.72 15358 -0.27 -0.08 7.89 336 -0.33 7.53
12 8.82 2-CF3 -5.07 —2.38 1.35 0.74 162.61 -0.23 -0.09 17.22 3.82 —-0.26 8.90
13 7.46 3-CN -5.42 —2.44 1.49 0.67 153.84 -0.15 -0.11 5.45 2.72 -0.30 7.61
14 7.68 3-F -5.07 —2.32 1.38 0.73 14779 -0.20 -0.08 5.88 3.08 -0.28 7.65
15 7.80 3-Cl -5.10 -2.35 1.38 0.73 153.03 -0.21 -0.08 6.31 3.53 -0.28 7.66
16 8.89 3"-Br -5.10 -2.35 1.38 073 15512 -0.13 -0.08 6.43 362 -0.28 7.58
17 7.38 31 -5.22 -2.13 1.55 0.65 15861 -0.16 -0.11 4.35 3.45 -0.28 7.11
18 5.22 3-OAc -5.01 -2.25 1.38 072  167.80 -0.14 -0.11 3.75 259  -0.28 5.44
19 6.72 3’-OMe -4.91 -2.12 1.40 0.72 158.05 -0.24 -0.08 6.61 2.67 -0.30 6.48
20 5.20 3-OCOPh -4.93 -2.39 1.27 079 19792 -0.18 -0.08 5.77 578 -0.36 5.28
21 6.00 3-OH -5.00 -2.25 1.38 073 14944 024 -0.08 6.41 2.26 0.32 7.01
22 5.70 3’-NH: —4.62 -2.13 1.25 0.80 15123 -0.28 -0.08 6.61 1.97 1.03 6.00
23 6.05 3’-NMe2 -4.24 -2.07 1.09 092 16852 -0.29 -0.20 6.52 294  -0.32 4.55
24 7.13 3-CFs -5.30 -2.16 1.57 0.64 162.34 -0.22 -0.11 5.05 3.82 —-0.26 7.33
25 6.96 3’-Me -4.94 -2.18 1.38 0.72 15342 -0.27 -0.08 6.60 336 -0.33 7.27
26 5.50 4-NO2 -5.36 -3.31 1.03 0.98 15795 -0.14 -0.08 6.31 082 -0.24 6.24
27* 5.46 4-CN -5.30 -2.61 135 0.74 15383 -0.16 —0.08 2.20 236 -0.30 6.62
28 6.89 4'-F -5.07 -2.29 1.39 072 14779 -0.19 -0.08 6.24 308 -0.28 7.71
29* 4.64 4. -5.36 -3.31 1.03 0.98 15863 -0.15 -0.09 3.62 082 -0.24 5.74
30 4.00 4’-NMe; -4.22 -2.00 111 0.90 168.48 -0.28 -0.07 6.18 294  -0.32 4.46
31 8.12 2°-F,6"-Cl -5.15 —2.38 1.39 0.72 156.21 -0.11 -0.09 12.87 3.72 —-0.26 8.74
32 8.72 2°,6"-Cl -4.95 -2.29 1.33 075 16161 -0.12 -0.08 15.21 372 -0.26 8.35
33 7.72 2°,3’-Cl -5.15 -2.38 1.39 072 16144 -0.13 -0.08 13.25 372 -0.26 8.42
34* 6.40 2,4-Cl -5.16 -2.39 1.39 0.72 161.35 -0.12 -0.09 12.05 3.72 —-0.26 8.24
35 7.03 3’5°-Cl -5.22 -2.48 1.37 073  161.20 -0.12 -0.08 6.00 372 -0.26 7.36
36 7.52 2°-Cl, 5"-NO2 -5.34 -3.50 0.92 1.09 165.08 -0.05 -0.13 12.75 1.00 -0.22 6.87
37 7.00 2-OH, 5"-NO: -5.51 -2.91 1.30 0.77 162.94 -0.09 -0.06 12.02 -0.27 0.37 6.50
38 7.00 2.5-Me —-4.94 -2.19 1.38 0.73 16212 -0.23 -0.08 8.19 337 034 6.91
39 3.00 2°,4’,5-(OMe) —4.49 —2.07 121 0.83 184.74 -0.07 -0.10 13.72 1.30 -0.29 412
40 8.36 Fs —4.96 —2.24 1.36 0.74 159.72 +0.21 -0.10 14.00 3.26 —-0.26 8.03

*Compuestos usados en la validacion del modelo.

El anélisis de los orbitales moleculares HOMO, LUMO y su diferencia de energia

AE= ELumo—EHomo son mostrados en la Figura 17 para los compuestos 1, 2, 26, 36 y 37

que tienen como sustituyente el grupo NO2. El orbital molecular HOMO para estos

sistemas se localiza en el anillo de DHP sobre los enlaces C=C y sobre el par libre del

atomo de nitrogeno, siendo estos orbitales de tipo m y p, exhibiendo pequefas

contribuciones de tipo = orbital en los &tomos de carbono y oxigeno que pertenecen al

grupo ester; esta parte de la molécula es el sitio reactivo que puede donar electrones

actuando como nucledfilo.
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El valor promedio de la energia del orbital HOMO fue de —5.03 eV; este valor
promedio es similar al que presenta la molécula de Nifedipina (2), siendo esta utilizada
ampliamente como una referencia por su actividad antagonista. Los orbitales moleculares
LUMO para los sistemas 2, 26, 36, 37 se localizan sobre el fenilo y el sustituyente NO2,

con contribuciones de tipo r; esta region es susceptible a aceptar electrones.

Yo f' 'f' f‘ LUMO
szs=_2.05 el ) AE=1.84 eV
@

Figura 17. Superficie de orbital molecular y la diferencia de energia (AE=ELumo-
Enowmo) de las moléculas 1y 2 (Nifedipina) en la parte superior y moléculas 26, 36 y 37
en la parte inferior.
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El analisis de estas moléculas muestra que la presencia de grupos donadores de H,
tales como N-H o C-H, asi como la presencia de grupos sustituyentes del anillo fenilo
con aceptores de H, como -NOy, —-F, —Cl, 0 —OR, forman interacciones débiles C(4)-
H---G. Estas interacciones fueron caracterizadas con la teoria de &tomos en moléculas

(AIM), del analisis de la densidad electronica.

Asi, las interacciones C-H---G y N-H---G fueron caracterizadas mediante el
andlisis topoldgico de la densidad (p) y el laplaciano de la densidad electronica (V' 2p)
utilizando el analisis de la densidad electrénica, que permite identificar la presencia de
distintos tipos de interacciones mediante el analisis de los puntos criticos de enlace, los

cuales pueden confirmar la presencia de enlaces quimicos.

El punto critico de enlace (PCE) de la densidad y la correspondiente trayectoria
de gradiente se obtuvo con el funcional PBE y la base orbital DGDZVP para todas las
moléculas. Sin embargo, para la interaccion C(4)-H---G en las moléculas 3 (G= -CN),
39 (G= -OMe) y 40 (G= -F), no se observa el punto critico de enlace, a pesar de la
disposicion geométrica de estas moléculas, incluyendo el angulo de torsion y la distancia

de enlace H---G.

En la Figura 18 (lado izquierdo) se muestran los gréficos para los compuestos 2,
39 y 40 calculados con el anélisis de la densidad electronica, en esta Figura en los circulos
de color rojo no se aprecian algunos PC, ya que la teoria de Bader!?®-13° puede omitir esta
informacion. Sin embargo, una metodologia alterna que describe interacciones no
covalentes es el gradiente de la densidad reducida (GDR).**!1%% Este método se basa en
analizar e identificar la densidad de electrones de interacciones débiles en sistemas
moleculares; manifestdndose como isosuperficies de baja densidad, esto es, donde la

densidad decae exponencialmente en picos de energia dirigidos a valores de cero.'31%
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El gradiente de la densidad reducida solo requiere el conocimiento de la
coordenada atémica (informacion geométrica molecular)!313 en lugar de trayectorias
deslocalizadas y discontinuas entre pares de &omos como se basa la teoria de AIM,128-1%0
el analisis del gradiente de la densidad reducida actualmente es una herramienta aplicable

a sistemas grandes entre proteinas y un farmaco o un catalizador y un sustrato.13413°

En éste estudio, el gradiente de la densidad reducida se muestra en el grafico del
lado derecho de la Figura 18 para estas moléculas, donde se puede observar la interaccion
C(4)-H---G para las moléculas 39 y 40 (encerradas en un circulo). Identificadas las
interacciones se procedié a calcular el valor numérico del gradiente de la densidad
reducida.t313 En la Figura 19 se localizo el valor realizando una ampliacion en el gréfico
de densidad vs gradiente de densidad reducida en la interaccién C(4)-H---G para todos

los sistemas, este valor se denot6 como INC(H4-G).

En la Figura 19a se muestra un grafico de la densidad de gradiente reducida (S) vs
la densidad electronica (p) para la molécula 40, en la Figura 19b se realiza un
acercamiento debajo de los valores de densidad de 0.020 a.u., donde se puede observar
un pico que indica una interaccién no covalente F---H. En la Figura 19c se realiza una
segunda aproximacion a valores menores de 0.020 a.u., mostrando una imagen confiable
de la interaccion no covalente en espacio real'®? y el gradiente expresado de la forma
| pllp", en la que se distinguen las interacciones no covalentes (caida de densidad
exponencial) producida en sistemas intramoleculares con bajas densidades. Finalmente,
en la Figura 19d se hace una extrapolacién para estimar el valor de la densidad en la
INC,°2 éste valor y las correspondientes a las otras moléculas se enumeran en la Tabla 7.
Los valores del gradiente reducido de las interacciones no covalentes entre los &tomos
C(4)-H---G, donde G= F, Cl, Br y O muestran valores de 0.0022 a 0.017 a.u.,

confirmando el enlace de hidrogeno débil en estos sistemas.
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(a)

Compuesto 2 Compuesto 2
(Analisis de la densidad electrénica) (Gradiente de isosuperficie)

Compuesto 39 Compuesto 39
(Analisis de la densidad electronica) (Gradiente de isosuperficie)

Compuesto 40 Compﬂesto 40
(Analisis de la densidad electronica) (Gradiente de isosuperficie)

Figura 18. Grafico de las moléculas de los analogos de las 1,4-dihidropiridina. En la
derecha se muestran los PCE calculados con la teoria AIM, a la izquierda se grafica el
gradiente de densidad reducida a una isosuperficie de s= 0.30 a.u.
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Interaction F--H
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Figura 19. Gréfico de gradiente de densidad reducida vs la densidad electronica de la
molécula 40. a) Para la molécula entera; b) la ampliacion para la interaccién débil
F---H; c) ademas el aumento que muestra el detalle de la intensidad del pico; d) la
estimacion del valor de la interaccion no covalente.

2.4.3. Obtencion de Modelos QSAR de las dihidropiridinas.

Para generar los modelos matematicos se utilizaron los descriptores cuanticos que
son las cargas atomicas de Hirshfeld (q),la energia del orbital molecular mas alto ocupado
(EHomo), la energia del orbital molecular mas bajo desocupado (ELumo), el momento
dipolar (uP), el potencial de ionizacion (1), la afinidad electrénica (A), la dureza (n), la
blandura (S),37-14 el potencial quimico (p)** y la electrofilicidad (»).1*® Ademas de estos
descriptores cuanticos se calcularon algunos descriptores moleculares como el volumen,
ya que éste ha mostrado una relacion directa con la actividad bioldgica. %152 Por esta
razon, se calculd el volumen utilizando la densidad electronica, especificamente con
valores de 0.02 y 0.05 a.u. Para éste modelo se utilizd el volumen calculado con la

densidad de 0.02 a.u., que fue el que mostrd una tendencia lineal con respecto a la
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actividad bioldgica. Los valores de estos parametros se muestran en la Tabla 7 y en la

Tabla del apéndice B.

Se empled el andlisis de regresion lineal multiple en la busqueda de modelos que
permitieron predecir la actividad hipotensora, encontrando los pardmetros involucrados
en la inhibicion de concentracion media ICso de los anélogos de 1,4-dihidropiridina; estas
cuantificaciones fueron validadas tanto interna como externamente, aplicando parametros
estadisticos,1>*15>2% tales como el coeficiente de correlacion cuadrada (R?), el coeficiente
de determinacion ajustada (RZ%justada), 12 regla QUIK (DK) basado en el indice de la
correlacion multivariada K, la regla asintdtica DQ, una regla externa QZpoot, Y doS
parametros basados en la regla de las contribuciones variables ruidosas R” (exceso de

buenos predictores), y RN (exceso de malos predictores).t®

Inicialmente, se seleccionaron los diez primeros modelos que presentan los
valores mayores para R? (R? > 56.00, Tabla 8). En segundo lugar, se aplico la regla de
DK con el intervalo igual o mayor que 0.030, en la Tabla 8 se puede ver que todos los
modelos cumplen esta regla, indicando que los modelos no muestran colinealidad

predictiva.

Continuando con la basqueda de un modelo se analizo el tercer parametro que es
la regla DQ, ésta determina la capacidad de prediccion,**®*> mediante la siguiente
expresion Q%Loo — Q%asvym < DQ. Aplicando la regla; los modelos mz, ms, ms, ms, m7, ms,

mg y myo fueron rechazados, mientras que los modelos mz y ms si cumplen este criterio.
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Finalmente, se aplico una validacion externa Q%poot > 50, la que permite rechazar
el modelo my, ya que presento un valor de 26.13 estando por debajo del valor de intervalo
establecido. Asi, solamente queda el modelo mz como el modelo que satisface todos los

criterios mencionados.200-201

El modelo QSAR seleccionado para predecir la actividad bioldgica de las treinta y
cinco moléculas analogas de 1,4-dihidropiridina fue ms, que esta representado por la
ecuacion 1. Este modelo muestra una correlacion entre el valor log ICso con los
descriptores Enomo, log de P, Volumen, y el valor de la densidad de la interaccion no

covalente INC(H4-G).

log (1/1Cs0)= —1.95 Eromo + 0.57 log de P — 0.07 V + 167.95 INC(H4-G) + 5.74 (Ec. 1)

Donde:

log (1/1Cs0)= Actividad biol6gica.

Enomo= Energia del Orbital molecular mas alto ocupado (Exomo).
log de P= Coeficiente de particion.

V= Volumen

INC(H4-G) = Densidad de la interaccion no covalente del enlace Hee+G.

Los datos estadisticos del modelo son R?= 78.51, R%justada= 75.65 Yy Q?= 67.90, la
prueba F fue de 27.4 y para la prueba t-student es el valor de 0.99. Los valores obtenidos
de las variables analiticas internas fueron DK= 0.112, DQ= -0.029, RP= 0.230 y

RN=0.000, la validacion externa present6 el valor de Q%= 63.83. Todos estos datos
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estadisticos confirman la aceptabilidad del modelo, esto es, el modelo es predictivo y

cualitativo.

Con este modelo se puede sugerir que la actividad bioldgica de los analogos de
1,4-dihidropiridina est4 en funcion de la densidad de la interaccion no covalente del
enlace H---G (INC(H4-G)); este enlace es debido, a interacciones intermoleculares que
proporcionan estabilidad a la molécula mediante la formacién de anillos de 6 miembros.
La energia del orbital molecular mas alto ocupado (Enomo) indica la posibilidad de que
estas moléculas puedan ceder electrones. El log de P permite cuantificar el grado de
lipofilia de una molécula, permitiendo inferir cbmo se comportara en el entorno de los
fluidos biolégicos del organismo y como sera su paso mediante difusion pasiva a través
de membranas bioldgicas. El volumen esté relacionado con el tamafio de la molécula, el

cual podria estar involucrado con la accion de bloqueo en el canal de calcio tipo-L.

Para la validacion del modelo matematico QSAR fueron tomadas cinco moléculas
analogas de 1,4-dihidropiridinas con las mismas caracteristicas estructurales que
presentaron las treinta y cinco moleculas, que fueron usadas para la busqueda de los
modelos, (con sustituyente G sobre el anillo fenilo),'*® a las cuales se les aplico la
metodologia propuesta para este estudio obteniendo los respectivos descriptores quimico-
cuanticos moleculares y se insertaron los valores en la ecuacién 1, de esas cinco
moléculas. La obtencién de los valores calculados teéricos de log (1/1Csp), se muestran

en la Tabla 7.

Se graficd los valores de la actividad bioldgica obtenida (log (1/1Csg) calculado)
contra los valores experimentales (log (1/1Cso) experimental) para la ecuacion (1), Figura
20a, para las treinta y cinco moléculas andlogas de dihidropiridina usadas para la

generacion del modelo. Se encontro que las moléculas 5 (G=2"-Cl), 12 (G=2-CF3) y
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31 (G=2"-F, 6'—Cl) son las de mayor actividad calculada y estan en correspondencia con

sus valores experimentales.

La Figura 20b, se muestra el grafico de validacion del modelo, con cinco
moléculas obtenidas de la literatural'' que fueron evaluadas de acuerdo con la
metodologia empleada en este estudio. Para ellas se obtuvieron los respectivos valores de
los descriptores moleculares quimicos-cuanticos y estos valores fueron insertados en la
ecuacion 1. Los valores de log (ICso) calculado se muestran en la Tabla 7 y en la Figura

20b.

Estos resultados mostraron un comportamiento de ajuste aceptable, obteniendo
una tendencia de distribucion cualitativa de la actividad biologica en estos sistemas. Esto
es los valores obtenidos de los resultados tedricos, se encuentran en correspondencia con
los valores experimentales. La capacidad predictiva de los datos estadisticos obtenidos
fueron R%x= 95.05, RZ%justada= 93,40, F= 57.56; estos resultados confirman la matematica
del modelo QSAR que representan una alta eficiencia, para la prediccion de la actividad

antagonista para estos compuestos analogos de 1,4-dihidropiridina.
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g 4 y =0.7851x + 1.5339
R?=0.7851 °

log (1/1Cy;) Calc.

log (1/1Cy;) Exp.

y =1.0785x + 0.8382

8.24-9
8 1 RZ,. = 0.9505

log (1/1Cs) Calc.

® 574

4 } } }
4 5 6 7 8
log (1/1Cg) Exp.

Figura 20. Gréfica de actividad bioldgica calculada obtenida por la ecuaciéon uno, a)
para las moléculas derivadas de dihidropiridina, usadas en la generacién del modelo y
b) los compuestos usados en la validacion del modelo.
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2.5. Conclusiones.

La actividad bioldgica de 1,4-dihidropiridinas que actian como antagonistas de
los canales de calcio(ll) esta correlacionada con la energia del orbital molecular més alto
ocupado (Exomo); el volumen (V), el coeficiente de particion (log de P) y la interaccion
no covalente INC(H4-G) del enlace C(4)-H---G, generando un modelo predictivo de
actividad biologica hipotensora. Se encontré que las moléculas 5 (G=2"-Cl), 12 (G=2"-
CF3) y 31 (G= 2'-F, 6'-Cl) son las de mayor actividad calculada y estan en

correspondencia con los valores experimentales

Los datos estadisticos de las moleculas de validacion externa para las cinco
moleculas prueba, mostraron una tendencia de distribucion cualitativa de sus valores de
log (1/ICsp) calculada, frente a la actividad biologica experimental, confirman la

aceptabilidad del modelo predictivo.

El gradiente de la densidad reducida (GDR), es considerado como un novedoso
descriptor que permite identificar interacciones débiles en los casos en donde la teoria de
atomos en moléculas puede omitir, y este fue utilizado para las moleculas 3, 39 y 40, se
analizaron y cuantificaron los valores de la densidad entre los pares de atomos de la
interaccion no covalente del enlace C(4)-H---G, permitiendo introducir estos valores

como ayuda en la obtencion del modelo QSAR,
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Capitulo 111

Acoplamientos moleculares en
Dihidropiridinas

3.1. Antecedentes.

El canal idnico presenta una estructura macromolecular transmembrana provista
de un poro y situada en la membrana plasmatica de las células, que permiten la entrada
de iones Ca?* al citosol lo que produce el aumento en la concentracion intracelular de este
ion, produciendo una despolarizacion.'® Lo anterior constituye una sefial para la
activacion de muchas funciones celulares. Los canales de calcio estan presentes en los
sistemas cardiovasculares y nervioso central que son dependientes de los voltajes,
considerados como proteinas oligoméricas, existiendo seis tipos de canales de Ca?*
denominados T, L, N, P, Q y R.1%%181 |_os canales de calcio tienen una subunidad principal

o,y subunidades auxiliares 0,08 Byy. Siendo la subunidad o, la responsable de las

propiedades farmacolégicas y electrofisioldgicas de los canales. Mientras que las otras

cuatro (“z’ ad, By v) presentan la funcion reguladora (activacion e inactivacion) de los

canales.'®? Los canales de calcio de tipo L se encuentran en los sistemas nervioso y
cardiovascular; una particularidad farmacoldgica de estos canales es su sensibilidad hacia

las dihidropiridinas.t®®

Como se menciond anteriormente la subunidad o es la subunidad principal,

conteniendo aproximadamente 200 residuos de aminoéacidos; esta estructura es la que
forma la estructura bésica y aporta los aminoacidos que forman el poro y sensor de
voltaje, presentando la activacion e inactivacién del poro, esto es, cuando se presenta una

concentracion mayor de iones Ca?* en el exterior de la célula se genera una respuesta que
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abrira el poro de los canales de calcio y de modo inverso, cuando existe un exceso de
iones Ca?* en el citoplasma de la célula se genera una sefial inmediata que causa el cierre

del poro de los canales de calcio. Asi mismo, la subunidad o, estd compuesta por cuatro

dominios (I, I, 11l, y 1V) y cada uno de ellos se compone de seis segmentos
transmembrana (S1-S6), ver Figura 21. Esta subunidad es importante, ya que es la base

para la construccion del canal de calcio como se mostrara mas adelante.

y subunit o, subunit £
[=2]
w
| ” | ] m v | 4
W Q& Q_& NH, |3
131' :ulvss Jsa %2 : [V]ss s-szss}ssvsu
YA A N R 2 COOH ]
u,»} . %J
HN
wooc 1 \\_/COOH
Subunidades y y 6 son | S . Subunidades a, y
proteinas B subunit comentes p son proteinas
transmembrana fransmembrana P

. : hidrofilicas
altamente lipofilicas

Figura 21. Esquema de un canal de calcio tipo-L.1%*

3.1.1. Afinidad de las dihidropiridinas al canal de calcio.

Es conocido que la actividad de los canales de calcio esta dada por la subunidad

o yaque contiene sitios de enlace para cationes multivalentes, sitios para péptidos y sitios

receptores de pequefias moléculas organicas, En la Figura 22 se muestra la representacion
esquematica completa de las partes que conforman los canales de calcio, asi como las
ubicaciones de las cinco subunidades y las principales funciones de estas subunidades en

el canal de calcio tipo-L.1%* Se conoce que las dihidropiridinas actGan directamente
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bloqueando la entrada del poro de los canales de calcio de tipo L, siendo las moléculas

165

con sustituyentes nitro y cloro las que presentan una mayor actividad biologica.

> (ll tiene las sefales basicas de

identificacion del canal (la estructura

seudotetramérica). Espacio

Extracelular

El sensor de voltaje.

La region del poro. Citoplasma
El sitio de uni6n del Ca” -

Y los sitios de union de dihidropiridinas y
fenilalquilamidas.

La subunidad 'Y transmembrana.

Un dimero 026 unido por un puente
disulfuro.

> Una subunidad B intracelular.

Figura 22. Estructura de los canales de Ca?*.166

Los farmacos que actian como bloqueadores de los canales de calcio se unen
especificamente a receptores acoplados alostéricamente a la subunidad a1 del canal; dicha
union estd modulada por los estados activo e inactivo de la cavidad del poro, teniendo
mayor afinidad por el estado inactivado, que es el que predomina durante la
despolarizacion, produciendo la estabilizacion de la célula y por lo tanto se genera un
bloqueo que es voltaje-dependiente del flujo de Ca?*. Peterson y colaboradores en 1996
indicaron que las dihidropiridinas se enlazan al segmento seis transmembranal de los
dominios (111)S6 y (1V)S6, 167168 ver Figura 23. Estos fragmentos son los sitios receptores

donde se realizaran los acoplamientos moleculares con la DHPs.

Figura 23. Segmento (111)S6 y (1V)S6 del canal de calcio tipo-L.1%7
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3.1.2. Métodos computacionales Docking.

Las técnicas modernas del modelado molecular son herramientas notables en la
basqueda de nuevos agentes terapéuticos potencialmente efectivos, ayudando a entender
y predecir el comportamiento de sistemas moleculares. La informacion tridimensional de
la estructura de algunas proteinas y sus funciones proporciona una gran posibilidad de
entender las interacciones moleculares no covalentes entre un farmaco y una
macromolécula bioldgica, ayudando de manera significativa en el disefio racional de

nuevos activos.

Una herramienta que ayuda a facilitar el estudio de sistemas complejos son las
metodologias Docking, llegando a ser fundamental para diversas areas de investigacion
como son: la Quimica, la Biologia y la Biomédica. Los farmacos o antibiéticos llegan a
presentar comportamientos de interaccion con macromoléculas bioldgicas consideradas
como dianas terapéuticas, membranas, enzimas, transportadores o canales ionicos. Asi
cuando un buen ajuste geométrico entre ligante y receptor es esencial para una alta
actividad biologica, es decir, si se estudia el sitio de unién de la proteina y del ligando.
Con un estudio Docking se identificaran los posibles efectos de la conformacién del
ligante, la flexibilidad del sitio de unidn, las energias de distorsion, los efectos de
solvatacion y la entropia, entre otros, permitiendo la generacion de nuevos farmacos con

mayores propiedades de resistencia activa antimicrobiana.

El descubrimiento de farmacos nuevos para el tratamiento de enfermedades
importantes como la hipertension arterial constituye un reto en la investigacion
farmacéutica. Se ha demostrado que un gran nimero de estructuras tridimensionales de
blancos bioldgicos pueden ser utilizadas para el disefio de moléculas pequefias que se

unen a ellas. Varios farmacos comerciales han sido disefiados mediante metodologias
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computacionales que analizan las interacciones moleculares entre huésped-receptor,

permitiendo tener un entendimiento detallado de las interacciones no covalentes.*

3.2. Justificacion.

Los analogos de 1,4-dihidropiridina son conocidos como bloqueadores de los
canales de calcio y son ocupados en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.
Estas enfermedades son causantes de grandes niveles de mortalidad en todo el mundo y
la eficiencia de los antagonistas bloqueadores se ha visto afectada debido a la creciente
numero de casos y a las complicaciones que esta enfermedad presenta, para lo cual es
necesario la busqueda de nuevas DHPs con mayores propiedades de accion y blogqueo, a

menores concentraciones y a un mayor tiempo de vida dtil.

Debido a esto, es importante tener como punto de apoyo a las técnicas
computacionales para el disefio de moléculas y su estudio de la funcion, accion y
mecanismo, que puedan ser utilizadas posteriormente como nuevos farmacos reductores
de presion arterial (Hipotensivos). Por lo anterior, es importante el estudio de las
interacciones entre los andlogos de dihidropiridina con la subunidad a1 del canal de tipo-

L.

3.3. Objetivo.

Localizar las posibles interacciones que puedan presentar los farmacos analogos
de 1,4-dihidropiridinas frente a la subunidad a1 del canal de calcio tipo-L, mediante los
acoplamientos moleculares (Docking) para describir el posible comportamiento

antagonista que presentan estas DHP como agentes bloqueadores de los canales de calcio.
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3.4. Resultados y Discusion.

Los detalles computacionales se describen en el apéendice A. Para lo cual, se
disefio un sistema macromolecular como fuente receptora que es la subunidad a1 del canal
de calcio de tipo L, especificamente, se construyeron los dominios (111)S6 y (1V)S6, para
acoplarlos con las cuarenta moléculas de dihidropiridina (ligantes) en la basqueda de sitio

de union farmaco receptor.

3.4.1. Construccion de la subunidad al.

Para la construccion de la subunidad a1, se tomé la secuencia estructural de
aminoacidos del canal de potasio (obtenida en la base de datos Protein Data Base, 1BL.8).
Lo anterior se realizd debido a que, no se cuenta con una estructura confiable del canal
de calcio tipo L. Utilizando la metodologia reportada por Tikhonov et, al*®® fue
comparada una porcién del canal de calcio tipo-L (Cavl.2), la cual se uso para obtener
las mutaciones secuenciales que se necesitaron en la generacion de la nueva subunidad

a1 del canal de calcio Figura 24.

Obtenida la secuencia de aminoacidos y adicionando atomos de hidrégeno en los
extremos, se procede a la optimizacion de la estructura del canal, utilizando los
pardmetros de CHARMM, los cuales contienen informacion estructural y electrénica de
los diferentes atomos en los aminoacidos; almacenando caracteristicas especificas como

la estructura, la topologia y la conectividad.
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Cav1.2-185-10

IBLB_AIPDBIDlCBAINlSEQUBNCE ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVET 50
KesA-M1-0 ==HWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAE = = = m o e s o s e e e e e e e e e e 27
Cavl.2-I85-1o0 ==AMVPLLHEIALLVLFVIIIYAIIGLELF = = m v o o o s e o o o e e 27
13L8_A|PDBID|QHAIN|SEQUENCE ATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQ 97
KesA-Ml-0 =000 e s s s e e s e e s ————————
Cavl.2-I85-10 = semeeme e e e e ——————————

> Cavl.2-1IP-1p

IBLS_A[PDBIDlCBAINlSEQUENCE ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVET 50
KesA-P-P 00000 e scsss s s s s s s ———— LITYPRALWWSVET 14
Cavl.2=IP=1lp =  eessssscscscssssssssssssssssee———— FDNILF~--AMLTVFQC 14
1BL8_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE ATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQ 97
KcsA-P-P AP TV Y CDLim e e o e 0 0 1m0 0 4 0 0 0 0 23
Cavl.2-IP~1p ITMEGW T DV e s e e e e e e ——————— 23
>Cavl.2-186~11

1BL8_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVET 50

KcsA-M2~-1
Cavl.2-IS6-14

IBLB_AIPDBID|CHAIN|SEQU£NCE
KcsA-M2-1i
Cavl.2-I86-11i

ATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQ 97
-------------- WGRLVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFV~~~~ 29
--------- LP---WVYFVSLVIFGS~-FFVLNLVLGVLSGEF ==~~~ 29

Figura 24. La primera linea es la alineacion de la secuencia de aminoéacidos del canal
de Potasio (1BL8), segunda linea secuencia de aminoacidos del canal de potasio
(KcSA) que fueron utilizados para la generacion de las mutaciones que corresponden
a la tercera linea que se deben mutar para generar el nuevo canal de calcio de tipo-L
(Cavl.2).

Después de la minimizacién, se puede observar que ya no hay atomos traslapados,
ademas, las cargas de los atomos y la temperatura del sistema se mantienen constantes a
lo largo de todo el proceso, obteniendo la subunidad a1 del canal de calcio de tipo-L con

los cuatro fragmentos (I-1V)S6, ver Figura 25.

Figura 25. Canal de calcio subunidad a..
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La dinamica estructural del canal mutado, no mostr6 cambios significativos de la
estructura cuaternaria de la subunidad, ademas la cavidad del poro no se vio alterada, y
no se presento ninguna ruptura en la cadena de aminoacidos, por lo que se consider0 este

canal adecuado para el estudio de los acoplamientos moleculares.

En la Figura 26 se observan los cilindros que representan hélices  mientras que
los cordones que los unen representan la cadena peptidica. Una forma para determinar la
estabilidad del nuevo canal de calcio es generar el grafico de desviaciéon de la raiz
cuadratica media, (por sus siglas en inglés, RMSD) la cual nos indica que tan similares
son las dos conformaciones de un mismo compuesto en el espacio durante un lapso de

tiempo en la dinamica, ver la Figura 26.

Rmsd vs Tiempo

60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo

Figura 26. Del lado izquierdo la estructura inicial en color verde y en color azul la
estructura resultante después de la mutacion de la subunidad az del canal de calcio
tipo-L.

La subunidad a1 del canal obtenido por homologia se analiz6 y preparo para aislar
las posiciones del sitio de union, como se reporta en la literatura.?'% Se encontré que los
segmentos (111)S6 y (IV)S6, son los encargados de llevar a cabo la accion del mecanismo
de union que presentan las DHPs como bloqueadores de canal de calcio. En la seleccién

del nimero de aminoécidos se siguio la metodologia propuesta por el modelo de Lipkind
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y Fozzard 2001 y empleada por Grefory M, et, al., la cual consiste en identificar y mutar
las alineaciones que se muestran en la Tabla 9, en los extremos donde se realiz6 un corte

de los aminoacidos en los dominios (111)S6 y (IVV)S6, como se muestra en la Figura 27.

Tabla 9. Mutaciones que sufren los aminoacidos de los dominios (I11)S6 y (1V)S6 para el sitio

receptor en el canal de calcio generado por Homologia (Ccah).

Alineamiento

Ccah 111S6 IVS6
Trp-87 Val-1143 Phe-1454
Gly Glu Ala
Arg lle Val
Leu Ser Phe
Val lle Tyr
Ala Phe Phe
Val Phe lle
Val lle Ser
Val lle Phe
Met-96 Tyr-1152 Tyr-1463
Val lle Met
Ala lle Leu
Gly lle Cys
lle-100 lle Ala
Thr Ala Phe
Ser Phe Leu
Phe-103 Phe lle-1470
Gly Met lle-1471
Leu Met Asn
Val Asn Leu
Thr-107 lle Phe
Ala Phe Val
Ala Val Ala
Leu Gly Val
Ala Phe lle
Thr Val Met

Una vez realizadas las mutaciones correspondientes se realizé una minimizacion
sobre los segmentos (111)S6 y (1V)S6 de 1000 pasos para eliminar los traslapes que

podrian presentar debido a los aminoacidos mutados, con la finalidad de suprimir los
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efectos de contactos estéricos. Esta macromolécula es el sitio receptor donde se realizaran

los acoplamientos moleculares.

\tg y,

O'\'/
Dominio (111)S6 &v W’)& Dominio (IV)S6

Figura 27. Dominios (111)S6 y (IV)S6 de la subunidad a1 del canal de calcio obtenido
por las mutaciones de los aminoacidos.

3.4.2. Docking.

Los resultados del anélisis del Docking molecular permitiran determinar los
posibles sitios de interacciones electrostaticas intermoleculares a través de la formacion
de puentes de hidrégeno entre las estructuras de los segmentos (111)S6 y (IV)S6 de la

subunidad a1y los analogos de las 40 moléculas analogas de 1,4-dihidropiridinas.

El estudio de la interaccion de los andlogos de DHPs, inicio con el ingreso a la
cavidad de la subunidad a1 del canal, comenzando con una conformacion arbitraria, tanto
de orientacion como de posicion, y para el caso de la macromolécula, su estructura se
mantuvo en una posicién rigida en el espacio, bajo los parametros establecidos de la
metodologia propuesta (ver anexo 5 del apéndice A), Por ejemplo, en el analisis de la
molecula 2 (Nifedipina) mostro interacciones electrostaticas de enlaces por puentes de
hidrogeno intermoleculares entre la molécula de Nifedipina y el residuo de Phe-1454

(fenilalanina, del dominio (1V)S6). Esta interaccion present6 una distancia de 1.80 A y
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se encuentra ubicada entre el &tomo de oxigeno del grupo nitro del ligante y el &tomo de
hidrogeno del residuo Phe-1454, (N-O---H-N), como se puede notar en la Figura 28a.
La energia de unién mas baja calculada para esta interaccion fue de —6.01 kcal/mol, la
energia electrostatica es de —2.18 kcal/mol y se obtuvo una constante de disociacion del
complejo enzima-inhibidor (Kg) de 39.03 micromolar. Indicando que este sitio
posiblemente es el que presente la mayor afinidad hacia grupos antagonistas provocando

un efecto bloqueador de los canales de calcio.

Se encontro otra interaccion para este mismo ligante entre la molécula 2 contra el
aminoacido de lle-1156 (isoleucina, del dominio (111)S6) esta interaccién presenté una
distancia de 2.10 A, entre el atomo de nitrégeno del anillo de la DHP del ligante y el
atomo de oxigeno del residuo lle-1156 (N-H---O=C), esta ultima distancia es mas grande
con respecto a la distancia de 1.80 A encontrada en el puente de hidrégeno intermolecular
N-O---H-N, del aminoacido de fenilalanina contra la Nifedipina. La energia de unién
obtenida para la molécula de Nifedipina y la porcion del fragmento que contiene al
aminoécido de isoleucina fue de -5.53 kcal/mol, este ultimo valor es mayor
energéticamente comparado con el encontrado cuando se une con afinidad hacia el

aminoéacido de fenilalanina, ver Figura 28b y Tabla 10.
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e.n.=-6.01 kcal/mol

d=180A 6)

Phe-1454 t:\f“

Ile-1156

< g g y
e.u.=-5.53 kcal/mol /
‘

d=210A f

(A
.a

9a 9b

Figura 28. Distancias y energias de union para las interacciones encontradas para la
molécula 1 (Nifedipina), a) interaccion entre oxigeno del grupo nitro del ligante y el
hidrogeno del residuo Phe-1454, y b) interaccidn entre nitrogeno del anillo de la DHP
del ligante y oxigeno del residuo Ile-1156. Se omiten los hidrégenos no polares, para
una mejor visualizacion de las figuras.

Se puede observar que, los analogos que contiene en su estructura un sustituyente
NO. y OH sobre el grupo G, muestran un acoplamiento entre los pares de atomos N-
O---H-C-Phel454, (fenilalanina-1454), con distancias promedio que van de 1.80 a 1.89
A. Mientras que la mayoria de moléculas analogas de DHPs presentaron una preferencia
de acoplamiento dirigido hacia el aminoacido de isoleusina-1156, con distancias de
enlace que van desde 1.98 a 2.21 A, siendo éste, otro sitio posible de unién para estos

analogos de 1,4-dihidropiridina.

En la Tabla 10 se reporta el valor de la constante de disociacion (Kg), para cada
uno de los analogos que presentaron esta interaccion. Esta constante de disociacion se
puede relacionar con el inverso de su valor logaritmico log (1/Kq) y a su vez, puede ser
relacionado con el valor de log (1/1Cso) experimental; con la intencion de encontrar una
relacién que nos permita interpretar el comportamiento de afinidad de los analogos de
DHPs calculados contra el sitio de union afin de los dominios (111)S6 y (IV)S6. En la

Tabla 10 se observa que las moleculas 1, 2, 6, 10, 13 y 33 fueron las que presentaron un
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mayor valor de log (1/kq) y estas a su vez, son las que presentan experimentalmente un

alto poder hipotensor.1°8

Tabla 10. Distancias de enlace entre las interacciones de los andlogos de DHPs y los
aminoacidos de los dominios (llI-1V) S6. Energias de unién (E.U.), constante de disociacion
calculada (Kq), el inverso de la constante de disociacién (log (1/kd) y valor de inhibicién

experimental (log (1/1Cso)

NUmero G Interaccion Distancia (kcIZi/lerwol) }K/(I]I log(1/ks)  log (1/1Cs0)
1 H N1-H---O-C-lle1156 2.17 -5.85 5.16E-05 4.29 7.68
2 2"-NO2 ON-O---H-C-Phel454 1.80 -6.01 3.90E-05 4.41 8.29
3 2’-CN N1-H---O-C-lle1156 211 -5.54 8.65E-05 4.06 7.80
5 2’-Cl N1-H---O-C-1le1156 2.10 -5.58 8.06E-05 4.09 8.66
6 2 -Br N1-H---O-C-lle1156 2.07 -5.63 7.43E-05 4.13 8.12
8 2-OMe N1-H---O-C-lle1156 2.12 -5.4 1.10E-04 3.96 7.24
9 2-OEt N1-H---O-C-lle1156 2.09 -5.38 1.13E-04 3.95 6.96
10 2-CH=CHz N1-H---O-C-lle1156 2.12 -5.77 5.85E-05 4.23 8.35
12 2’-CF? N1-H---O-C-lle1156 2.08 -5.17 1.62E-04 3.79 8.82
13 3"-Br N1-H---O-C-lle1156 2.13 -6.5 1.71E-05 4.77 8.89
21 3-OH C-0-:-H-C-Phel1454 1.85 -5.49 9.38E-05 4.03 6.00
26 4’-NO2 N1-H---O-C-1le1156 221 -5.5 9.27E-05 4.03 5.50
31 2°-F, 6°-Cl N1-H---O-C-1le1156 1.98 -5.57 8.20E-05 4.09 8.12
32 2°,6"-Clz N1-H---O-C-lle1156 1.99 -5.44 1.02E-04 3.99 8.72
33 2,3"-Clz N1-H---O-C-lle1156 212 -5.86 5.06E-05 4.30 7.72
36 2’-Cl,5-NO2  ON-O---H-O-Phel1454 1.89 -5.22 1.49E-04 3.83 7.52
37 2’-OH,5'NO2 ON-O---H-C-Phel454 1.88 -5.19 1.57E-04 3.80 7.00
40 Fs N1-H---O-C-1le1156 2.17 -5.65 7.21E-05 4.14 8.36

Los datos de la energia de union encontrada para la interaccion N1-H---O-C—lle—
1156 fue de —6.5 kcal/mol (molécula 16) y el valor de la constante de disociacion fue Kq=

4.77, siendo el resultado mas alto calculado para este tipo de interaccién, Lo anterior
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concuerda con los datos experimentales ya que esta molécula 16 fue la que reportd el

mayor valor de respuesta bioldgica (log ICso= 8.89), ver Tabla 7.

El resultado del logaritmo inverso de la constante de disociacion (log (1/Kq)), se
graficd en una relacion directa con los valores de log (1/1Cso), ver Figura 29, para
encontrar una relacion de tipo tedrico vs experimental, que permita describir el
comportamiento de acoplamiento entre las DHPs y los dominios del canal de calcio. Los
resultados encontrados presentan una ligera tendencia cualitativa de los valores obtenidos

de log (1/Kq) con referencia a su valor de actividad bioldgica experimental log (1/1Cso).

Teodrico & Experimental

log(1/ki)
‘ (-]
°

S
¢

y =0.0877x + 3.4235
R?=0.1215

5 6 7 8 9
log(1/1C,,)

Figura 29. Gréfico de los valores calculados tedricos de log (1/Kq) vs su valor de
actividad biologica experimental log (1/1Csop).
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3.5. Conclusiones.

El Docking molecular mostrd6 que los analogos de 1,4-dihidropiridinas
presentaron afinidad hacia el aminoacido de fenilalanina-1454 del fragmento 1VS6 de
la subunidad a1 del canal de calcio tipo-L, exhibiendo interacciones electrostaticas por

puente de hidrdgeno entre los &tomos de ligante-O---H-N-Phe-1454.

Los acoplamientos moleculares revelaron que las DHPs muestran una segunda
interaccion, la cual tienden a unirse preferentemente con el aminodcido de isoleucina—
1156 del fragmento (111)S6 de la subunidad a1 del canal de calcio tipo-L generado por
homologia, encontrando interacciones electrostaticas por puente de hidrégeno entre los
atomos de ligante-H---O-C-lle-1156, siendo éste, el posible sitio de unién para estos

analogos de 1,4-dihidropiridina.

El resultado del logaritmo inverso de la constante de disociacion (log (1/Kq)),
permite hacer una relacion directa contra el valor experimental, para entender el
comportamiento del Docking. Considerando que todas las interacciones fueron trabajadas
con una estructura de macromolécula en un estado rigido y un ligante flexible. La
influencia de proporcionar flexibilidad a los aminoacidos de los fragmentos de la
subunidad a1 del canal de calcio tipo-L podrian generar interacciones de largo alcance

que, en una estructura rigida, no es posible observar.
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Apéndice A
Metodologia

1. Procedimiento computacional de los antibioticos Rho Ay Rho B.

Se realizé un andlisis conformacional de los antibidticos Rhodoestreptomicina
(Rho A y Rho B) utilizando el método de mecéanica molecular de campos de fuerza
(MMFF) para localizar la estructura de minima energia, una vez localizados los
conférmeros de minima energia se procedié a realizar una primera optimizacion, con el

método semiempirico PM3 utilizando el programa Spartan"08.7°

Posteriormente, con los resultados obtenidos con el método semiempirico, se
efectud una optimizacion total de las moléculas Rhodoestreptomicina A y B en su forma
neutra y protonada, usando el programa Gaussian 09".1"* Se investigd la interaccion con
los iones Ca?*, aplicando la Teoria Funcionales de la Densidad, con la funcion de base 6-
311G**172 para todos los &tomos y el funcional hibrido de intercambio y correlacion
B3LYP.1*1"5 Este método proporciona una blsqueda adecuada de parametros
estructurales y electronicos para los compuestos con Ca(ll).1"® Se efectu6 un analisis
vibracional para todos los sistemas, encontrandose que las geometrias optimizadas
corresponden a un minimo en la superficie de energia potencial, ya que todas las

frecuencias del sistema fueron positivas.

Todas las moléculas fueron calculadas tanto en fase gas como en un medio acuoso

(con una constante dieléctrica & = 78.39), por medio del método continuo PCM.1"" Para

73



UAEH, Jardinez Vera Aldo Christiaan, 2016 Apéndice A Metodologia

las energias de unién (E.U.) entre cada estructura de Rhodoestreptomicina y Ca®" se

hicieron correcciones de energia de punto cero (ZPE).

2. Procedimiento de acoplamiento molecular computacional

(Docking) de los antibiéticos Rho Ay Rho B.

En la busqueda de los acoplamiento moleculares se utiliz6 el programa Autodock
Tools 1.5.2,1® el cual utiliza el Algoritmo Genético Lamarckiano para buscar las
interacciones Rho-ligante, Los ligantes considerados en el estudio fueron los iones
hexahidratados generados y optimizados mediante la Teoria de los Funcionales de la
Densidad con la funcion de base 6-311G**172 para todos los atomos y el funcional hibrido
de intercambio y correlacion B3LYP,1317 utilizando el programa Gaussian 0917 Se
realizé un andlisis vibracional de las estructuras, encontrandose que las geometrias
optimizadas corresponden a un minimo en la superficie de energia potencial, ya que todas
las frecuencias del sistema fueron positivas. Los antibidticos Rho A y Rho B se tomaron
como la molécula receptora y se modelaron como una estructura rigida frente a los iones
de Ca®" hexahidratados. Los parametros del Docking utilizados en la generacion de los
archivos tanto de los ligandos y las moléculas receptoras fueron los valores por defecto

que utiliza el programa Autodock Tools 1.5.2.178

Para lo anterior se base en construir una malla (30x30x30) para realizar el
Docking, que contiene las moléculas de Rho A o0 Rho B con un espaciamiento de 0.375
A. Se aplico el algoritmo genético, implementado en Autodock Tools, para buscar las
interacciones entre el antibiotico y el ion de calcio. Todas las simulaciones se realizaron
con una poblacion inicial de 100 individuos colocados al azar y un maximo de 1 x 107
evaluaciones de energia. Se eligié la conformacion con la energia libre de unién mas

negativa.
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La visualizacion y revision del complejo receptor-ligando se realizo a través del
programa de interfaz grafico que utiliza Autodock Tools 1.5.2'78 y Visual Molecular

Dynamics (VMD) 1.8.6.20717°

3. Metodologia QSAR.

Se seleccionaron aleatoriamente treinta y cinco moléculas de un conjunto de
cuarenta analogos de 1,4-dihidropiridinas (DHPs) cuya actividad bioldgica esta
reportada,’®® las cinco restantes fueron utilizadas para la validacion del método
matematico. A continuacion se generd la busqueda conformacional de las cuarenta
moléculas con mecanica molecular de campos de fuerza (MMFF) a través del programa
Spartan "08.17° Este método se apoya en la mecénica clésica y es de gran utilidad para
verificar los conformeros correspondientes de una molécula, ya que no considera a los
electrones del sistema. Este método es eficiente computacionalmente y pueden ser
utilizados para hacer célculos rapidos en moléculas muy grandes. Asi mismo se
efectuaron célculos de primera optimizacion con el método semiempirico PM3, el cual
incluye nuevas reparametrizaciones; una vez obtenidos los conférmeros se procedié a
realizar la optimizacion total de las moléculas analogas de Nifedipina, aplicando DFT,
con el funcional de intercambio y correlacion PBE*! con la base orbital DGDZ VP y
la base auxiliar Gen-A2 para todos los atomos utilizando el programa deMon2k.' Se
realizd el calculo de la segunda derivada corroborando que todas las estructuras
corresponden a un minimo en la superficie de energia potencial, ya que todas las

frecuencias del sistema fueron positivas (NIMAG = 0).

Los descriptores cuanticos calculados fueron las cargas atomicas de Hirshfeld (q),
la energia del orbital molecular mas alto ocupado (Enomo), la energia del orbital

molecular mas bajo desocupado (Eiumo), el momento dipolar (uP), el potencial de
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ionizacion (1), la afinidad electronica (A), la dureza (n), la blandura (S),'8+1% el potencial
quimico (p)*** la electrofilicidad ()% y el volumen de isosuperficie (V). Algunos otros
descriptores constitucionales, geométricos y topologicos fueron obtenidos con el
programa Dragon06,'*® entre ellos el coeficiente de particion de Ghose-Gripen-
Viswanadhan (log de P),'°"1% |a refractividad molar Ghose-Crippen (RM),?% el factor

Hidrofilico (Hy)?* y la esfericidad (SPH).%%

Para identificar las interacciones no covalentes (INC) entre el atomo de hidrégeno
C(4)-H vy los grupos sustituyentes G en el atomo C(2") del grupo fenilo [INC(H4-G)],
fueron examinados los gréficos de gradiente de densidad reducida (s) en funcion de la
densidad electronica [p] graficada a 0.30 a.u., en la cual se gener6 una caja (Grid) a lo
largo de la linea que une el &tomo de (H4) con el &tomo aceptor en la posicion C2”, cuyas

dimensiones son 1.5 x 1.0 x 1.0 A% con un millén de puntos mapeados en la caja.?®

Por otra parte, se buscaron las relaciones consistentes entre los descriptores
quimicos cuanticos-moleculares y la actividad bioldgica experimental respectiva de los
compuestos analogos, mediante el uso de una regresion lineal maltiple,2** de acuerdo a la

ecuacion general:
Actividad Bioldgica = aix1+ axXz+ asxa+...+amxn + b

Donde % de Actividad es la variable dependiente y los parametros Xi a Xn son los
descriptores quimicos cuanticos-moleculares para cada molécula y los a1 a am son los
coeficientes lineales obtenidos por las variaciones en los parametros de ajuste de la
actividad bioldgica, y b es una constante de regresién. EI modelo matematico para
predecir la actividad biolégica de nuevas moléculas se obtuvo a través de técnicas
estadisticas que utilizan algoritmos genéticos, utilizando el software Mobydigs.?® La

actividad bioldgica que se ocup0 en esta etapa esta dada por valores de log 1/ICsp.
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4. Metodologia de la obtencién del canal de Ca?*.

Para la obtencion de un modelo confiable, se gener6 un canal de calcio(ll), para
acoplar los farmacos de anédlogos de DHPs, para lo cual se desarrollaron dinamicas
moleculares con el software NAMD y como canal base se ocupd el de POTASSIUM
CHANNEL (KCSA) FROM STREPTOMYCES LIVIDANS (1BL8),2% (4 cadenas, 119
aminoacidos), que fue obtenida del Protein Data Bank (PDB). Se realiz6 un pre-
tratamiento utilizado el programa de presentacion grafica molecular VMD para
configurar la simulacion, se eliminaron las moléculas de agua y ligantes ajenos al canal.
Una vez eliminadas las moléculas sobrantes, se adicionaron atomos de hidrdgeno
(polares), cargas parciales y pardmetros de solvatacién del canal, realizadas las

modificaciones, se guardd un archivo en formato PNG.

Para la generacion del canal de calcio(ll), se crearon mutaciones correspondientes
de los aminoéacidos sobre el canal de potasio a traves de un realineamiento estructural con
la secuencia de aminoacidos del canal de calcio (Cavl.2) siguiendo la metodologia
propuesta por Tikhonov et, al*®®. Posterior a esto y para configurar la simulacion se utilizo
el programa de presentacion grafica molecular VMD,?* para la corrida de las dindmicas

moleculares se ocupd el programa NAMD?%

Se realizé una minimizacion de 3,000 pasos sobre la estructura del canal para la
eliminacién de atomos traslapados producto de las mutaciones realizadas. Después se
efectud una equilibracion especificando que atomos deben de estar fijos, esto es con la
estructura principal inmévil. La equilibracién se llevo a cabo en dos pasos, el primer paso
se solvatd en una caja, la estructura del canal con moleculas de agua. El segundo paso se
procedio con un calentamiento de 1 grado cada 25 pasos, (donde cada paso equivale a 2

fs) con una temperatura inicial de 10.15 K y una final de 310.15 K, obteniendo asi un
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total de 15,000 pasos. Consecutivamente se realizd una segunda minimizacion de 3000
pasos debido a los posibles traslapes que se pudieron generar por producto de las

modificaciones en la estructura por la equilibracion.

Finalmente se desarroll6 una dinamica molecular con valores de temperatura y
presion constante, y solo el volumen fluctta a lo largo de la dinamica, este procedimiento
se plasmo por que se aprecia esferas de vacio debido a que las moleculas de agua llegan

a espaciarse, modificando la densidad del sistema.

Para la dinamica molecular se ocuparon los parametros de CHARMM los cuales
contienen la informacidn estructural y electronica de todos los atomos. Las estructuras

generadas se guardaron en archivos de tipo PSFG y PDB.

Posteriormente, una vez obtenido el canal por homologia se analizé y preparé para
obtener y separar los dominios (111)S6 y (1V)S6, la seleccién del nimero de aminoacidos
se sigui6 la metodologia propuesta por Lipkind y Fozzard 20012%° y empleada por Grefory
M et, al..?!° Donde los extremos de las cadenas se amidaron o acetilaron, segin el caso y
se realizd una minimizacion corta de 1000 pasos, para eliminar los nuevos traslapes
generados, la cual se guardé como un archivo PDB para posteriormente ocuparlo en el

Docking.

5. Metodologia Docking.

En la busqueda de los acoplamientos moleculares (Docking) se utilizo6 el programa
Autodock Tools 1.5.2,1"® que utiliza el Algoritmo Genético Lamarckiano implementado

en Autodock y se aplicé para buscar las interacciones entre ligante y receptor.

En este estudio se ocuparon las cuarenta moléculas analogas de 1,4-

dihidropiridina, de las cuales fueron definidos los a&tomos de hidrogeno polares, se
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adicionaron las cargas parciales a los atomos, se especificaron los atomos de carbono
aromaticos, se declararon las porciones rigidas de las moléculas y se sefialaron los enlaces
que presentan libre rotacion (mayor grado de libertad), esta informacion se escribio en un

archivo PDBQT para cada uno de los ligantes.

Para la preparacion de la macromolécula receptora se ocup6 el canal de calcio(ll)
previamente optimizado, se adicionaron los 4&tomos de hidrégeno, cargas parciales de
Kollman y parametros de solvatacion, utilizando AutoDockTools. La estructura obtenida
del canal de calcio en formato PDB no incluye 4&tomos de hidrdgeno en la estructura, por
lo cual éstos se adicionan y se determinan los atomos de hidrégeno polares, es decir
aquéllos unidos a 4tomos electronegativos que pueden participar en interacciones por
puente de hidrégeno. Los atomos no polares se eliminaron de la estructura, pero se
contemplan de manera implicita y su efecto fue sumado a los atomos a los que estaba
unidos; la macromolécula es considerada como una estructura rigida frente a los ligantes
analogos de DHPs. Para los parametros del Docking utilizados en la generacion de los
archivos tanto de los ligantes y las moléculas receptoras se utilizaron los valores que por
defecto utiliza el programa Autodock Tools 1.5.2.17® Estas modificaciones se escribieron

en un archivo PDBQT que almaceno la informacién de la estructura.

El calculo de los mapas de afinidad atomica fue generado para la macromolécula
en un archivo PDBQT utilizando el programa AutoGrid, generando un mapa de afinidad
electronica por cada tipo de atomo que contiene la estructura del ligante y del receptor
[A, C, HD. N, NA, OA, SA, Br, Cl, I, F], se especifico el volumen, el cual fue dividido
en secciones 0 puntos, construyendo una caja con un mallado de 126 x 126 x 126, que
contiene al canal de calcio(ll) con un espaciamiento de 0.375 A, y se almacené la
informacién en un archivo GPF utilizado por AutoGrid para generar los mapas. Estos
mapas son utilizados por AutoDock aplicando el algoritmo genético, implementado en
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Autodock Tools, para buscar las interacciones entre analogo-canal Ca*. Los parametros
establecidos fueron de: 250,000 como maximo numero de evaluaciones de energia;
27,000 como maximo ndmero de generacion con mutaciones de 0.2 y entrecruzamiento
de 0.8. Todas las simulaciones se realizaron a 100 corridas para cada estudio, con una
poblacién inicial de 100 individuos colocados al azar. Se eligié la conformacion mas baja

en energia libre de union.

AutoDock genera un archivo de salida DLG, el cual almacena las conformaciones y
energias libres de unién para cada una de las corridas elaboradas. La visualizacién y
revision del complejo receptor-ligando se realizo a través del programa de interfaz grafico
que utiliza Autodock Tools 1.5.218 y Visual Molecular Dynamics (VMD) 1.8.6. Las

constantes de disociacion fueron calculadas a partir de la AG de union proporcionado por

el programa usando la relacion: K, = e~(AG/RT)
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