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1 INTRODUCCION

La familia Citocromos P450 (CYP) es la principal responsable de la primera fase del
metabolismo de los compuestos externos de un organismo (xenobidtico), como las toxinas
y los farmacos [1]. Por este motivo, el estudio de la actividad de estas enzimas se ha
convertido en uno de los principales intereses de la industria farmacéutica. Los citocromos
P450 (CYP450, por sus siglas en inglés) comprenden a una amplia familia, son enzimas
generalmente monooxigenasas microsémicas del higado con un grupo protésico hemo que
catalizan diversos tipos de reacciones de biotransformacién hepatica [1, 2, 3]. Como en el
caso de otros grupos protésicos, el hemo esta unido no covalentemente a su apoproteina.
A veces se les conoce como isoenzimas, una terminologia bastante inapropiada porgque no
siempre comparten la misma reaccién catalitica, mecanismos ni sustratos. Sin embargo, el
nombre P450 de estas proteinas se atribuyé adecuadamente aludiendo al pico méximo de
absorcion espectral visible de 450 nm observada después de la reducciéon quimica y la
exposicién al gas de mondxido de carbono para la caracterizacidon analitica [4]. Las
reacciones de biotransformacién incluyen reacciones de oxidacidon aromatica y alifatica,
desalquilacion N y O, oxidacién S y N, formacién de sulféxido/sulfonas, desaminacion
oxidativa, desulfuracion y deshalogenacion [5, 6]. Normalmente utilizan NADH o NADPH
como donador de electrones para llevar a cabo su actividad [7].

La gran mayoria de los sustratos de los CYPs son sustancias hidrofdbicas dificiles de eliminar
directamente a través de la orina; y por consiguiente, tienden a acumularse causando
intoxicacion [8, 9]. La naturaleza hidrofdbica de los sustratos de los CYPs provoca que estos
se queden inmersos en la membrana del Reticulo Endopldsmico (ER). Después, el sustrato
debe ingresar al sitio activo de los CYPs, el cual se encuentra en el ectodominio de la
proteina. Esto suscita un paso critico en la actividad de estas enzimas [1]. Una vez en el sitio
activo, una serie de pasos de 6xido reduccidén provocan la hidroxilacidon del sustrato
haciéndolo un poco mas soluble en agua y expulsandolo definitivamente de la membrana
[1, 4]. La adicién de este grupo funcional sirve ademas de anclaje para la siguiente fase de
metabolizacién. El oxigeno sirve como aceptor para generar un enlace éter con radicales
altamente hidréfilos y con pesos moleculares mas grandes como glutation, acido
glucurdnico, sulfato, o un grupo acetilo; lo cual facilita la eliminacién del xenobidtico del
organismo [1].

La monohidroxilacion es un posible mecanismo de biotransformacién en grupos
aromaticos o incluso alifaticos con un enlace carbono-hidrégeno inerte. El mecanismo a
través de un epdxido intermedio también ha sido descrito en la literatura especializada [10,
11, 12]. El hierro (Fe Ill) es el centro metdlico de su sistema de anillo de porfirina que
funciona como un cofactor para la catalisis [13, 14]. Las estructuras cristalograficas de la



enzima muestran que el ion metdlico central (Fe Ill) se encuentra en geometria de
coordinacidon octaédrica. Los cuatro atomos situados en posicion ecuatorial son los
nitrogenos de los cuatro grupos pirrol en el sistema de porfirina ciclica formando angulos
de 90° entre si. Un grupo tiolato aniénico de una cisteina del CYP constituye el quinto sitio
de coordinaciéon para formar una geometria piramidal cuadrada. El sexto dtomo de
coordinacion axial restante puede ser un oxigeno (el cual puede pertenecer a oxigeno
molecular, didxido de carbono o incluso agua) que a su vez se encuentra cerca del sitio de
metabolismo del sustrato (SoM) para la hidroxilacién o la epoxidacion del sustrato. El
complejo sustrato-enzima resultante se acopla con un proceso de transferencia de oxigeno
donde el Fe lll del hemo es esencialmente electrofilico [15].

Para el mecanismo de hidroxilacion del sustrato se necesita que el Fe Ill catidnico se reduce
a Fe ll antes de su recepcién de oxigeno molecular (02), (pasos 1, 2 y 3 Figura Mechanismo)
[16]. Se asume que el O; se convierte en una especie de bioxigeno radical. Durante el
intercambio de electrones con Oy, el hierro recupera su estado de oxidacion inicial como Fe
Ill (pasos 4 y 5 en Figura Mechanismo). La oxigenacién del sustrato, principalmente por
epoxidacion e hidroxilacion, no tiene lugar hasta que una especie activada de monooxigeno
(u oxo) se coordina con Fe IV formando un grupo hemo radical catiénico (paso 5 en Figura
Mechanismo). El complejo altamente inestable reacciona rdpidamente con atomos de
carbono inertes de las cadenas alquilicas o anillos arilo de los sustratos. El complejo libera
mayores cantidades de energia potencial, proporcionando la energia de activacién de
Arrhenius para alcanzar un estado de transicion en una ruta de coordinacidon
hiperdimensional definida (tunelizando). Aunque el mecanismo exacto todavia esta bajo un
debate sustancial, es seguro decir que dobles enlaces en alquenos o anillos aromaticos
pueden sufrir facilmente reacciones de transferencia de oxigeno (oxigenacién). La
hidroxilacion aromatica se explica mejor por una via radical. Korzekwa, Swinney y Trager
demostraron en estudios metabdlicos de isétopos que la epoxidacion directa de un anillo
de arilo es muy poco probable [17]. En cambio, se puede suponer que un intermedio
tetraédrico temprano (paso 6 en Figura Mechanismo) conduce rapidamente a un epéxido
de arilo inestable (paso 7a en Figura Mechanismo) o areno (paso 7b en Figura
Mechanismo). Como paso final, ambos convergen en un mismo producto, un metabolito
monohidroxilado (paso 8 en Figura Mechanismo) [4].

Durante la etapa de reaccion central de la hidroxilacion del CYP, el oxigeno electréfilo
interactla con una porcion de hidrocarburo del sustrato para formar un enlace carbono-
oxigeno. La formacién de enlaces es seguida rdpidamente por una etapa transitoria para
permitir que el oxigeno conecte el atomo de carbono adyacente. Estudios con deuterio en
el Instituto Nacional de Salud, EE. UU., demostraron que el hidrégeno, marcado con
deuterio, se desplaza a la posicién "orto" adyacente del anillo. El "grupo saliente" en el



reordenamiento (NIH shift) es el &tomo de hidrégeno original en la posicién "orto" en
condiciones de reaccidn basicas, o el hidrégeno marcado con deuterio en un medio acido.
Es de destacar que el llamado NIH shift también funciona bien con pequeiios sustituyentes
organicos distintos del hidrégeno (como el deuterio) [18]. EI NIH shift es asistido por el
atomo de hidrégeno adyacente en presencia de un solo par de electrones del &tomo de
oxigeno, que termina con la insercién del grupo hidroxilo en el atomo de carbono del SoM
(Figura Mechanismo).

NADPH >_< NADP* Figura Mechanismo. Recuperado de
) ) ) s Figura 2 en [16]. Visidn establecida sobre
1 FlavinOx FlavinH™ Flavine B 2 . L
\/ el mecanismo bioquimico de Ia
s hidroxilacién aromatica mediante el
citocromo P450 oxigenasas que
NADPH NADP* L contienen hemo, representado por su
[0-O]- 3 sistema de anillo de protoporfirina. La
FlavinOx +H FlavinH™ Flavine < e T etapa 7 se ramifica pasando a través de
4 0-0 ‘\_/ S N::"E/:N < un intermedio de expodxido ,(7.3) o de
- = = cetona (7b) del sustrato aromatico (S). El
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de los NIH (flechas ciclicas en los pasos 7a

ls=
D/ - -H,0 : N:-_N;:N_/ 0 6 que conducen a 7b) se marcé como
\//\—\T'S 2N NS "D" (experimentos con isétopos de
+

6 o deuterio [76]). La oxigenacidén aromdtica
SN '\N"\ H AN 5 requiere la asistencia de coenzimas de
4 N:ZIII::N 2> = l /_S flavina y cofactores NADPH. Su cation

,—'—_| :/\f central de hierro esta marcado por sus
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0/ 7b fenprocoumon o warfarina hidroxilados

* entre otros farmacos con una

subestructura de arilo comun (5).
———FS

El NADPH* es indispensable para la transferencia de electrones, y por tanto, para llevarse a
cabo la hidroxilacién del sustrato. Sin embargo, no existe una clara evidencia que demuestre
la interaccidn directa de los CYPs con NADPH o NADH. Los electrones fluyen de dichas
moléculas a través del acoplamiento con una enzima llamada NADPH-P450 oxidoreductasa
(CYPOR) o por la enzima citocromo Bs [19, 20]. La interaccién entre estas enzimas es
facilitada por la membrana del reticulo endopldsmico, a la cual estan ancladas. Esto
demuestra la importancia de las interacciones proteina-proteina en la actividad de las CYPs.
Tanto la membrana como las enzimas acopladas son vitales para que un CYP lleve a cabo su
funcién. Debido a que la funcién de una enzima estd relacionada directamente con su



estructura; las interacciones moleculares presentes en la actividad de un CYP pueden
cambiar su estructura altamente flexible mejorando su actividad.

La estructura de las enzimas CYPs ya ha sido ampliamente caracterizada [21]. Estan
formadas por 400 a 500 aminoacidos aproximadamente. La mayoria de CYPs presenta un
ectodominio globular anclada a la membrana del reticulo endopldsmico de los hepatocitos
por un a-hélice transmebranal (TM-helix) [22, 23]. La mayoria presenta 13 a-hélices
nombradas de la “A” a la “L” segun su orden de aparicién del extremo amino al carboxilo.
En algunas ocasiones, los CYPs presentan a-hélices intermedias; como es el caso de CYP2C9,
gue presenta a-hélices entre la hélice Ky L, a estas hélices se les denomina hélice-K” y hélice-
K" [24]. Ademas, presentan 4 hojas-f nombradas de 1 al 4, siguiendo el mismo criterio que
las hélices. La hélice-l es la hélice mas larga y mayormente conservada en la superfamilia
CYP. Atraviesa de extremo a extremo el dominio globular y forma parte del sitio activo.
Durante la actividad enzimdtica, la hélice-l entra en interaccion directa con el sustrato y el
grupo hemo [21]. El sitio activo esta “enterrado” en el ectodominio de la proteina y tiene
formas, quimica y volimenes especificos de cada tipo de CYP [25] (Figura StrCYP).



ENTRADA

Figura StrCYP. CYP2C9 con la identidad de sus alfa-hélices marcadas. Basado en el trabajo cristalogrdfico
con cddigo PDB 1R90. Las hélices estdn esquematizadas de color rojo, las hojas beta de color azul, los
giros verdes y las asas blanco. Al fondo se aprecia al grupo hemo (gris) que puede ser usado como
referencia del sitio catalitico de la enzima. CYP2C9 tiene la estructura general de los CYP450 con 12 alfa-
hélices fdacilmente definidas y sub-alfa-hélices intermedias de las principales. Se sefiala con una flecha el
sitio de entrada del sustrato a través del asa B-C.

En la actualidad, se conocen diversos estudios que confirman que las propiedades de la
membrana modifican el mecanismo de uniéon CYP-sustrato [22, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32].
Uno de los primeros estudio realizados en 2010 mediante métodos in-silico, encontrd dos
orientaciones predominantes del complejo CYP2C9-membrana; ambas consistentes con
experimentos [22]. En dicho trabajo, junto con Denisov en 2012, mostraron que el asa F-G,
asa B-C y el dominio B cercano al extremo amino sufren modificaciones estructurales al
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interactuar con la membrana y participan en la unién y entrada del sustrato al sitio activo
de los CYPs [26]. Adema3s, ellos encontraron diversos tluneles en los cuales el sustrato podria
ingresar al sitio activo de CYP2C9 y se comprobd la accién estabilizadora de la membrana
en la apertura de estos tuneles. Sin embargo, el promedio de apertura de tuneles mas
grandes es de 2.4 A aproximadamente. Desde ese trabajo en 2010, no se ha encontrado un
modelo similar que simule el ingreso de algun sustrato a la cavidad de CYP2C9 desde la
membrana. Es de destacar que en ese mismo trabajo no se simuld el ingreso del sustrato a
la cavidad, ni el modelo proteina-membrana-sustrato; en cambio, se simulo el modelo
proteina-membrana-producto (sustrato hidroxilado).

1.1 ACTIVIDAD, SELECTIVIDAD Y SITIOS DE METABOLISMO

Dada la naturaleza quiral de los aminoacidos (isdmeros L para plantas y animales
superiores) no es sorprendente que la hidroxilacion de sustratos quirales (R- o S-) por
enzimas CYPs resulte en estereoselectividad (preferencias de una sobre otra), o incluso por
estereoespecificidad (actividad sobre solo uno de los dos). En términos mas generales, los
farmacos racémicos, como warfarina y fenprocumén, se metabolizan de forma
estereoselectiva; es decir, los isomeros de farmacos R- o S- interactuan con las enzimas CYP
con diferentes afinidades, modos de unién o velocidades de reaccién. Lo cual, conduce a
distintas rutas metabdlicas para producir diversos metabolitos en diferentes cantidades. La
regioselectividad surge aqui como consecuencia de los multiples modos de unidn, que dan
como resultado un patrén estructural de distintos SoMs de un mismo farmaco [1, 33].

Actualmente, el 90% de los farmacos de uso comun se metabolizan por diferentes enzimas
de tipo CYPs: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4. De los cuales,
aproximadamente el 75% de farmacos se metaboliza solo entre las enzimas CYP3A4 y
CYP2C9 [34, 13]. Estas dos enzimas metabolizan un grupo notablemente diverso de
sustratos enddgenos, asi como xenobidticos (exdgenos), nutrientes, ingredientes de
plantas, toxinas microbianas o drogas sintéticas. La capacidad de metabolizar a una gran
cantidad de sustratos diferentes en diferentes SoMs es gracias al fendmeno de ajuste
inducido. Aqui restringimos la busqueda bibliografica en casos relacionados con la
biotransformacion de farmacos mediante la hidroxilacion de solo algunos sustratos
especificos de interés; como lo son: warfarina (WFN), fenprocumén (PPC), flurbiprofeno
(FLP) y ritonavir (RIT). La enzima hepatica miembro de la familia de citocromos P450 CYP2C9
es la mayor responsable del metabolismo de PPC seguida por la enzima CYP3A4 [35, 33].
Warfarina es el farmaco estructural y farmacoldgicamente mas relacionado con PPC.
Flurbiprofeno y ritonavir son sustratos naturales con los que fueron cristalizadas las enzimas
CYP2C9 y CYP3A4 (codigos PDB: 1R90 y 3NXU respectivamente) [24, 36].



1.2 IMPORTANCIA FARMACOLOGICA Y METABOLISMO DE LOS LIGANDOS EN
ESTE ESTUDIO

Fenprocumon (PPC) es uno de los anticoagulantes orales derivados de la 4-hidroxicumarina
mas utilizados a nivel mundial [37]. Los receptores de anticoagulantes orales muestran una
gran variabilidad en los riesgos de sangrado. La hemorragia es un efecto secundario de los
pacientes hospitalizados en tratamiento anticoagulante que se produce con una frecuencia
de entre el 15 y el 20 por ciento [38]. La biotransformacién dafiada y la eliminacion de
pacientes fragiles pueden contribuir al riesgo variable de sangrado conocido como riesgo
hemorragico por los anticoagulantes cumarinicos. Actua inhibiendo la actividad de la
enzima epoéxido reductasa de vitamina K (VKOR). La reduccion de vitamina K oxidada es
esencial para la sintesis de los factores de coagulacidn Il, VII, IX y X [39, 40]. Estos factores
de coagulacién necesitan de la carboxilacion de glutamato mediada por vitamina K. La
modificacion postraduccional inusual de este aminodcido es necesario para la actividad de
estos factores de coagulaciéon. Una vez llevada a cabo la carboxilacion de glutamato, la
vitamina K es oxidada y debe ser reducida a su forma original para participar nuevamente
en la sintesis de los factores de coagulacién [41, 42]. Debido a que no tienen ningun efecto
en los factores de coagulacién carboxilados ya en circulacion, los anticoagulantes
cumarinicos no producen un efecto anticoagulante inmediato; y por lo tanto, el efecto
anticoagulante estd relacionado directamente con su vida media [37].

PPC es usado de forma eficiente para la profilaxis y tratamiento de los trastornos debidos a
trombosis [43]. Sin embargo, la exposicidon prolongada a este fdrmaco puede provocar
trastornos hemorrdgicos [44]. El estudio de la eliminacién de PPC después de haber llevado
a cabo su actividad pero antes de que pueda llegar a causar algun dafio es de especial
interés en el area médica. La enzima hepatica miembro de la familia de citocromos P450
CYP2C9 es la mayor responsable del metabolismo de PPC [35, 33].

Warfarina (WFN) esta relacionado estructural y farmacolégicamente con Fenprocumodn
(PPC). Ambos pertenecen a la clase de 4-hidroxicumarina de los medicamentos
anticoagulantes orales. Mecanicamente, el fenprocumén y la warfarina inhiben Ia
carboxilacion del glutamato, dependiente de la vitamina K, para formar un inusual derivado
de aminodacido postraduccional que se necesita en muchos factores de la indumentaria de
la sangre para modular la unién del calcio [39, 40].

WEFN y PPC son compuestos sintéticos quirales con un solo dtomo de carbono asimétrico.
Ambos farmacos se utilizan comercialmente como racematos, aunque se sabe que
clinicamente la forma S- siempre actia mas fuerte que el isémero R- correspondiente
cuando se analiza como agentes anticoagulantes [35, 45, 39]. En teoria, ya sea por razones



farmacodinamicas (mejor afinidad con la proteina dirigida al mecanismo de coagulacion),
farmacocinéticas (mejor biodisponibilidad y distribucién o menor tasa de metabolismo y
eliminacidn) o ambas, podrian causar una actividad mas fuerte para los respectivos formas
S-. Las formas de dosificacién comercial administran farmacos racémicos, aunque la
investigacion académica ha aclarado que los enantidmeros R- mostraron invariablemente
mayores tasas de biotransformacion hepatica con respecto a sus isémeros S-. A pesar de su
similitud quimica, el metabolismo de PPC y WFN diverge [45, 46].

La Unica diferencia estructural entre PPC y WFN es la decoracion de la cadena lateral del
cuerpo 4-hidroxicumarinico. WFN posee una cadena lateral de acetonilo unida al &tomo de
carbono quiral, mientras que PPC muestra una cadena lateral de etilo mas corta. Existen
tres principios fundamentales con respecto al reconocimiento del sustrato: (1) Los cambios
en el comportamiento tautomeérico reflejan las diferencias metabdlicas basadas en CYP2C9
entre PPCy WFN (consulte la Figura 2 y la Figura 3 en [45], asi como la Figura 1 en [47]) [48].
(2) Los cambios en la cadena lateral de PPC en comparacion con WFN explican el destino
metabdlico divergente entre PPCy WFN. Debido a la cadena lateral mas grande y ramificada
unida al carbono quiral, WFN no puede acceder a la hendidura estrecha en el lado distal del
grupo hemo (consulte la Figura 1 en [49]). Se realizaron estudios de dinamica molecular
para demostrar en términos tedricos la existencia de un mecanismo de ajuste inducido, es
decir, reordenamientos de la cadena principal y lateral de un CYP ligando en comparacién
con su forma no ligada (apo-forma) [49]. (3) Se encontraron farmacos con diferente tamano
y forma y, sin embargo, se unieron al sitio activo del mismo CYP (por ejemplo, CYP2C5,
codigos PDB: 1NR6 [50], IN6B [50], 1DT6 [51]).

Es de destacar que WFN posee mas estados tautoméricos que PPC. Los diferentes
comportamientos electrénicos impactan en el reconocimiento del sustrato de una manera
en que los tautdmeros (largos y fuertes) se unen o interactuan con los residuos de CYP2C9.
Los derivados metoxilicos de PPC se sintetizaron para "congelarlo" en ciertas formas
tautoméricas y también fueron reconocidos como sustratos de hidroxilacion por las
enzimas CYP [45].

1.2.1 Metabolitos hidroxilados reportados de fenprocumaon.

En 1999 se informod la hidroxilacion regioselectiva de 4-hidroxicumarina por CYP2C9: las dos
formas enantioméricas de PPC se encontraron hidroxiladas en las posiciones 6, 7, 8 y 4' [45].
A nivel molecular, se descubrié que el CYP2C9 constituye la principal enzima para la
hidroxilacidn de PPC en el tejido hepatico [33, 52]. Esta enzima actia como un catalizador
principal de la hidroxilacion de 6-OH-PPC y 7-OH-PPC para ambos enantiémeros (Figura
PPC) [45]. Sin embargo, hay mas biocatalizadores involucrados en la hidroxilacién de 4'-OH-
PPC, 6-OH-PPCy 7-OH-PPC de ambos enantiéomeros [33]. En cuanto a la estereoselectividad,
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CYP2C9 y CYP3A4 constituyen los principales catalizadores de la hidroxilacién S- y R-PPC;
mientras que CYP2C8 cataliza parcialmente la hidroxilacion S-4'-OH-PPC. En el higado, se ha
encontrado que el papel de CYP2C9 también es de la mayor importancia para la
biotransformacién del enantidmero mds potente de los anticoagulantes orales S-warfarina
y su derivado nitro R- y S-acenocumarol [52, 35]. La actividad de CYP2C9 para farmacos cae
en el orden: warfarina> acenocumarol> fenprocumén [35].

En 2005 Kammerer y Ufer, et al. [53] demostraron que R-PPC era detectable en
concentraciones mds altas que su enantidmero S-PPC en muestras de sangre.
Aparentemente R-PPC es menos metabolizado. En buenas condiciones, Ufer y
colaboradores revelaron en experimentos cinéticos que la tasa de hidroxilacién en S-7-OH-
PPC era extremadamente alta [33, 54]. Ademas, se detectaron dos nuevos metabolitos
monohidroxilado nunca antes reportados. Un metabolito identificado posteriormente por
métodos in-silico como 10-OH-PPC [55] y otro identificado en el estudio de Kammerer como
2°-OH-PPC con cantidades en el cromatograma similares a 7-OH-PPC (ver Figura 2 en [39]).
El caso mds intrigante corresponde al metabolito 2°-OH-PPC, el cual no se logré modelar el
modo de unidon con CYP2C9 que permita su produccién; lo anterior, es una de las
motivaciones de hacer el presente estudio. El metabolito 8-OH-PPC reportado por Tragger
en 1999 [45] no estuvo presente en la corriente sanguinea en cantidades medibles.
Curiosamente, el CYP2C19 es la principal enzima para la hidroxilacién C8 de WFN (Km =0.3
mM) [56] en comparacién con 1A2 y 1A1 con valores de Km mas bajos (1,4 mMy 1,2 mM,
respectivamente) [57]. Hasta hace poco, no se ha detectado ninglin metabolito adicional
para el metabolismo de la fase | de la PPC [45, 33, 53, 16].
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Figura PPC. Localizacion (flechas) de los sitios de metabolismo conocidos experimentalmente
(monohidroxilacion) en cada enantiomero de PPC (S-Izquierda,; R-Derecha). Las etiquetas de flecha
indican la enzima metabolizadora del citocromo P450, las flechas gruesas simbolizan tasas mds altas [16,
33, 45]. El predictor ADMET de la caja de herramientas de farmacocinética evalud los siguientes sitios de
hidroxilacion: PPC: 6, 7, 8 y 4 'por CYP2C9; 6, 7, 9y 4 'por CYP3A4. La posicion 9 también se predijo, en
contraste con la literatura existente

1.3 RELACION ESTRUCTURAL DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS CYP2C9 Y
CYP3AA4.

Después de muchos afios de estudios experimentales, las funciones dependientes de la
estructura de las actividades del CYP2C9 se resumieron en un trabajos fundamentales [25,
58, 59]. Los hallazgos anteriores sobre el reconocimiento de sustratos por el CYP2C9 todavia
se mantienen a la vista de la comprensidon de hoy. Quedd claro que una combinacién de
caracteristicas intramoleculares anidnicas e hidréfobas forjaba las preferencias de la enzima
y las especificidades del sustrato en las enzimas que metabolizan a PPC [21, 60].

Los estudios de mutagénesis sitio-dirigidos identificaron aminoacidos relevantes para la
unién y se examinaron mas estructuras cristalinas para inferir reglas generales [61, 62].
Recientemente, en 2013, los estudios de QSAR reflejaron que "CYP2C9 mostré la
selectividad hacia compuestos ligeramente dcidos, gran masa molecular, gran drea de
superficie polar y mayor numero de dtomos aceptores de enlaces de hidrogeno" (citado de
[63]). Recientemente, se revisaron y enumeraron mas de 40 métodos o herramientas
computacionales que tienen un dominio de aplicabilidad para el campo bioquimico del
metabolismo del CYP [64]. Los aminoacidos diferenciales de las secuencias de CYP se
identificaron mediante estudios de Alineacién de Secuencias Multiples (MSA) (Figura MSA)
y superposiciones de estructuras. Se comparan los resultados con las descripciones de la
literatura para complejos de enzimas y sustratos [16, 25].
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Figura MSA. Recuperada de [25]. La secuencia de CYP2C9 estd alineada con los otros segmentos de los
CYP que son responsables del metabolismo de la PPC. Las secuencias se muestran en minusculas de una

letra. Las letras mayusculas simbolizan los aminodcidos en el sitio catalitico. Las letras mayusculas
subrayadas representan los aminodcidos que interactuan con el PPC en el sitio catalitico. Los

aminodcidos de color azul forman parte de una hélice a, los de color verde forman parte de las hojas 8 y

los que no estdn resaltados son giros, vueltas o mangos. La quinta linea de cada bloque muestra la

estructura secundaria particular de los CYP [43]. La linea inferior a la linea secundaria muestra algunas
secuencias no conservadas con prolinas que son residuos clave para explicar las diferencias estructurales

y metabdlicas de los cuatro CYP en este estudio.

11



Importante para la regioselectividad es N297, cuya funcidn se aclaré para la oxidacién de la
cumarina en el sitio abiertamente hidréfobo del CYP2A6 humano (cddigo PDB: 1210 [65]).
Ademas, los complejos de flurbiprofeno y otros ligandos (cédigos PDB: 1R90 [24], 1210 [65],
1711 [65]) o una proteina de conejo (CYP2B4) en complejo con S-clopidrogel (cédigo PDB:
3MEG6 [66]) también fueron estudiados. La posiciéon de unién del anillo de clorofenilo y la
orientacién del clopidrogel se inspeccionaron para comparar las posiciones de inicio para
las simulaciones de hidroxilacién del anillo de fenilo [67, 16].

En los estudios de alineacién de secuencias multiples (MSA), los aminodcidos interactivos
(diferenciales) en el sitio catalitico estan marcados en letras mayusculas (Figura MSA). Las
enzimas CYP2C9 y CYP3A4 difieren en las cadenas laterales responsables de la unién del
ligando. En particular, S365, L366, P367, H368 estan reduciendo el volumen del sitio
catalitico en 4 x 15 A3 a través de rotaciones del esqueleto hacia el grupo Fe-hemo. Ademas,
la rotacién de la cadena principal junto con los cambios de residuos en P211, 1213, Q214,
V215 y P220 reducen el espacio formando un colgajo en la regidn del nucleo del sitio
catalitico. Finalmente, F100, P101, L102 causan un cambio de cadena principal y cambios
espaciales similares. Aparentemente, los residuos de prolina no se conservan a través de
los miembros de la superfamilia de las isozimas y, por lo tanto, dan cuenta de las torceduras
de la columna vertebral individual [16].

También se estudiaron los complejos cristalograficos relacionados con CYP3A4 (Tabla
CYP3A4). CYP3A4 Hidroxila WFN en C10 [46]. La misma posicion en PPC se estudio para
evaluar su posible hidroxilaciéon por CYP2C9. Mientras que WFN debe acoplarse al CYP3A4
en una postura que permita la hidroxilaciéon de C10, el CYP2C9 no deberia. La superposicion
de ambas enzimas P450 revelé6 cémo las cadenas laterales diferenciales favorecen o
desfavorecen la hidroxilacién C10 en WFN pero no de PPC [46].

Tabla CYP3AA4. Listado de las estructuras cristalinas estudiadas del CYP3A4 para inspeccién de estructura y
relacion con regioselectividades [68].

Cédigo Titulo PDB Codigo Nombre del Ao Resolucié  Referencia
PDB del ligando n
ligando

1WOE Crystal structure of human (apo form) 2004 2.8 [69]
cytochrome P450 3A4

1WOF Crystal structure of human STR progesterone 2004 2.65 [69]
cytochrome P450 3A4

1WO0G  Crystal structure of human MYT metyrapone 2004 2.73 [69]
cytochrome P450 3A4

1TON Crystal Structure of Human (apo form) 2004 2.05 [70]
Microsomal P450 3A4

2J0D Crystal structure of human ERY erythromycin A 2006 2.75 [71]

P450 3A4 in complex with
erythromycin
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2VOM

3NXU

3UA1

3TIS

413Q

414G

414H

4K9T

4K9U

4K9V

4K9W

4K9X

4NY4

4WN1

Crystal structure of human
P450 3A4 in complex with
ketoconazole

Crystal structure of human
cytochrome P4503A4
bound to an inhibitor
ritonavir

Crystal structure of the
cytochrome P4503A4-
bromoergocryptine
complex

Crystal Structure of the
complex between human
cytochrome P450 3A4 and
desthiazolylmethyloxycarb
onyl ritonavir

Crystal structure of human
CYP3A4 coordinated to a
water molecule

Crystal structure of CYP3A4
ligated to oxazole-
substituted desoxyritonavir
Crystal structure of CYP3A4
ligated to pyridine-
substituted desoxyritonavir
Complex of CYP3A4 with a
desoxyritonavir analog
Complex of human CYP3A4
with a desoxyritonavir
analog

Complex of CYP3A4 with a
desoxyritonavir analog
Complex of human CYP3A4
with a desoxyritonavir
analog

Complex of human CYP3A4
with a desoxyritonavir
analog

Structure-based ligand
design to overcome CYP
inhibition in drug discovery
projects

Crystal structure of PDE10A
in complex with 1-methyl-

KLN

RIT

08Y

DOR

287

797

1RD

5AW

6AW

7AW

8AW

2QH

3SJ

ketoconazole

ritonavir

bromoergocryp
tine

desthiazolylmet
hyloxycarbonyl
ritonavir

(apo form)

oxazole-
substituted
desoxyritonavir
pyridine-
substituted
desoxyritonavir
desoxyritonavir
analog
desoxyritonavir
analog

desoxyritonavir
analog
desoxyritonavir
analog

desoxyritonavir
analog

(8R)-3,3-
difluoro-8-[4-
fluoro-3-
(pyridin-3-
yl)phenyl]-8-(4-
methoxy-3-
methylphenyl)-
2,3,4,8-
tetrahydroimid
azo[1,5-
alpyrimidin-6-
amine
1-methyl-5-(1-
methyl-3-{[4-

2006

2010

2012

2012

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2014

2015

2.8

2.15

2.25

2.6

2.72

2.9

2.5

2.85

2.6

2.4

2.76

2.95 A

3.13A

(71]

(36]

[72]

(73]

(73]

(73]

(73]

[74]

(74]

(74]

(74]

(74]

[75]

[76]
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5-(1-methyl-3-{[4-(quinolin- (quinolin-2-

2-yl)phenoxy]methyl}-1H- yl)phenoxy]met
pyrazol-4-yl)pyridin-2(1H)- hyl}-1H-
one pyrazol-4-
yl)pyridin-
2(1H)-one
4WQ6  The crystal structure of 3TQ N-(4-{(S)-[1-(2- 2015 1.72A [77]
human Nicotinamide methylpropyl)pi
phosphoribosyltransferase peridin-4-
(NAMPT) in complex with yl]sulfinyl}benz
N-(4-{(S)-[1-(2- yhfuro[2,3-
methylpropyl)piperidin-4- c]pyridine-2-
yl]sulfinyl}benzyl)furo[2,3- carboxamide

c]pyridine-2-carboxamide
inhibitor (compound 21)
5A1P Crystal structure of STR progesterone 2015 254 [78]
cytochrome P450 3A4
bound to progesterone and
citrate
5A1R Crystal structure of STR progesterone 2015  2.45A [78]
cytochrome P450 3A4
bound to progesterone

Las alineaciones de la estructura ayudaron a observar las flexibilidades conformacionales
necesarias para el reconocimiento molecular entre sustratos y proteinas de acuerdo con el
principio establecido con respecto a las "selecciones conformacionales" [79]. La
comparacion de las secuencias de CYP2C9 con CYP3A4 y la visualizacién de sus modelos 3D
revelaron su similitud de secuencia bastante baja, lo que resulta sorprendente, ya que
reconocen sustratos similares e hidroxilan a PPC en practicamente los mismos SoMs [33,
25]. En contraste con la similitud mucho mayor de sus secuencias primarias, CYP2C9 y
CYP2C8 no comparten los mismos sustratos [33]. Un caso similar al de CYP2C9 y CYP3A4 lo
encontramos en la alta regioselectividad de la hidroxilacion aromdatica por CYP2C9 vy
CYP2C5; ambos actlan con una alta regioselectividad de la hidroxilacion aromatica del
mismo producto para-hidroxi-diclorofenilo [50].

Para la regioselectividad, encontramos que la fuerza motriz principal es una cuestién de
"espacio" para acomodar el ligando cerca del sitio hemo; el efecto estérico. A continuacion,
se encuentran las caracteristicas quimicas en el sitio activo; por ejemplo, algunos CYPs
prefieren sustratos cargados sobre otros sustratos no polares gracias a los grupos de cadena
de tipoidnico (Arg250y Arg241 de CYP3A4 o CYP2CS8, respectivamente; Phe113 de CYP3A4,
Glu241 de Cyp2C19, Lys241 de CYP2C9) [25]. Ciertos residuos son equivalentes en la
secuencia de la cadena principal pero son quimicamente diferentes, mientras que otros son
equivalentes en funcidn (cationes, aniones, parejas de enlaces de hidrégeno) pero no en la
secuencia de aminodcidos de la cadena principal. Solo cuando se comparan aminoacidos
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cuyas cadenas laterales coinciden en la posicion espacial (es decir, ocupan el mismo lugar)
se podrian correlacionar en una relacién estructura-funcién.

La evidencia sugiere que con mads espacio para colocarse en una geometria de hidroxilacion
adecuada aumentan las posibilidades de hidroxilacién de un SoM. Esto fue evidenciado por
un mayor numero (agrupacion) de posturas ligadas energéticas y geométricamente
favorables durante el acoplamiento y una mayor frecuencia en trabajos de dindmica
molecular [49, 25]. Los hallazgos tedricos sobre los SoM preferidos se confirmaron
mediante datos numéricos sobre los patrones de hidroxilacién de experimentos de cinética
de enzimas. Por lo tanto, los valores calculados y de laboratorio coinciden en las
preferencias de SoM (regioselectividad) de la enzima CYP2C9 que tiene la tasa mas alta de
metabolismo de PPC.

No debe pasarse por alto la influencia del sustrato con un doble impacto: (1)
geométricamente, un tamafio mas pequeiio de los sustratos los hace susceptibles de a
tener mas SoMs; y (2) la afinidad quimica que exista entre el sustrato regiones claves de
interaccidon CYP-sustrato, como lo son la hélice-G, asa B-C y el sitio activo. Un ejemplo de
esto se observa en la preferencia de CYP2C9 sobre PPC. La ausencia de un grupo cetona o
nitro, visto en WFN o acenocumarol, no solo permite un mayor acceso al sitio hemo de
todos los CYP, sino que también influye en la reactividad a través de los efectos electréonicos
[25].

Se encuentra evidencia de por qué la evolucidn biolégica puede producir una gran cantidad
de mutaciones en la familia de CYP que permite el reconocimiento de muchos sustratos
enddgenos no relacionados estructuralmente o incluso de xenobidticos por una misma
isoforma de CYP, mientras que de formas opuesta, algunas enzimas (como en nuestro caso
CYP2C9 y CYP3A4) comparten el mismo sustrato o incluso el mismo patrén de hidroxilacion
(aqui para PPC). Durante la evolucidn, el sitio catalitico de los CYP conserva esencialmente
las mismas propiedades quimicas, independientemente de las geometrias, pero se
conservan las condiciones electrdnicas para el proceso de oxidacién de varios pasos. Como
ejemplo, el &tomo proximal que entra en contacto con el catién de hierro del grupo hemo
es el atomo de azufre terminal de la cadena lateral de cisteina que es caracteristico de toda
la familia CYP (EC 1.14.13.48). El otro indicador del esfuerzo evolutivo es la treonina
(Thr301) ubicada en la hélice a I. Thr301 forma un enlace de hidrégeno a través del
metabolito hidroxilado. Constituye un residuo Unico ya que esta altamente conservado, lo
gue no es el caso para todos los otros aminoacidos en el sitio activo. Las enzimas de la
familia del citocromo P450 tienen el mismo ciclo catalitico para la hidroxilacién de
hidrocarburos [80].
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El uso de los campos de fuerza de la mecanica molecular para los estudios de SFR es
suficiente para explicar los datos de cinética enzimatica de los cuatro CYP en PPC. En el caso
de las soluciones de acoplamiento molecular de 2’-OH-PPC, reflejan que son necesarias mas
conformaciones de las enzimas. Lo que indica un ajuste inducido, ya que se necesitaban
otras conformaciones de proteinas distintas de las cristalinas [55, 16].

3.1.1 Asa B-C: su papel en la actividad de los CYPs

El asa B-C es parte de la entrada al sitio catalitico y juega un papel fundamental en el
reconocimiento de moléculas de sustrato (ver Figuras 1y 2 en [21] y Figura StrCYP). La
composicion de esta asa en un nimero considerable de CYP se ha caracterizado en trabajos
anteriores, revelando que los aminodacidos hidréfobos son los que tienen mayor incidencia
[21]. En el caso de los CYP que metabolizan PPC y otros anticoagulantes cumarinicos, la
presencia de aminoacidos ionizados y polares disminuye en los residuos alifaticos y
fenilalanina. Los resultados de la composiciéon porcentual de los tipos de aminoacidos en
esta asa se muestran en la Tabla 4 de [25]. Aqui se puede observar el patron de afinidad
que estas enzimas tienen sobre el tipo de sustrato que metabolizan con mayor eficiencia.
El PPC es un sustrato hidréfobo y al mismo tiempo idnico. Por lo tanto, se espera que las
enzimas que metabolizan mejor este sustrato presenten buenas caracteristicas en el asa
BC. Las enzimas CYP con un porcentaje elevado por encima del 70% de aminoacidos
alifaticos o fenilalanina son CYP2C9, CYP3A4 y CYP2D6.

Se encontraron enzimas con un porcentaje de hasta 15% o mas para residuos idnicos:
CYP2C9, CYP3A4, CYP2C8 y CYP2C19 [25]. De las enzimas que metabolizan los
anticoagulantes orales, CYP2C9 y CYP3A4 comparten ambas composiciones porcentuales
de estos tipos de aminodcidos. Estas dos enzimas presentan un mejor rendimiento en el
metabolismo de PPC. Nuestros modelos explican en detalle a escala atomista las diferencias
entre las estructuras y las actividades cataliticas para CYP2C9 y CYP2C8, todo lo cual se
relaciona con solo el 50% de los residuos alifaticos y una proporcion bastante alta de
aminodacidos polares en el asa BC.

No solo la quimica del sitio activo ejerce las preferencias y rendimientos que los CYPs tienen
sobre su sustrato. La composicion de aminoacidos que el asa B-C tiene en un CYP, juega un
papel muy importante en el reconocimiento y afinidad que estas enzimas tienen sobre el
sustrato. Si se desea conocer o predecir las preferencias que un citocromo P450 tiene sobre
un posible sustrato, es importante evaluar la quimica de esta regién. Factores de cinética
enzimatica como Km y Vmax estan determinados también por la facilidad en que el sustrato
ingresa al sitio catalitico de una enzima. El asa B-C nos revela parte de las preferencias que
los CYPs tienen sobre sus respectivos sustratos. Por tal motivo no se puede perder de vista
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la importancia que esta regidn tiene sobre la primera fase de metabolizacién de los de los
farmacos [81].

A

 —
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Figura B-C. Superposicion de la region correspondiente al sitio de entrada denominada asa B-C en los CYPs
con actividad metabdlica sobre PPC 3A4 (azul), 2C9 (amarillo), 2C8 (rosa) y 2C19 (verde) [33]. Se muestra
ademds aminodcidos pertenecientes a esta region que participan en el reconocimiento del sustrato. Se usa
como referencia la hélice | en rojo al fondo y el grupo hemo comun en los cuatro CYPs presentados.

1.4 EFECTO DEL AJUSTE INDUCIDO EN MODELOS IN-SILICO

El ajuste inducido refleja los cambios en la geometria molecular en la unién del ligando.
Dichos cambios conformacionales pueden considerarse como un mecanismo de seleccién
eficiente denominado "seleccion conformacional" [79, 82]. Como prueba de concepto, lo
siguiente relacionado con el CYP2B4 también deberia ser vélido en el caso del CYP2C9y, por
lo tanto, se cita aqui literalmente:
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"El sitio activo del CYP2B4 puede acomodar ligandos pequefios moviendo solo un pequefio
numero de cadenas laterales, lo que sugiere que la reorientacion del ligando es favorecido
energéticamente sobre los cambios conformacionales de proteinas para la union de estas
moléculas de tamafio similar. El ajuste tanto de la conformacion de la proteina como de la
orientacion del ligando en el sitio activo le da a CYP2B4 la flexibilidad para unirse a la gama
mds amplia de moléculas, al tiempo que también es energéticamente favorable " [66].

En cdlculos in-silico, para reflejar tales flexibilidades de proteinas, cuatro enfoques han sido
ampliamente aceptados: el acoplamiento molecular suave (soft-docking) es reducir
deliberadamente las fuerzas de repulsion, gestionar (de unas pocas) rotaciones de cadenas
laterales en la bibliotecas de rotameros, utilizar varias estructuras con diferentes
conformaciones de la misma proteina o enzimas relacionadas [83] y una combinacién
calculos de dindmica molecular (MD) y el uso posterior de acoplamiento en un marco de la
simulaciéon de MD con una conformacion favorable [84, 85, 86]. Sin embargo, estas técnicas
no garantizan el éxito ni la simulacién y modelado correctos. En algunos casos, no hay un
cristal de la estructura de la proteina necesaria para lograr un modelado correcto y la
biblioteca de rotdmeros no es suficiente para modelar el trabajo experimental. En muchas
ocaciones MD es la opcidn mas viable para simular el efecto del ajuste inducido. Los trabajos
cristalograficos no siempre proporcionan una evidencia clara del cambio en las cadenas
principales o laterales dependiendo del tamafo del sustrato que tiene un CYP en su cavidad;
ya sea debido a la resolucién insuficiente del cristal, que se basa en un modelo
cristalografico anterior (uso de moldes en cristales) o la pérdida de informacién en su
estructura (brechas cristalograficas).

Para encontrar ejemplos de escenarios de ajuste inducido, se reunieron estructuras
cristalinas de proteinas CYP con residuos que interactdan con el ligando. Sin embargo, ha
sido posible obtener estudios cristalograficos donde se pueden observar diferencias
geométricas de modelos de CYP en complejos y sin sustrato [87, 72, 71, 88, 88, 89]. Se
encontraron, ademads, complejos de cristales de CYP3A4 con ligandos relacionados
estructuralmente con WFN y PPC en términos de volumen molecular global, forma y anillos
aromaticos (Tabla CYP3A4). Ademas, se recolectaron pares de estructuras cristalinas de
complejos de CYP con (proteina con ligando; CYP+L) y sin (proteina sin ligando; CYP-L) unidn
a ligandos para observar los fendmenos de ajuste inducidos tras la union del ligando al sitio
activo (Tabla CYP3A4). Sin embargo, no existen muchas estructuras en la base de datos
adecuadas a pesar de la gran cantidad de complejos CYP conocidos. Uno de estos pares (CYP
3A4 con ritonavir, cédigos PDB: 1TQN [70], 3NXU [36]) dio una clara evidencia de ajuste
inducido. Después de superponer la forma ligada sobre la forma apo, el ligando se
superpuso claramente con las cadenas laterales de la forma apo.
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Se han encontrado muchos informes sobre conformaciones de proteinas flexibles tras la
unién del ligando (ajuste inducido), pero muy pocos articulos contenian evidencias
estructurales. El ajuste inducido se hizo visible en la supercolocacién de geometrias de
cristales ligados y no ligados de la misma enzima CYP.

1.5 MODELOS COMPUTACIONALES EN LA ACTIVIDAD DE ENIMAS CYP

Una dificultad importante para la determinacién de los metabolitos de los medicamentos
es el tiempo y los costos. En este sentido, los esfuerzos para predecirlos
computacionalmente se han convertido en una herramienta complementaria [90, 91, 92].
Los estudios de actividades enzimaticas para diferentes xenobidticos son susceptibles a los
enfoques In-silico [93, 94, 8, 95, 96, 97, 98, 91, 92, 6]. Con la llegada de las estructuras
cristalinas, el modelado molecular se ha aplicado en el campo de las enzimas del citocromo
P450. En 1987, Poulos publicé la estructura cristalina de un citocromo P450 microbiano. Se
co-cristalizd con alcanfor como un sustrato atacado por una especie de oxigeno unido a
hemo para la oxidacion [99]. El alcanfor aclaraba la forma en que incluso un enlace
hidrégeno-carbono en una cadena de alquilo podria ser atacado por una especie de oxigeno
coordinado con hemo [99, 4]. La liberacion adicional de estructuras de cristales microbianos
abrio el camino hacia una comprension mds profunda de los aspectos mecanicistas entre el
hierro hemo, el oxigeno reactivo y el sustrato (cddigos PDB: 1INOO [100], 4C9N [101]).

Unos anos después del trabajo seminal de Poulos en 1987, un primer modelo
computacional se ocupd del reconocimiento del sustrato CYP2C9. El modelo establecié una
visidn general de las caracteristicas y geometrias de unién: (1) Un sustrato preferentemente
anidnico (2) que se encuentra a una distancia de aproximadamente 0,4 nm de (3) un sitio
de unidn catidnica postulado. El tercer punto de referencia constituye el sitio de
hidroxilacion que forma (4) un dngulo casi ortogonal con los sitios anidnicos y catidnicos.
(5) Se encontré que la distancia entre los sitios anidnicos y de hidroxilacién oscila entre 0,7
y 1,0 nm [102].

Hasta la fecha, existen pocas publicaciones que pueden relacionarse con métodos in-silico
de modelado de las rutas metabdlicas del CYP2C9. La visidn mecanistica de la oxidacion del
CYP2C9 para diclofenaco, ibuprofeno y warfarina se obtuvo mediante una combinacién de
muestreo conformacional por dinamica molecular y QM basado en DFT y QM / MM
modelado (campo de fuerza CHARMM) [103]. Modelar la potencial regioselectividad
mediada por los CYPs para biotransformaciones oxidativas es una tarea compleja, ya que
pertenecen a un grupo de proteinas con flexibilidades estructurales y funcionales [104].
Pueden adoptar diferentes conformaciones de la cadena principal y de las cadenas laterales
cuando se unen a diferentes ligandos; fendmeno conocido como ajuste inducido por
sustratos, hormonas o cofactores [50, 105, 49, 106, 107, 27].
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En cdlculos de acoplamiento molecular, el estandar de oro de hoy para evaluar (pruebas de
evaluacién comparativa) la prediccidén de regioespecificidad, el resultado debe encontrar
los sitios de metabolismo (SoM) observados experimentalmente en las estructuras de
ligandos entre el primer o el segundo grupo de intervalos de solucién (agrupaciones
calificadas) [6, 108]. El acoplamiento molecular es una técnica computacional de gran
utilidad prospectiva y retrospectiva (analitica) para describir la unién entre un ligando y su
proteina receptora objetivo. Cada posicion de ligando se evalia mediante una puntuacién
para reflejar su afinidad de unién [109]. Sin embargo, no es sencillo utilizar ninguna
herramienta de acoplamiento convencional para calcular la unién del fenprocumén (PPC)
al grupo hemo en el sitio catalitico que forma una coordinacion monodentada entre el
centro metalico y el sustrato intermedio durante la etapa de biotransformacidn oxidativa
en células de higado [6]. Algunas limitaciones publicadas de los enfoques computacionales
establecidos "resaltan las dificultades potenciales en la creacion de modelos de prediccion
de metabolitos de aplicacion general" [6]. En un trabajo seminal, Kirchmair y sus colegas
escribieron una sinopsis en el campo de las predicciones de actividad de CYP, los principios
implicitos, las herramientas computacionales de los mismos y sus limitaciones [64]. En 2017,
una revision complementaria se centrd en las herramientas QSAR para predecir las
interacciones del ligando CYP [110].

Casi todas las drogas estdn unidas de manera no covalente a sus receptores. Pero en casos
raros se forma un enlace covalente reversible o irreversible entre ellos (por ejemplo,
inhibidores como el carbapeneme de la penicilinasa o el paration de la colinesterasa). Por
lo tanto, se han desarrollado nuevas técnicas de acoplamiento para el acoplamiento
covalente (por ejemplo, Covdock, Covglide). En el trabajo seminal de Kirchmair vy
colaboradores, se revisé el software que puede predecir las actividades de CYP [64].
Ademas, el concepto mas general de ligando-receptor de acoplamiento ya se ha aplicado al
campo particular del sustrato-metabolismo de la enzima CYP (Tabla Trabajos Docking). Por
lo tanto, los programas mas utilizados incluyen Autodock 4, AutodockVina, GOLD y FlexX
[111, 112, 113, 114].

Tabla Trabajos Docking. Estudios con diferentes estrategias para el estudio del ajuste inducido por mecdnica

molecular

Ao Descripcidn y palabras clave Referencia

2006  Superar larigidez del receptor de su cadena principal mediante la evaluacién desu  [115]
flexibilidad estructural durante los estudios de dindmica molecular (MD) con agua
explicita. Pero la MD con simulacidon solvente explicita tiene dos fallas principales:

(i) los recursos computacionales limitados y (ii) la adicién de errores de calculo atn
mas pequefios (simplificaciones excesivas por campos de fuerza, parametros y
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efectos electronicos y entrdpicos) en artefactos de modelo relevantes durante
grandes periodos de tiempo de simulaciones durante decenas de nanosegundos.

2007 La combinacidén de softdocking de conjuntos de estructuras proteicas y MD crea  [83]
un nuevo enfoque llamado Fleksy.

2007  Para evitar la falta de flexibilidad conformacional durante el acoplamiento de [83]
cuerpos rigidos, se puede aplicar el llamado enfoque de acoplamiento suave.
Reduce el impacto del término de repulsidn en las ecuaciones del campo de fuerza
entre el ligando y el sitio de unidn.

2008 La aplicacién de los enfoques de acoplamiento molecular basados en la red se [116]
revisé en un trabajo seminal.

2009  Definicion de unos pocos aminoacidos relevantes para la union en el sitio de union  [111]
para simular cambios conformacionales de sus cadenas laterales. Por ejemplo
Autodock 4.2.

2010 Uso de Energia de Interaccidn Lineal (Linear Intereaction Energie, LIE) con el [117]
Campo de Fuerza Molecular de Merck y deteccidn virtual basada en ligando para
la identificacién de ligandos CYP1A2 por su estructura

2011  La propuesta de un método in-silico que predice los SoMs como "metaboléforos".  [6]

2013  El acoplamiento con GOLD se utilizé para describir el impacto de los inhibidores de  [118]
CYP1 en la regioselectividad para las reacciones de hidroxilacién.

2015  El acoplamiento de la red mediante el software Glide se combind con técnicas 3D [119]
QSAR para dilucidar la actividad de inhibicién del CYP2C19 de ciertos alcaloides.

2015  Un caso especial es la simulacion de ligandos unidos covalentemente para formar [120]
complejos receptores.

2017  Uso de muchas estructuras cristalinas diferentes de la misma proteina (entradas [110]
de PDB relacionadas) para el acoplamiento para describir la flexibilidad de Ila
proteina. Esto se conoce como acoplamiento por multiples estructuras de
receptores, es decir, se utiliza un conjunto de receptores como objetivo para
reflejar la flexibilidad de la proteina, ej. Glide el acoplamiento del conjunto.

Durante décadas, las herramientas de acoplamiento se han centrado en las interacciones
no covalentes, pero no podemos descuidar el papel fundamental del hemo en el sitio activo.
Entre la enzima y su sustrato existen contribuciones potenciales de energia, no solo de la
interaccidon no covalente, sino también de una coordinacion compleja. Mientras que los
primeros son componentes integrados de conjuntos de parametrizacion de algoritmos de
acoplamiento molecular convencional, los uUltimos son caracteristicas no estdndar [121,
122]. Por tal motivo, la coordinacidn a un ciclo catalitico de varios pasos es un esfuerzo no
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trivial. De esta manera, se debe saber qué etapa de catdlisis es susceptible a un formalismo
de mecdnica molecular (algoritmos de acoplamiento molecular), y si las herramientas de
acoplamiento molecular estdndar abarcan los tipos de atomos adecuados de Ia
configuracion de la catalisis (intermedios, estados de transicién) y, por lo tanto, ser
aplicables al complejo sustrato-enzima. Otro desafio no menos preocupante es enfrentar el
famoso mecanismo de ajuste inducido, ya que los medios de acoplamiento estandar
acoplan un ligando flexible a un receptor rigido.

Los estudios ab-initio juegan un papel importante en las aplicaciones de los calculos de
guimica cudntica para sistemas moleculares. Por ejemplo, el cadlculo de las cargas de
Mulliken define la carga en los atomos; lo cual afecta a propiedades como la estructura
electrénica, la polarizabilidad molecular y el momento dipolar, entre otros. Las
distribuciones de carga en las moléculas formadoras de atomos que sugieren la formacién
de pares aceptores o donantes que implican las transferencias de carga; como ocurre en la
actividad de enzimas CYPs. Ademas, el andlisis de carga atdmica se puede usar para describir
la electronegatividad y también es util para los procesos de transferencia de carga en
reacciones quimicas [55].

Los enfoques con la dindmica molecular han logrado simular algunos patrones de
hidroxilacion, modos de unién enzima-sustrato de CYPs especificos, observar zonas de
flexibilidad en la estructura de estas proteinas y cambios en las propiedades
termodinamicas en la funcién del sustrato [104, 105, 49, 27, 83, 84, 85, 123, 106, 64] [124,
125]. No obstante, estos informes no intentan medir el efecto de las posiciones iniciales de
los a&tomos en el cristal en el modelo de ajuste inducido por MD. Y con frecuencia, las
posiciones atémicas iniciales de la proteina no se tienen en cuenta para simular por MD y
podemos usar indistintamente cualquier modelo de proteina sin conocer el efecto real del
archivo de entrada.

Se ha demostrado que los estudios de MD simulan la flexibilidad estructural de los CYP y las
caracteristicas que los mantienen estables. Skopalik en 2008 [106] compard los patrones de
flexibilidad de CYP3A4, CYP2C9 y CYP2A6, vy logrd identificar las estructuras maleables
comunes en dichos CYPs, entre los que se encuentran los bucles cercanos al sitio activo
(loop FG en CYP3A4 y loop BC in CYP2C9). A su vez, Chang en 2000 [126] encontrd que los
puentes de sal, las interacciones alifaticas y aromaticas entre las estructuras secundarias de
los CYP mantienen las conformaciones iniciales.

Seifert en 2009 [105] simuld los patrones de hidroxilacion del CYP2C9 en warfarina. Sin
embargo, no contemplaron el efecto de las mutaciones en el modelo cristalografico, que se
sabe que en los CYP las mutaciones del sitio activo alteran la estructura tridimensional de
estas proteins [67, 127] y, por lo tanto, las interacciones de la enzima con su sustrato en el
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sitio activo. Seifert atribuyd que los patrones de hidroxilacidon vienen dados por los cambios
conformacionales de la enzima en el sitio activo.

Por otra parte, Lampe en 2010 [128] estudid las conformaciones estructurales alcanzadas
de CYP119 con vy sin sustrato mediante técnicas de MD. Las conclusiones de este trabajo
sugieren que la formacién del complejo enzima-sustrato puede deberse principalmente a
los cambios conformacionales naturales de la enzima que son independientes de su
interaccion con el sustrato.

En términos mas generales, |a literatura revisada sobre regioselectividades y ajuste inducido
refleja la dificultad de informar sobre los cambios evolutivos de la naturaleza: el entorno
variable, los habitats variables y la ingesta de alimentos han favorecido los cambios de
secuencia en partes no funcionales sobre partes funcionales (es decir, vestibulos de entrada
y sitios de oxidacidn). Algunas mutaciones han modificado la topologia de la cavidad, y con
ella, los requisitos estéricos para que los xenobidticos sean reconocidos como sustratos
para la oxidacion y la posterior eliminacién hidroéfila (urinaria). Con la necesidad de adaptar
o mejorar el rango de actividad de las especies vivas (para vertebrados), sus habitats han
sido cambiados. En contraste, el sitio catalitico y, con ello, el trabajo de tierra electrénico
del proceso de oxigenacion de varios pasos se ha mantenido basicamente igual
(aminoacidos conservados) [94]. Aqui fue posible visualizar los resultados publicados
mediante la aplicacién de modelos moleculares. Sin embargo, en un futuro préximo, las
publicaciones con nuevos datos pueden presentar su papel preselectivo en las células vivas,
ademas de los factores de flexibilidad molecular, la forma y las dependencias de tamano
que modelamos aqui. Los factores limitantes también se cumplieron y se referian a la
necesidad de datos de entrada dedicados (mdas estructuras cristalinas CYP2C9).
Precisamente, para evaluar las contribuciones al reconocimiento del sustrato mediante
mecanismos de ajuste inducido, solo se ha informado poca informacién.

Hasta la fecha no se han publicado estudios que permita conocer el efecto que tienen las
posiciones iniciales de los atomos en el modelo de ajuste inducido por MD en estas enzimas.
Para poder simular de manera precisa y confiable la actividad que las enzimas CYP450
tienen en su sustrato, es esencial conocer el efecto causado por el ajuste inducido en las
estructuras de proteinas de los trabajos cristalograficos. Sobre la base de lo que se conoce
hasta la fecha y no haber sido documentado explicitamente en la literatura, surge la
necesidad de estudiar y evaluar sistematicamente el efecto que las posiciones iniciales de
los atomos en los modelos computacionales de MD tienen en el ajuste inducido; y, en
consecuencia, el efecto que tiene sobre la actividad de las enzimas de la superfamilia de
CYPs.
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Para este fin, combinamos la mecanica molecular (acoplamiento de ligandos al receptor),
la mecdnica cudntica (cdlculos de estado de transicion ab-initio del complejo de
coordinacion) para generar modelos moleculares adecuados de los sitios de metabolismo
(SoM) tras la unién de PPC al sitio activo de CYP2C9 y dindmica molecular (calculos de
cambios de posicién en funcion del tiempo debidé a interacciones atémicas basada en
mecdanica molecular y leyes de Newton) para evaluar el efecto del ajuste inducido en la
actividad de los CYPs; este ultimo, como principal objetivo de esta tesis. El modelo
presentado en este estudio es capaz de simular el efecto que la membrana provoca sobre
la estructura de CYP2C9. Ademas se evaluo la relevancia de la membrana en la estructura y
actividad de CYP2C9, comparando las caracteristicas estructurales que la membrana induce
sobre la proteina para que pueda llevar a cabo su actividad. Finalmente se evaluaron los
cambios conformacionales sufridos por los sitios tedricos de entrada al sustrato en diversos
modelos para permitir el ingreso del sustrato.

2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DE LA TESIS

Existiendo al menos cuatro acercamientos a la resolucién de la problematica del ajuste
inducido en métodos in-silico el modelado de la actividad catalitica de las enzimas CYP es
posible el estudio de su actividad. Sin embargo, debido a la poca documentacién
cuantitativa y a que estos acercamientos no garantizan el éxito; es preciso realizar un
estudio adicional al efecto que causa el ajuste inducido en los modelos computacionales de
esta familia de enzimas.

Es elemental conocer el efecto que causa el ajuste inducido en estructuras proteicas de
trabajos cristalograficos para poder simular de manera precisa y confiable la actividad que
las enzimas CYP450 tienen sobre su sustrato. De esta forma, su pueden obtener resultados
aun mas confiables de la actividad catalitica de estas enzimas que son cruciales para el
entendimiento toxicoldgico de cualquier farmaco.

Los calculos por dindmica molecular permiten evaluar el cambio conformacional en cadenas
laterales y principal en el sitio activo en funcidon del tiempo y de energias de interaccién de
las proteinas CYP con respecto a su sustrato en archivos de trabajos cristalograficos (de la
base de datos PDB https://www.rcsb.org/, [129]). De esta forma se pueden obtener

conformaciones probables de actividad y asi el calculo de interaccion proteina sustrato se
vuelve mas preciso.

Se cuenta a disposicion con suficiente poder de procesamiento computacional en el
Laboratorio Nacional de Supercomputo de la BUAP, al cual se tiene acceso, y con licencias
necesarias de software para la evaluacion del ajuste inducido en enzimas CYPs.
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2.1 OBJETIVO GENERAL

Medir cuantitativa y cualitativamente el efecto del sustrato (y membrana) en el ajuste

2.1.1

inducido en enzimas citocromo P450 por técnicas de dindmica molecular.

Obijetivos particulares

Medir el efecto del ajuste inducido en enzimas citocromo P450 por técnicas de
acoplamiento molecular (docking) y dindmica molecular en CYP2C9 y CYP3A4.

Simular los patrones de hidroxilacién de CYP2C9 y CYP3A4 sobre fenprocumon.

Evaluar la capacidad de simular el ajuste inducido en proteinas de las herramientas
computacionales por dinamica molecular.

Comparar las estructuras de los cdlculos de dindmica molecular CYP2C9 en su forma
sin unién a ligando (CYP-L) y su forma con unidn a ligando (CYP+L).

Comparar la geometria y movimiento de la estructura de CYP2C9 en su forma sin
unién a ligando (CYP-L) y su forma con unién a ligando (CYP+L) en la misma linea del
tiempo de un cdlculo de dindmica molecular.

Medir las diferencias de la estructura tridimensional de CYP2C9 en funcion de la
presencia y ausencia de membrana en el modelo molecular.

Medir cambios conformacionales los cuales permiten que el sustrato entre a la
cavidad de CYP2C9.

Evaluar si NAMD es capaz de simular valores de cinética enzimatica calculados
experimentalmente con una sola enzima.

Medir la energia de interaccion del sustrato y la enzima en diversas posiciones de la
enzima y al momento de ingreso al sitio activo.

3 MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL (HARDWARE)

Los cdlculos de dindmica molecular fueron realizados gracias al Laboratorio Nacional de

Supercdmputo de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Su gran poder de

procesamiento es gracias a la coordinacion de al menos 64 nucleos de procesamiento

central y memoria gréficas. El tiempo utilizado en célculo es reducido significativamente
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comparado con una computadora personal. Los sistemas modelados se hicieron en una PC
con procesador Intel ® Core™ i3-4130 de 4 nucleos de 3.40 GHz, memoria de 16GB con
particidn para dos sistemas operativos; Windows 7 y Ubuntu 12.

3.2 MATERIAL (SOFTWARE)

El software usado en esta tesis sera descrito en breve a continuacién, mientras que los
métodos se describirdan una seccidn mas adelante. En este punto se debe hacer notar que
los programas usados en estas tesis cubren necesidades diferentes y no contemplan los
mismos algoritmos de calculos de energia de interacciones atémicas ni campos de fuerza;
por tanto, no es posible comparar resultados de energia de interaccidén obtenidos con
distintos programas.

3.2.1 Swiss-Pdb Viewer (SPDBV)

Swiss-PdbViewer es programa de descarga gratuita de www.expasy.org/ [130]. Proporciona

una interfaz gréfica para la visualizacion de varios tipos de archivos al mismo tiempo en
forma tridimensional. En este trabajo las herramientas “Building Tools” fueron de gran
ayuda en la modelacion de los sistemas iniciales. Mutate permite realizar mutaciones de
aminoadcidos. Build loop y Scan loop Database usados de forma conjunta permiten reparar
asas tridimensionales no resueltas por la cristalizacion; dados dos aminodcidos como
puntos de anclaje, se construirdn varias asas de novo, y luego podra elegir la mas probable
gracias a un score basado en librerias y cdlculo de energia minima. Dados los dos
aminodcidos como puntos de anclaje, se escanea una base de datos de estructuras para
encontrar fragmentos compatibles. Las asas coincidentes se presentan para una seleccién
adicional. Por ultimo para refinar la estructura recién modelada, SPDBV permite realizar la
minimizacidon de energia se realiza con la implementacién parcial del campo de fuerza
GROMOS96 [131]. En esta implementacidn, todos los cédlculos se realizan en vacio, sin
campo de reaccion.

3.2.2VEGA ZZ

VEGA ZZ es una suite de modelado molecular completa que incluye herramientas de
visualizacion, edicidn y calculo para trabajos de investigacion. Este software es gratuito para
usos académicos sin fines de lucro descargable desde www.ddl.unimi.it/vegazz/. Fue
utilizado para crear y refinar las estructuras de los sustratos a estudiar para el acoplamiento
molecular automatizado. En él se calcularon las cargas parciales atémicas de los ligandos.
Ademads, este programa cuenta con herramientas que permiten modelar a hélices a partir
de su secuencia primaria. [132].
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3.2.3 Discovery Studio 4.0 Client

Accelrys Discovery Studio® software ofrece capacidades integrales de modelado y
simulacion molecular para la investigacion en estudios computacionales. Su gran
maniobrabilidad y buenos gréficos de visualizacion permitieron llevar a cabo el ajuste
inducido manual y algunas imagenes en esta tesis. Descargable desde
http://accelrys.com/products/discovery-studio/visualization-download.php [133].

3.2.3 UCSF Chimera

UCSF Chimera es un programa con una gran variedad de herramientas que permite la
visualizacién interactiva y analisis de estructuras moleculares. Puede descargarse de forma
gratuita para uso académico. Para esta tesis fue de gran utilidad al momento de modelar la
alfa hélice transmembranal para el sistema anclado a membrana. Puede ser descargado
desde https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ [134]

3.2.4 AutoDock Tools

Autodock tools, o ADT, es la interfaz grafica de usuario gratuita para AutoDock desarrollada
por el mismo laboratorio que creo AutoDock. Se puede utilizar para configurar, ejecutar y
analizar acoplamientos de AutoDock y los cdlculos de superficie molecular del sitio activo
de los mapas de afinidad AutoGrid. Fue utilizado para preparar a la proteina, asi como la
parametrizacién del ligando para su cdlculo con AutoDock. Descargable desde
http://autodock.scripps.edu/resources/adt [111].

3.2.5 Autodock 4.2

AutoDock 4.2 (AD4) es un programa que calcula el acoplamiento molecular automatizado
con un algoritmo de busqueda especializada. Este programa calcula la energia de
interaccidn proteina ligando con métodos de mecanica molecular utilizando el campo de
fuerza AutoDock Force Field (ADFF) que contempla energias de interaccién de van der
Waals, puentes de hidrégeno, interacciones electroestaticas, desolvatacidon y entropia
torsional del ligando. Cada término que contempla su campo de fuerza tiene valor
especifico calculado mediante una funcién de puntuacién basado en un modelo de
regresion lineal lo que permite el calculo directo de la energia libre (AG). El andlisis de
regresion lineal usado por AD4 fue validado de forma cruzada con varios complejos de
proteinas con ligandos y confirmé que el error estandar es de alrededor de 2.5 kcal/mol.
Los resultados puede agruparlos de acuerdo la diferencia de posicion de sus atomos y segun
su minimo energético de interaccidén proteina ligando. Esta disefiado para predecir cdmo
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pequefias moléculas, tales como sustratos o candidatos a farmacos, se unen a la estructura
3D de una proteina. La paqueteria de AutoDock 4.2 incluye al programa AutoGrid.

Descargable desde http://autodock.scripps.edu/downloads/autodock-registration/autodock-4-2-
download-page/ [111, 122].

3.2.6 BioX 4.6

Biox es un programa de modelado molecular general capaz de disefiar moléculas, asignar
cargas parciales y refinar estructuras con el campo de fuerza Yeti. En esta tesis se utilizo
para asignar las cargas parciales de los ligandos resultantes del acoplamiento automatizado
e inspeccionar las estructuras para los refinamientos con el programa Yeti. Descargable
desde http://www.biograf.ch/index.php?id=software [135].

3.2.7 Yeti 8.3

Yeti es un programa de refinamiento de minimos energéticos que emplea a YetiFF. YetiFF
es una extension de AMBERFF que contemplan funciones metdlicas y esta parametrizado
para los metales Zn (Il), Co (II), Cu (II), Ca (1), Mg (l1), Ni (l1), Fe (Il) y Fe (lll) permitiendo la
simulacion de sus coordinaciones metdlicas (tetraédrica, cuadrada-plana, cuadrada
piramidal, trigonal bipiramidal y octaédrica), asi como su simetria, la transferencia de carga
dindmica de metal-ligando, su direccionalidad, preferencias de ligando, entre otras. Ademas
de las energias de enlace, angulo, diédricos, electroestaticas, van der Waals y puentes de
hidrégeno contemplados en el campo de fuerza AMBER; las contribuciones del campo de
fuerza Yetti permiten medir la energia aportada por el hierro del grupo hemo de los CYPs al
complejo formado por la enzima y su ligando. YetiFF incluye dos términos principales, uno
gue describe el comportamiento radial de las interacciones metal-ligando, el otro analiza la
primera esfera de ligando en el metal. Yeti es capaz de simular y calcular las interacciones
de distintas métalo-proteinas con sus ligandos y tiene la opcién de hacer el refinamiento
mediante la opcién induce fit.

Descargable desde http://www.biograf.ch/index.php?id=software [136, 121].
3.2.8 Sybyl FlexX

FlexX desarrollado por Sybyl es un método de acoplamiento flexible que usa el campo de
fuerza Tripos [137] para colocar los ligandos en el sitio activo. Es util para un ligando de
relativo poco volumen y una proteina con estructura tridimensional conocida. FlexX4 es
capaz de predecir con precision la geometria del complejo proteina-ligando de forma
automatizada y modificar la estructura del ligando y rotameros de los aminoacidos de la
proteina [114].
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3.2.9 NAMD

NAMD es un programa de libre acceso y descarga para realizar calculos de dinamica
molecular el cual estd instalado en el LNS de la BUAP. Se destaca por su eficiencia en
paralelizar calculos y se usa a menudo para simular grandes sistemas (millones de atomos).
Utiliza el campo de fuerza CHARMM [138]. En esta tesis se utilizd para realizar todos los
calculos de dindmica molecular. Aunque NAMD mide los cambios de posiciones de atomos
con respecto al tiempo, es indispensable calcular energias de interacciones atémicas para
conocer la fuerza y por tanto velocidad y direccidon de los d&tomos en célculos de DM. El
campo de fuerza CHARMM contempla términos para medir la energia de enlace, angulo,
diédricos, electroestaticas, van der Waals y el termino Urey-Bradley. Este ultimo término
modela la resonancia arménico en la distancia entre los atomos enlazados por enlace
covalente 1y 3 de algunos componentes; por ejemplo, en moléculas alifaticas. Este término
resultd ser importante para las deformaciones en el plano, asi como para separar los modos
de estiramiento de enlace simétrico y asimétrico.

Es descargable desde:
https://www.ks.uiuc.edu/Development/Download/download.cgi?PackageName=NAMD

3.2.10VMD

Es un programa de visualizacién y andlisis de sistemas moleculares de gran cantidad de
atomos. Fue utilizado para hacer la mayor parte del andlisis de dinamica molecular, las
imagenes de superposicién de estructuras y el cdlculo de los datos para las graficas de
RMSD, RMSF y distancias entre atomos [139].

3.2.11 Gaussian

Es un programa utilizado para realizar calculos ab-initio de mecanica cuantica. También esta
instalado en el LNS de la BUAP. El programa resuelve la ecuacion de Schrodinger molecular
basandose en la teoria de orbitales moleculares dadas las posiciones de los nucleos vy el
numero de electrones para proporcionar informacién util como densidades de electrones,
energias y otras propiedades del sistema. Este tipo de calculos no requiere pardmetros
puntuales de cargas parciales o tipos de dtomos para el célculo de energias de interaccién;
a diferencia de los programas basados en campos de fuerza. En esta tesis se utilizd para
realizar todos los célculos de mecanica cudntica [140].
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3.3 METODOS

Teniendo en cuenta la dificultad de simular el efecto que el ajuste inducido tiene sobre las enzimas
hepaticas CYP450 y su actividad metabdlica. Se utilizd6 una combinacién de técnicas de MM, DM vy
QM para evaluar los cambios conformacionales en la estructura proteica de estas enzimas. Las
técnicas basadas en MM y DM necesitan estar correctamente parametrizados para su
funcionamiento adecuado. Estas técnicas se basan en funciones de energia con distintos términos;
lo que hace que los resultados del cdlculo de energias de interaccion realizados con campos de
fuerza distintos sean dificiles de comparar. Cada dtomo que serd sometido a un calculo con estas
técnicas requiere los pardmetros correctos como cargas (absolutas en caso de iones o parciales en
caso de moléculas polares) o radio atdmico entre otras. Mediante el uso de estos métodos se evalué
como las posiciones iniciales de los atomos de las estructuras cristalinas afectan los célculos de esta
técnica. Las energias de afinidad de los complejos enzima sustrato se evaluaron mediante
simulaciones de acoplamiento molecular entre CYP2C9 y PPC (Sybyl FlexX, Autodock 4 y Yeti 8) [114,
136, 111]. Este proceso se compromete con el sexto enlace de coordinacién del hierro del grupo
hemo, cuyas transferencias de electrones no se pueden calcular de forma precisa utilizando ninguin
mecanismo molecular (algoritmos de acoplamiento molecular). Por lo tanto, se tratd por separado
mediante un enfoque ab-initio mediante el paquete de software Gaussian [111, 140, 137]. El efecto
del cambio estructural en la proteina debido a las interacciones intermoleculares se calculé por
métodos de dindmica molecular. Se utilizaron técnicas de dindmica molecular para calcular los
cambios estructurales que la membrana y el sustrato PPC provocan sobre CYP2C9. Para ello el
analisis de los resultados fueron analizados cuidadosamente con herramientas existentes y
comparadas con resultados experimentales observados y calculados con otros trabajos.

3.3.1 Seleccidn de estructuras cristalograficas

Después de una extensa revision bibliografica de las estructuras cristalinas (Tabla CYP3A4)
de los CYP humanos presentes en la base de datos de proteinas (PDB) [68], se decidid utilizar
dos estructuras de CYP3A4 con y sin sustrato en su cavidad, 1TQN y 3NXU respectivamente
[87, 72]. El trabajo cristalografico con el cédigo PDB 1TQN presenta una cadena Unica de
CYP3A4, sin mutaciones, sin sustrato en su sitio activo y solo la resolucion no estructural de
cuatro aminodcidos en un bucle que no pertenece al sitio activo (lazo G'-1, K282, E283, T284
y E285); a su vez, 3NXU presenta un homodimero, sin mutaciones, con el antiviral ritonavir
(RIT) como sustrato y aminodcidos no resueltos en posiciones similares a las de 17TQN. Cabe
sefialar que el cristal con el cddigo 1TQN tiene el bucle F-G movido hacia el interior de la
cavidad; mientras que 3NXU muestra el mismo bucle F-G y las cadenas laterales de los
aminodacidos de dicho bucle reubicados de tal manera que ritonavir puede acoplarse a su
sitio activo. Para este estudio, seleccionamos solo la cadena A en 3NXU; Para que los
resultados sean comparables.
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Las razones para elegir estas dos estructuras para este estudio fueron que 1) son trabajos
cristalograficos de diferentes grupos de investigadores, 2) tienen una resolucion similar de
alta calidad, 3) 3NXU utiliza el reemplazo molecular como un método para determinar su
estructura y tomaron 1TQN como modelo, 4) no presentan estructuras faltantes en su sitio
activo y se observa un claro desplazamiento de sus cadenas principal y lateral entre ellas.

A continuacidn se describe la creacidon de las posiciones iniciales de los dtomos de los
sistemas moleculares a evaluar la actividad de CYP2C9 con dinamica molecular. Se utilizé
como modelo proteico las posiciones iniciales del cristal 1R90. El cristal 1R90 presenta a la
enzima CYP2C9 en estado monomérico acoplada a su sustrato flurbiprofeno en geometria
de hidroxilacion; es decir, la enzima presenta una conformacién activa. Los sustratos
flurbiprofeno y glicerol fueron eliminados del cristal. No presenta mutaciones que
modifiquen su estructura secundaria o terciaria. Presenta un gap cristalografico en el asa F-
G en una zona no préxima del sitio activo entre los aminoacidos 1213-P221. La estructura
no resulta en el cristal fue modelada como un asa con la herramienta “Build Loop” del
programa SPDBV; la cual es capaz de generar asas de-novo teniendo dos aminoacidos como
ancla (fijos) a través de librerias de asas y usando GROMOS forcé field para optimizar la
geometria del asa recién creada.

3.3.2 Parametrizacion de ligandos

La parametrizacién de ligandos para el acoplamiento molecular fue realizada en varios
pasos. La geometria tridimensional fue obtenida de los cristales en donde fueron resueltas
por rayos —X con sus proteinas; excepto para PPC. La geometria de PPC fue generada a partir
de la estructura de SWF en el cristal de [141]. Los enantidmeros de PPC se generaron con el
programa Vega ZZ. Para los calculos con Yeti FF se requirié el calculo de cargas por Gasteiger
y el campo de fuerza AMBER con el programa BioX [142, 135, 143].

Ritonavir y Fenprocumén fueron parametrizados usando las herramientas de VMD
Molefacture [139]. Se tomé como marco de referencia la herramienta en linea PRODRG
[144] para elegir los tipos de atomos. A partir de eso se utilizaron las librerias de VMD para
elegir los parametros de enlaces covalentes de entre los atomos de la los ligandos. La
asignacion de cargas fue realizada con el calculo de cargas Gasteiger [142] con el programa
Vega ZZ. El archivo de parametros para los ligandos fue generado de forma manual con los
datos obtenidos de los célculos de dichos programas.

3.3.3 Acoplamiento molecular y refinamiento de complejos

Las estructuras de cristal se descargaron de PDB, su superposicion se realizé bajo Swiss PDB
Viewer y el acoplamiento manual se realizé bajo VEGA 7Z [68, 130, 132]. El acoplamiento

31



automatico se realizd mediante FlexX (Sybyl X) y Autodock 4 (herramientas MGL) [111, 112,
114, 145]. Las posturas finales se trataron con Yeti 8 y Biograf R [146, 121]. Se debe sefalar
que la decisidon de refinar los minimos locales de las geometrias finales radica en la
implementacion de los parametros especificos de Yeti para los grupos de hierro y hemo
(seccion de suplementos). Precisamente, constituye una extensién del campo de fuerza
AMBER [136]. Las estructuras cristalinas relacionadas de los complejos de enzimas ligando-
CYP (ligando cumarina con cddigo PDB: 1Z10 vy flurbiprofeno con cédigo PDB: 1R90) se
inspeccionaron y se evalud el acoplamiento posterior del ligando extraido para validar el
acoplamiento molecular ciego de PPC en CYP2A6 humano o CYP2C9 [65, 24].

Se utilizé un flujo de trabajo de nueve pasos para combinar poses acopladas manualmente
como posiciones de inicio para acoplamiento automatico por Autodock y refinamiento de
poses finales por Yeti 8 [111, 121]. Este esquema de trabajo ya se habia utilizado
anteriormente en el laboratorio. Ademas, se presenta un estudio tedrico del mecanismo de
reaccion entre el grupo hemo y el anillo aromatico, utilizando el método DFT-B3LYP. Se
propone un modelo del mecanismo general para esta reaccion en fase gaseosa usando
métodos ab-initio posteriormente al acoplamiento molecular para tener mayor precisién
en el cdlculo de energia de reaccion.

3.3.4 Parametrizacion de dindmica molecular

La evaluacion del ajuste inducido por dindmica molecular se llevé a cabo sobre los sistemas
descritos en la Tabla sistemas. Las simulaciones de DM se realizaron en una caja de agua
cubica con el modelo de agua TIP3P (1 nm) y se aplicaron las condiciones de los limites
periddicos en todas las direcciones. Los parametros para el grupo Fe del grupo hemo se
establecieron para mantener un oxigeno como ligando distal a 2,5 nm [24, 147, 99],
manteniendo una carga neutra entre Fe y oxigeno, +2 y -2 respectivamente. Los atomos del
grupo hemo junto con el oxigeno como ligando distal se fijaron en sus posiciones originales
para ser utilizados como una referencia posicional durante la dindmica. Hubo 100000 pasos
de minimizacién de energia de las coordenadas atémicas. Para equilibrar cada sistema, la
temperatura se incrementd de 0 K a 310 K gradualmente durante 0.25 ns. Los sistemas
balanceados se sometieron a 60 ns de produccion de dinamica molecular con un paso de
tiempo de 2 fs a temperatura y presién constante, 1 atm y 310 K. Se usé el software NAMD
con el campo de fuerza CHARMM?27 para llevar a cabo las corridas MD vy el equilibrio
descrito arriba [148].

Para el caso del sistema con membrana fue solvatado en una caja cubica de agua con el
modelo de agua TIP3P (1nm) y las condiciones de frontera periddica fueron aplicadas en
todas direcciones. Los parametros del grupo hemo fueron los estandar del CHARMM force
field con un ligera modificacién para mantener a un oxigeno como ligando distal a 2.5 nm,
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manteniendo una carga neutra entre el Fe y el oxigeno, +2 y -2 respectivamente. Se
realizaron 100000 pasos de minimizacion energética de las coordenadas atdmicas. Los
sistemas sin membrana fueron equilibrados aumentando la temperatura de 0 K a 310 K
gradualmente durante 0.25 ns. Los sistemas equilibrados fueron sometidos a 100 ns de
produccién de dinamica molecular con un paso de tiempo de 2 fs a presiéon y temperatura
constante, 1 atm y 310 K. Se usé el programa NAMD para llevar a cabo las corridas de DM
y el equilibramiento previo [28]. El equilibramiento de sistemas con membrana varia de los
que no la poseen. Al sistema que contiene membrana se aplicé un equilibramiento segun
el protocolo de [149].

3.3.5 Sistemas de CYP3A4 para evaluacion del ajuste inducido

A continuacidn, se describe la creacion de las posiciones iniciales de los atomos de los cuatro
sistemas. Se abrevia + RIT para denominar la presencia de ritonavir en el sitio activo,
independientemente de si se observé mediante rayos X o modelado. Se abrevia -L en caso
de que las enzimas no tengan sustrato, para distinguir formalmente la ausencia.

Dos geometrias de inicio se determinaron experimentalmente y se tomaron como modelos
de entrada sin cambios: (i) la cadena A del 3NXU ligado [3NXU RIT] y (ii) el 1TQN sin sustrato
[1ITQN-L]. En contraste, se generaron dos geometrias de inicio mds para complementar el
estudio de manera sistematica: (iii) el ligando ritonavir del crsital con cddigo PDB 3NXU se
agrego a la estructura cristalina de 1TQN no ligada [ITQN+RIT] y (iv) el ligando ritonavir se
retird a la estructura cristalina del complejo ligado 3NXU [3NXU-L] (Tabla Sistemas).

Tabla Sistemas: Modelos moleculares tridimensionales creados para estudiar los cambios conformacionales
(ajuste inducido) de la enzima CYP3A4.

Complejo enzima-sustrato Enzima sin sustrato
Codigo PDB: 3NXU, receptor Codigo PDB: 1TQN, receptor sin
. ligando, el ligando es ritonavir: ligando:
X
Sistemas observados (rayos X) (i) 3NXU+RIT (i) 1TQN-L
Sistemas Modelados (iii) I”TQN+RIT (iv) 3NXU-L

El Sistema (iii) 17TQN + RIT se modeld a partir de la superposicion (alineacion tridimensional)
de las estructuras de proteinas de los cristales 1TQN (sin sustrato) y 3NXU (con RIT en su
sitio activo). Una vez superpuestas las estructuras, solo se eliminé la proteina 3NXU dejando
el sustrato RIT en la cavidad 1TQN.
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3.3.6 Generacion de sistemas de CYP2C9 y CYP3A4 para evaluacion de la
actividad sobre fenprocumaén

Las posiciones atdmicas de la proteina del cristal 1R90 fueron utilizadas para generar cuatro
sistemas a evaluar por DM. Se abrevia +PPC para denominar la presencia de fenprocumén
en el sitio activo. Se abrevia —L en caso que las enzimas no presenten sustrato, para
distinguir formalmente su ausencia. Modelo “CYP2C9-L”: Unicamente presenta a la proteina
CYP2C9 del cristal 1R90 con el asa modelada con “Build Loop”. Modelo “ "
Fenprocumon fue acoplado (PPC) a la proteina CYP2C9 del cristal 1R90 siguiendo la
metodologia de [55]. Debe destacarse que los dos sistemas anteriores no presentaban
membrana. El objetivo de estos dos sistemas es medir los cambios estructurales que sufre
la enzima CYP2C9 provocados por el acoplamiento del sustrato en la cavidad; y no el
provocado por la membrana, de esta manera pueden ser usados a manera de control.

La abreviatura +Mem y —Mem representa la presencia y ausencia de membrana en el
modelo simulado, respectivamente. Los sistemas “CYP2C9-Mem” y “CYP2C9+Mem” fueron
modelados a partir del modelo “CYP2C9-L”. A ambos modelos se les agregaron once
moléculas de PPC fuera de la cavidad de forma aleatoria a una distancia no mayor a 10 A de
la proteina. Los dos sistemas presentaron las mismas coordenadas iniciales de sus atomos.
Para que la proteina pudiera estar anclada a la membrana fue necesario modelar el asa de
anclaje con la herramienta “Build Structure” del programa Chimera y modelado segun el
modelo de [22, 134]. El modelo de la membrana fue generado con la herramienta
“Membrane Builder” del programa VMD y anclando la proteina a la membrana [22].

Adicionalmente a los sistemas de CYP2C9 con PPC, se generd el sistemas CYP3A4+PPC. El
objetivo de este sistema es tener un control de los datos de la frecuencia que un SoM de
PPC se coloca en geometria de hidroxilacion. Se pretende simular los patrones de
hidroxilacion medidos experimentalmente de CYP3A4 sobre PPC [33]. La estructura
proteica fue tomada del cristal de CYP3A4 sin sustrato en el sitio activo (codigo PDB: 1TQN)
[87]. Bajo el supuesto que la estructura del sitio activo de los CYPs es modificada por la
presencia de su sustrato; era necesario utilizar una estructura proteica acoplada a un
sustrato con dimensiones similares a las de PPC, al no encontrar un cristal de CYP3A4 con
un sustrato ideal se optd por utilizar la estructura de CYP3A4 sin sustrato. Los sustrato co-
cristalizados con CYP3A4 eran demasiado grandes, y seria dificil un modelo aproximado de
CYP3A4+PPC.

3.3.7 Descriptores y quimiometria para la evaluacion de ajuste inducido.

Las simulaciones de MD estudiaron si las geometrias de los complejos ligados o no ligados
cambian durante el tiempo de simulacidn. Si el modelo conserva o cambia su estructura

34



general se puede medir como RMSD comparando las geometrias de los cristales con las
geometrias de ejecucidn para los complejos ligandos y no ligados. El RMSD se define como

2 [Biegome 87 N Y .
, donde 6i es la distancia entre el atomo i y el &tomo de referencia. El RMSD
Natoms
también puede medir el movimiento cuando se compara cada atomo de cada tiempo de
trama de una estructura en una simulacion de MD con las posiciones promedio de los
atomos de si misma; un mayor valor calculado de RMSD significa que la estructura se mueve
mas, la estructura de la proteina tiene mas diferencias geométricas entre los marcos de
tiempo [150]. Usando las herramientas computacionales existentes, es posible medir
descriptores del sitio activo que nos permiten correlacionar el efecto del ajuste inducido
con su actividad bioldgica. El software VMD se utilizé para calcular estas mediciones entre

los sistemas [139].
3.3.8 Analisis de resultados de ajuste inducido.

Una vez que las simulaciones se realizaron mediante dindmica molecular, se esperaba que
los sistemas moleculares en complejos (i) y (iii) (complejo enzima-sustrato) tuvieran
mayores similitudes estructurales con la estructura de cristal de PDB 3NXU; es decir, RMSD
inferior cuando se usa como referencia el cristal original de CYP3A4 con ritonavir en su sitio
activo. A su vez, también se esperaba que ambos modelos tuvieran menos movimiento en
sus cadenas laterales (menor RMSD en comparacion con ellos mismos). Los sistemas
moleculares sin sustrato tendrian que tener mayores similitudes estructurales con la
estructura cristalina PDB 1TQN; un RMSD inferior cuando se usa como modelo de referencia
para el cristal original de CYP3A4 sin sustrato en su sitio activo. Ademas, los sistemas (ii) y
(iv) deberian tener una mayor movilidad en sus cadenas laterales (mayor RMSD cuando
estan en contra de ellos mismos). Las interpretaciones de estos resultados se muestran en
la Tabla interpretacion.

Tabla interpretacion. Las cuatro simulaciones de MD y su resultado esperado en términos de geometrias
finales. Las posiciones iniciales estdn relacionadas con la Tabla Sistemas. Comparacion de las estructuras de
proteinas de los cuatro sistemas después de la ejecucion de MD con las estructuras de proteinas originales de
los cristales informados en PDB 1TQN y 3NXU

Tipo de modelo Geometria inicial Geometria similar con el Interpretacion
3D (Sistema) PDB

Enzima-sustrato (iii) A”TQN+RIT 3NXU Ajuste inducido
Enzima-sustrato (iii) I”TQN+RIT 1TQN Sin ajuste inducido
Enzima-sustrato (i) BNXU+RIT 1TQN Sin ajuste inducido
Enzima-sustrato (i) BNXU+RIT 3NXU Ajuste inducido
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Enzima sin (iv) 3NXU-L 1TQN Ajuste inducido
sustrato

Enzima sin (iv) 3NXU-L 3NXU Sin ajuste inducido
sustrato

Enzima sin (ii) 17TQN-L 3NXU Sin ajuste inducido
sustrato

Enzima sin (i) 1TQN-L 1TQN Ajuste inducido
sustrato

Este analisis no refleja qué sistemas moleculares tienen mayor similitud en el movimiento
de los atomos de proteina. Por esta razén, decidimos comparar el RMSD entre cada uno de
los cuatro sistemas moleculares. Para poder verificar y medir el ajuste inducido, los sistemas
moleculares con ritonavir y sin ritonavir deben presentar mayores similitudes entre si.

La metodologia de este estudio permite evaluar y calcular el efecto que el sustrato tiene
sobre la flexibilidad estructural del CYP3A4. Ademads, permite evaluar el efecto de las
posiciones iniciales de los atomos de cristal en este tipo de trabajos computacionales (MD)
de una manera objetiva y sistematica; asi como, para probar el efecto de los cambios
conformacionales y el ajuste inducido en la actividad de estas enzimas.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

Trabajos anteriores con datos experimentales de analisis de espectrometria de masas
acoplada a cristal liqguido mostraron metabolitos de fenprocumdn nunca antes reportados
para CYP2C9 [53]. Hasta antes del presente trabajo, habia sido imposible el modelamiento
correcto del acoplamiento de PPC en CYP2C9 que produjera el metabolito 2°-OH-PPC.

Sobre la base de lo que se conoce hasta la fecha y no haber sido documentado
explicitamente en la literatura, surge la necesidad de estudiar y evaluar sistematicamente
el efecto que las posiciones iniciales de los &tomos en los modelos computacionales de MD
tienen en el ajuste inducido; y, en consecuencia, el efecto que tiene sobre la actividad de
las enzimas de la superfamilia de CYPs.

La siguiente parte del estudio muestra los resultados de nuevos calculos de acoplamiento
molecular, refinamiento ab-initio y cdlculos de dindmica molecular que permitieron el
estudio y modelado de 2°-OH-PPC. Ademas se muestra la evaluacion sistematica del efecto
de ajuste inducido en sistemas CYP por dinamica molecular.

4.1 MODELADO DE SITIOS DE METABOLISMO DE FENPROCOMON

Se abordé la problematica de los SoMs reportados para PPC mediante la combinacion de
varias técnicas in-silico. Acoplamiento molecular basado en MM vy refinamiento de los
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complejos por QM. DM para buscar nuevas conformaciones proteicas no reportadas en
cristales.

4.1.1 Acoplamiento molecular y refinamiento de complejos

Antes del acoplamiento, se requeria la identificacion de geometrias adecuadas que fueran
susceptibles de formalismos de mecanica molecular dictados por enlaces predefinidos y
tipos de atomos, sus geometrias, fuerzas y cargas sin movimientos de electrones sino
electrostdticos. Este prerrequisito propuesto podria no haberse cumplido siempre en la
literatura (Tabla Trabajos Docking). Muchos autores ni siquiera mencionan si el resto de
oxigeno reactivo estaba presente o no, por no mencionar su unién al hierro o al sustrato.
En el presente caso de metabolismo de la monoxigenasa, la geometria tetraédrica del
sustrato intermedio en el sitio de (mono) oxigenacién se generd mediante un estado hibrido
sp3 para reflejar el estado activado del alifatico (10-OH-PPC) o aromético (6-OH-PPC, 7-OH-
PPC, 2'-OH-PPC y 4'-OH-PPC) bajo ataque catalitico por un resto de oxigeno y un cation de
hierro-monoxigeno del radical IV.

Para analizar las tendencias electrénicas y geométricas utilizadas como geometrias de inicio
(input de acoplamiento molecular, input docking) de los ligandos para los estudios de
acoplamiento molecular, se estudié la mecanica de reaccion mediante un enfoque de la
mecanica cudntica. Las estructuras de los reactivos, estados de transicion y productos
fueron optimizados. Para este fin, solo se utilizaron partes funcionales de las entidades
moleculares mas grandes, de modo que los fragmentos eran susceptibles de tratamientos
"ab-initio". Para realizar los célculos se utilizé un funcional hibrido-GGA, llamado B3LYP. Las
funciones hibridas combinan energias de intercambio calculadas en un enfoque exacto
(similar a Hartree-Fock) con las obtenidas a partir de métodos DFT para mejorar el
desempefiio de la tarea. Se han realizado varios analisis sobre la evaluacidn del rendimiento
de B3LYP para interacciones en biomoléculas y agrupaciones que confirman la precisién de
este método [151, 152, 153].

La optimizacion para el presente estudio mecanico cuantico se realizé al nivel B3LYP
utilizando el conjunto de bases 6-31G aplicado a los dtomos de C, H, O y N [154]. Se usd un
potencial de nucleo efectivo relativista (ECP) en el dtomo de Fe para reemplazar los
electrones del nucleo interno, manteniendo los electrones del nlcleo externo. Ademas, los
calculos de frecuencia armdnica y las energias vibratorias de punto cero (ZPE) se calcularon
en 298.15 K sin considerar ningun factor de escala utilizando el mismo nivel de teoria [155].
Las energias libres (G) de los reactivos, intermedios, estados de transicidon y productos se
obtuvieron mediante la ecuacidn G=Eia+ZPE-TS, donde Eiwotal €s la energia total de la
especie, T es la temperatura en Kelvin y S es la entropia. Todos los calculos se realizaron
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utilizando el programa Gaussian09 [140]. Las estructuras de geometrias optimizadas se
visualizaron utilizando la aplicacion grafica GaussView 5.0.8 [156].

La estructura y la energia electrénica del sistema hierro-porfirina (FeP) se calcularon en fase
gaseosa. Se evaluaron las geometrias optimizadas para tres estados de oxidacion (Fe Il, Fe
lll'y Fe IV) y diferentes multiplicidades de hierro (Tabla Eabinitio). De acuerdo con los
resultados obtenidos, la especie mas estable corresponde a 3Fe Il. La siguiente tendencia en
energias relativas, en kcal mol-1, se observa desde esta estructura: Fe Il < °Fe Il < *Fe lll <
2Fe Il < ®Fe Il < °Fe IV < Fe IV < 3Fe IV. Se encuentra un valor de 12 kcal mol™ entre la
especie mas estable y 'Fe Il, mientras que para 3Fe IV la energia relativa es de 737.75 kcal
mol-1. Los resultados de las densidades de carga de Mulliken también se calcularon
utilizando el método B3LYP.

Tabla Eabinitio. Energias relativas con respecto al estado fundamental (E relativa) en kcal/mol pardmetros
geométricos optimizados (Fe-Np) en A y Mulliken cargas atémicas de los dtomos de Fe y Ne correspondientes
al estado de espin mds bajo de Fe (1) P, Fe (Ill) P y Fe (IV) P a nivel B3LYP/6-31G mds el conjunto de bases
Land2DZ se usaron para el dtomo de Fe (solo 10 electrones internos centrales se describieron con el
pseudopotencial Land2DZ)

Fe(ll)P
Triplete Singlet Quintete
Energia relativa 0.00 12.88 17.14
Distancia Fe-N; (A) 2.01 1.99 1.97
Fe(ll) 0.738 0.737 0.971
Np -0.655 -0.621 -0.710
Fe(ln)p
Cuartete Doblete Sextete
Energia relativa 321.46 326.63 333.62
Distancia Fe-N; (A) 1.98 1.97 1.98
Fe(11) 1.028 1.026 1.013
Np -0.703 -0.706 -0.701
Fe(IV)P
Quintente Singlet Triplete
Energia relativa 721.87 737.29 737.75
Distancia Fe-Np (A) 1.96 1.99 1.99
Fe(IV) 1.065 0.857 1.064
Np -0.696 -0.615 -0.695

Se encontrd una interesante correlacién entre la carga y el enlace interatémico del hierroy
los nitrégenos de los anillos de la porfirina (Fe-Np). Cuando existe una carga mayor en el
sistema, se obtiene un enlace interatdémico decreciente Fe-Np. Las cargas atdmicas de
Mulliken muestran en todos los casos que el atomo de hierro tiene una carga positiva,
mientras que la carga en el atomo de nitrégeno es negativa. Estos resultados demuestran
gue cuando el dtomo de hierro cambia de Fe Il a Fe IV (carga principal en el sistema), la
carga es mayor en el atomo de hierro. Entonces, el &tomo de nitrégeno tiene un valor de
carga negativa maxima cercana a -0.710 en el estado quintuplet de FellP. La carga positiva

38



maxima se obtiene para el Fe en el estado quintupleto de Fe(IV)P, cuya distancia Fe-Np
corresponde al pequefiio valor encontrado, que muestra la relacidn carga-distancia para los
diferentes sistemas estudiados en este trabajo. Los resultados tedéricos obtenidos aqui
concuerdan con los resultados experimentales de estado sélido y los calculos tedricos
previos obtenidos por el nivel de teoria BLYP/DPN [156, 157].

Con respecto al mecanismo de reaccion, los perfiles de superficie de energia potencial
(Potential Energy Surface, PES) evaluaron las geometrias de los minimos de energia,
intermedios y de estado de transicion. Se encontraron tres estados de transicidn principales
(TS-3, TS-7a y TS-7b) para la segunda etapa del mecanismo de hidroxilacién (Figura
estados). En esa etapa, el resto de benceno comenzd su aproximacion y el complejo de
hierro formé un intermedio (Figura Geometria). El estado de transicién llamado TS-3
mostrd una energia libre de activacion de -157.7042 kcal mol™* que se encuentra bastante
por encima del valor del intermedio MS-5. Luego se formé el complejo hierro-porfirina-O-
fenilo (MS-6) con una energia libre de -157.7080 kcal mol™ (Figuras estados y Figura Grafica
ab-initio). En esta etapa, alrededor de -0.0038 kcal mol™? se administraron en la formacién
del complejo, todo lo cual reflejé la factibilidad de formar este complejo como un
intermedio (Figura Geometria). Antes de nuestro trabajo, se habian observado
experimentalmente dos formas de producir el compuesto final (Figura Geometria) [18].
Ambos fueron susceptibles de modelar la simulacidon durante el tercer paso: la migracion
del dtomo de Deuterio (d&tomo D que reemplaza al &tomo H para observar el cambio de NIH)
entre dos atomos de carbono en ambos casos permite las formaciones complejas MS-7a asi
como MS-7b. La migracién se produce a través de la formacién TS-7b, con una energia libre
de activacion de -157.6596 kcal mol™ a expensas de -0.0484 kcal mol™.

Una vez que se ha logrado la migracidn, el producto alcohdlico final se puede obtener del
TS-7a, con una energia libre de activacién de -0.019 kcal mol?, lo que se encuentra bastante
por debajo del nivel de energia del TS-7b con un consumo de energia de -0.0299 kcal mol -
1. Para este ultimo paso de la formacion del producto, se calculé un intermedio plausible
mecanicamente (MS-7a) y se evalud su energia de formacién por debajo del intermedio
(MS-5): -157.7206 kcal mol-1, que refleja la liberacion de energia de 0.0887 kcal mol- 1.
Todos los valores de las energias libres de formaciéon y activaciéon se calcularon vy
compararon en relacion con el estado fundamental (Tabla Eabinitio). Las geometrias
respectivas se tienen en cuenta para formular las geometrias discretas (Figura Geometria).
La Figura Geometria muestra las estructuras minimas y de estado de transicién. Se
encontraron tres estados de transicion principales (TS-3, TS-7a y TS-7b) en el segundo paso
del mecanismo. En este paso, el proceso biomolecular comienza con el enfoque de la
molécula de benceno y el complejo FePO, formando el intermedio (MS-5). El estado de
transicion TS-3 (Figura Grafica ab-initio) mostré una energia libre de activaciéon de -
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157.7042 kcal - molt, mientras que el complejo hierro-porfirina-O-fenilo (MS-6 en la Figura
Grafica ab-initio) se modeld para evaluar la energia libre de 157 kcal.mol-1. La formacidn
del complejo MS-7b se obtiene a partir del estado de transicidn TS-7b, con una energia libre
de activacién de -157.6596 kcal.mol-1. Por otro lado, la formacion de alcohol puede
obtenerse a partir del TS-7a, con una energia libre de activacién de -0.019 kcal - mol* por
debajo de TS-7b (Figura estados). En este Ultimo proceso, se calcula un posible intermedio
(MS-7a), con una energia de formacién de -157.7206 kcal mol-1. Los valores de las energias
libres de formacién y activacidn se muestran en la Tabla Termoabinito. Las geometrias
respectivas se representan en (Figura Geometria y Figura Grafica ab-initio). Las geometrias
discretas se muestran en la Figura Geometria.

Tabla Termoabinito. Propiedades termodindmicas (AG y AG #) en kcal/mol y frecuencias imaginarias (u) en
cm de las estructuras en la trayectoria de reaccion calculadas a 298.15 K

Estructuras AG AGH v
MS-5 -157.7336
TS-3 -157.7042 337.15i
MS-6 -157.7080
TS-7b -157.6596 2097.50i
TS-7a -157.6781 211.94i
MS-7a -157.7206
MS-7b -157.7483
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Figura estados. El sustrato (S) con su anillo aromdtico se acerca al sitio catalitico con el grupo hemo para

formar un estado de transicion tetraédrica (2). Se forma un complejo de coordinacion ternario y abarca el
hemo hierro IV y el resto de oxigeno activado que a su vez estd unido a un dtomo de carbono hibrido sp3
(TS-3). Son posibles dos vias de reaccion (TS-7a y TS-7b) el metabolito hidroxilado [18). El mecanismo se
conoce como "cambio de NIH", es decir, un dtomo de hidrégeno se reemplaza por deuterio (D) para reflejar
el cambio de dtomo. Las poses ligadas acopladas adoptaron una geometria hibrida sp3 del dtomo de
carbono atacado para simular el estado de transicion de reaccion en el producto (4)
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Figura Geometria. Perfil de superficie de energia potencial para la reaccion. Las estructuras de minimos
y estados de transicion se indican de acuerdo con la Figura Grafica ab-initio

-157.64

TS-7b

1

-157.66

-157.68

-157.70 -

AG (kcal/mol)

-157.72

-157.74 -

MS-7b

-157.76

Figura Grafica ab-initio. Minimo (MS-n) y estructuras de estado de transicion (TS-n) ubicadas en la
superficie potencial para la reaccion catalitica Figura Geometria

A partir de la estructura (MS-5), se propone la formacién de un estado de transicién
tetraédrica (TS-3) para obtener el intermediario (MS-6). Este intermediario tiene la
estructura similar a un complejo catidnico radical ternario formado por un atomo de
carbono central con hibridacién sp3 temporal: un tipo de oxigeno reactivo y el catién del
hierro como catalizador con carga +lII (Felll) en el lado del grupo hemo. El segundo paso de
la reaccidn es la posible formacion de dos especies (MS-7a y MS-7b): una corresponde a la
formaciéon de un grupo epdxido y otra de un grupo ceto, ambas de sus respectivas
estructuras de un estado de transicién (TS-7a y TS-7b, respectivamente). Estas ultimas
especies estan completamente dominadas por la influencia electrdnica para estabilizar los
intermediarios correspondientes (MS-7a y MS-7b). Finalmente, en el caso de que el alcohol
solo esté involucrado como producto final (4), un &tomo de hidrégeno fue reemplazado por
deuterio (D) para analizar el mecanismo conocido como "NJIH-shift"; cuyo producto final es
de interés en este estudio para la simulacién de acoplamiento molecular [18].
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Independientemente de las sutiles diferencias cuanticas entre ambas geometrias de
reaccion, el complejo tenario tetraédrico anteriormente mencionado constituye el punto
de partida en comun para ambos. Por lo tanto, esa configuracién se elige como un punto
final estatico del acoplamiento molecular y como un estado de transicién (TS) predefinido
para los célculos ab-initio.

Se realizé el estudio ab-initio para generar posibles estados de transicion mediante
mecanica cuantica. Si bien, no se encuentra dentro del alcance de este estudio evaluar la
literatura existente sobre el acoplamiento de enzimas con un grupo hemo, este estudio
explora las cuatro opciones para formular las geometrias de inicio de acoplamiento para
reflejar el ciclo catalitico tanto en mecanica molecular, nivel que define tipos de atomos
adecuados, como en el nivel de la mecanica cudntica (Figura opciones).

Figura opciones: las cuatro opciones (a-d) de posibles geometrias moleculares y los tipos de dtomos
necesarios para formular la entrada para el acoplamiento molecular. Mientras que las opcionesa y b
tienen un anillo aromdtico intacto con hibridacidn sp? y tipos de enlace aromadtico, las opciones c y d
operan en un dtomo de carbono con hibridacién sp? en la geometria del enlace tetraédrico. La opcidn
d evita la necesidad de reemplazar una coordinacion (indefinida) con un enlace covalente
(parametrizado) y resultados superiores comprobados durante el acoplamiento.
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Los parametros estructurales calculados de los complejos se presentan en la Tabla
Geometriasabinitio. El promedio de los enlaces interatdmicos Fe-N, en los complejos es de
2.01 A, mientras que la distancia interatémica Fe-O para los dos complejos TS-7b y MS-7b
es 4.18 y 3.54 A, respectivamente. Se observé un cambio importante en la distancia Fe-O
en la formacidn de acetona con respecto a la formacidn de alcohol. Este hallazgo calculado
refleja la probabilidad/viabilidad de la formacién del complejo en relaciéon con el grupo ceto
durante la reaccion. Estas geometrias ab initio estan en linea con las geometrias de campo
de fuerza preseleccionadas con tipos de &tomos incorporados (Figura Opciones).

Tabla Geometriasabinitio. Pardmetros geométricos seleccionados de los estados minimos y de transicion
optimizados con B3LYP / 6-31G mds el LanIDZ (longitudes de enlace en A y dngulos en grados)

Estructuras Fe-Np Fe-O £NpFeO
TS-3 2.03 1.92 105.0
MS-6 2.01 1.77 103.6
TS-7a 2.02 1.97 87.7
TS-7b 2.00 4.18 97.8
MS-7a 2.01 2.03 88.8
MS-7b 2.01 3.54 74.5

Se realizaron los calculos de acoplamiento molecular con las cuatro opciones de las
geometrias de inicio. Las soluciones de acoplamiento molecular mejor clasificadas se
extrajeron de los grupos de 2.5 A RMSD para el refinamiento de la energia de interaccion.
Los complejos acoplados se refinaron bajo el campo de fuerza Yeti; el cual es una extension
AMBER e incluye parametros paraion Fe Il y hemo [121]. De este modo, todas las posturas
finales obtuvieron una configuracién octaédrica natural y se clasificaron en Yeti 8 [121, 102].
Posteriormente, se realizo la inspeccion y evaluacion de las posturas finales. Las soluciones
de acoplamiento molecular aceptadas se compararon con las geometrias de unién
observadas en las estructuras cristalinas del complejo CYP P450 del alcanfor hidroxilado [99,
147]. La estructura de rayos X de CYP2A6 con cumarina co-cristalizada se usé como otra
plantilla 3D; ya que esta revela las geometrias entre el sustrato y el sistema hemo-oxigeno
(cédigos PDB: 1710, 2CPP y 3CPP) [99, 147, 65]. Se midieron las geometrias de coordinacién:
distancias de atomos de Fe-O-C, angulo de Fe-O-C y angulos diédricos entre el grupo hemo
y los ligandos acoplados [101].

El patrén de hidroxilacién de los metabolitos principales [53, 45, 33] se reprodujo con éxito,
excepto para el C2° por impedimento estérico. Esta es una sugerencia para cambiar las
cadenas laterales o la cadena principal (ajuste inducido) que no se pueden manejar
adecuadamente mediante procedimientos rigidos de acoplamiento de proteinas (Tabla
DockE) [53]. Como fuente de los choques estéricos, identificamos Val113, Leu365 y Thr301
en CYP2C9 (codigo PDB: 1R90, resolucién 2 A, valor de R 0.2) [24]. Para evitar malos
sustratos: contactos de enzimas (choques) se seleccionaron nuevas conformaciones para
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sus cadenas laterales de una biblioteca de rotdmeros para permitir la hidroxilacién en C2’
[130, 158]. Dado que no se ha dilucidado ninguna estructura cristalina de CYP2C9-PPC,
simulamos el ajuste inducido faltante por los cambios del rotdmero (Vall13, Leu365 vy
Thr301). De esta manera, la hidroxilaciéon de PPC en C2" fue exitosa. La comprensién de los
requisitos estéricos como las fuerzas motrices esenciales para la formacién del complejo
CYP-sustrato se mejoro.

Tabla DockE: Listado de soluciones de acoplamiento en el sitio catalitico. La primera columna se refiere a las
cuatro opciones (a d) de posibles geometrias moleculares (Figura opciones). Se accedié al sitio de
hidroxilacion a través del octavador de oxigeno-hierro (Ill) -heme-Cys435. "No" implica los cambios
espaciales necesarios que reflejan el ajuste inducido, por ejemplo, las rotaciones de la cadena lateral en
Vall13, Leu365 y Thr301 hicieron que la posicion 2 'fuera accesible a la hidroxilacion [158].

PPC2’ Total E Electrostatica VdW Puentes H Metal Total E menos Metal
[Kcal/mol] [Kcal/mol] [Kcal/mol]  [Kcal/mol]  [Kcal/mol] [Kcal/mol]

a -9 -1 -8 -0.1 0 -9
c -9.5 -1.5 -8 -0.1 0 -9.5
d -20 -0.01 -7 0 -13 -7
b -19 -4 -1 -0.1 -13 -6
PPC4’

a -7 0.2 -7 0 0 -7
c -7 -0.1 -7 0 0 -7
d -30 -7 -6 0 -16 -14
b -29 -8 -6 -0.3 -15 -14
PPC6

a -3 1 -3 -0.002 0 -3
C -3 -0.1 -3 -0.002 0 -3
d -24 -5 -4 -0.004 -16 -8
b -41 -18 -6 -2 -27 -14
PPC7

a -0.7 1 -1 -0.003 0 -0.7
c -7 -0.002 -7 -0.001 0 -7
d -37 -10 -2 0 -26 -11
b -34 -14 6 -0.01 -26 -8
FLP

a -31 -18 -9 -5 0 -31
C -31 -18 -9 -5 0 -31
d -48 -25 -7 -3 -14 -34
b -41 -24 -3 -2 -12 -29

La evidencia espectroscépica de masas proporciona una fuerte indicacién de que el anillo
fenilo de PPC estd hidroxilado en la posicién 2' [53]. Sin embargo, no existe ninglin complejo
cristalino de CYP2C9 con PPC. Por tal motivo, se utilizé a la WFN estructuralmente
relacionada con PPCy co-cristalizada con un tipo mutante CYP2C9 (cédigo PDB: 10G5) [141,
69]. Se procedio a estudiar también a WFN en el sitio activo de CYP2C9. Con el sitio catalitico
cerca de las cadenas laterales mutadas, el impedimento estérico causé el desplazamiento
del sustrato mas lejos del grupo hemo. Finalmente, las poses refinadas de Yeti se
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encontraron plausibles en comparacion con los complejos de cristales relacionados [24, 99,
147, 69, 141, 61, 62, 58]. En el caso de 2’-OH-PPC, encontramos sugerencias de ajuste
inducido que reflejan conformaciones distintas a las estructuras de cristal disponibles.
Posteriormente, se compararon los datos cromatograficos observados con las afinidades
calculadas para la correlacién entre la cantidad (AUC) y las energias potenciales de las poses
acopladas (Tabla DockE) (Figura 2 en [53]).

Las posturas del acoplamiento molecular finales mostraron una orientaciéon de ligando
similar a la estructura cristalina del flurbiprofeno con una semejanza significativa con las
caracteristicas estructurales del PPC (flurbiprofeno, cédigo PDB: 1R90) [53, 54, 24]. Después
de comparar sus estructuras, realizamos el acoplamiento molecular automatizado para
evaluar qué paso del ciclo catalitico es adecuado como la postura final (paso final del
acoplamiento), y como trabajar esta interaccién enzima-sustrato en el formalismo de la
mecdanica molecular para Autodock 4 y Yeti 8. Dado que no se ha dilucidado ninguna
estructura cristalina de PPC-CYP2C9, simulamos el ajuste inducido faltante por los cambios
del rotdmero los aminoacidos Val113, Leu365 y Thr301. De esta manera, la hidroxilacion
de PPC en C2’ fue exitosa. Este hallazgo extiende el patrén conocido de metabolismo que
resumimos en el capitulo de introduccién.

El enfoque de la mecdnica molecular con tipos de dtomos predefinidos y configuraciones
electrénicas, asi como la mecdnica cuantica con descripciones electrdnicas elaboradas y
flexibles, reflejé los datos experimentales sobre las selectividades de sustrato o region de
miembros seleccionados de la familia CYP. Sin embargo, como una suposiciéon hecha en
silencio, se ha asumido que el vestibulo externo de las proteinas CYP con la superficie
cercana de las membranas del reticulo endoplasmatico también puede contribuir a la
regioselectividad. Otra limitacidn se encontré en el complejo cristalino de warfarina-CYP2C9
en el que el ligando no estaba directamente unido al sitio catalitico, sino que estaba
desplazado. La enzima no muestra el tipo salvaje sino un tipo de mutacién. Por lo tanto, el
desplazamiento del ligando se puede atribuir a esos aminoacidos mutados y la posicion del
ligando se calificd como un artefacto [141].

4.2 SIMULACION DE AJUSTE INDUCIDO PARA EL CITOCROMO P450 3A4 BASADO
EN OBSERVACIONES EXPERIMENTALES.

El RMSD entre el par de estructuras cristalinas iniciales (codigos PDB 1TQN y 3NXU) se midio
como el paso inicial. El posible efecto del ajuste inducido entre ambas estructuras
cristalograficas de la enzima CYP3A4 podria usarse como control. La Tabla RMSDControl
muestra los resultados del cdlculo entre estas estructuras proteicas en dos regiones
diferentes de la proteina; una regidon contempla toda la proteina y la otra solo al asa F-G,
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que es una parte fundamental del sitio activo de la enzima CYP3A4. El calculo de RMSD se
realizd para los &tomos pertenecientes a la cadena principal. Para este estudio, la region del
sitio activo se definié del aminoacido H54 al F60, de la S100 al E122, del T207 a la P218, de
1238 a E244, de V296 a S311 y de la F367 a la R375.

Tabla RMSDControl. El valor computado de la distancia cuadrada media de la raiz (RMSD, en A) entre las
estructuras cristalinas originales de PDB 1TQN [87] y 3NXU [72] que comparan la proteina completa y solo la
region correspondiente al sitio activo. El cdlculo de ambas regiones tuvo en cuenta los dtomos
correspondientes a la cadena principal y mds tarde a los dtomos que no eran hidrdgenos.

Regién comparada Valor RMSD (A)
1.6

Proteina completa

Sitio activo 3.8

La Tabla RMSDControl muestra cémo los valores de RMSD entre los modelos 17TQN y 3NXU
son mayores en la regién del sitio activo; lo que significa que aunque son la misma enzima,
y que 3NXU se basa en 1TQN, las principales diferencias estructurales se encuentran en la
region con interaccidn directa con el sustrato (RIT).

La dindmica de los cuatro sistemas de la Tabla Sistemas se compard con las dos estructuras
cristalinas iniciales utilizando el RMSD (Tabla SisvsPDB). Como se explicé en la metodologia,
se esperaba que los sistemas moleculares sin sustrato tuvieran una RMSD mas baja en
comparacion con el cristal 17TQN de PDB (cristal sin ligando) y que los sistemas con el
sustrato tuvieran mayores similitudes geométricas con el cristal con cristal de PDB 3NXU
(cristal con un ligando).

Tabla SisvsPDB. Valor calculado de la RMSD (en A) de las estructuras cristalinas originales de PDB 1TQN [87]
y 3NXU [72] comparando la proteina completa y solo la region correspondiente al sitio activo con los sistemas
modelados para este estudio (1TQN-L, 1ITQN+RIT, 3NXU-L, 3NXU+RIT y 1TQN+PPC). El cdlculo de ambas
regiones tuvo en cuenta los dtomos correspondientes a la cadena principal.

<. Proteina Sitio activo
Region comparada:
completa

Cristal PDB de referencia: 1TQN 3NXU 1TQN 3NXU
RMSD de sistema (iii) 17TQN+RIT: 1.5 2.1 1.5 3.8
RMSD de sistema (ii)1TQN-L(org): 2.2 2.8 3.9 5.1
RMSD de sistema (i)3NXU+RIT(org): 2.2 1.2 4.0 1.1
RMSD de sistema (iv)3NXU-L: 2.2 1.7 3.8 2.4

Como se puede apreciar en la Tabla SisvsPDB no se observan los resultados esperados; sin
embargo, se puede ver que los valores mas bajos los obtienen los sistemas con el sustrato
RIT en su cavidad cuando se comparan con los modelos de PDB a partir de los cuales se
generaron. Es decir, los sistemas con el sustrato en su sitio activo son estructuralmente mas
similares a los modelos de PDB originales. Estos resultados sugieren que el CYP3A4 es
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menos flexible cuando tiene un sustrato en su cavidad. Existe evidencia de que los CYPs son
termodindmicamente mas estables cuando se encuentran en su forma en complejo [31,
32]; y mientras el sustrato es mds grande la interaccidn con la enzima puede ser mayor
gracias a que la energia que lidera la interaccién de CYPs con sus sustratos en la energia de
van der Waals [55]. Las fuerzas intermoleculares existentes (-19.96 kcal.mol?), calculadas
mediante el calculo de Energia de Punto Unico con YetiFF en las posiciones de los &tomos
originales del cristal con cédigo PDB 3NXU [146, 55, 25] entre la enzima y su sustrato pueden
causar restricciones en el movimiento de este tipo de enzimas (Figura RIT+3A4). Esto
explicaria por qué los sistemas moleculares con RIT tienen un rango de movimiento mas
bajo, lo que hace que su parecido estructural sea mayor con el cristal a partir del cual se
genero.

Figura RIT+3AA4. Interacciones intermoleculares entre el sustrato de ritonavir y la enzima CYP3A4 en el
cristal PDB 3NXU. Las interacciones intermoleculares (lineas punteadas) podrian ser la razén por la que
los sistemas con el sustrato en el sitio activo tienen menos diferencias geométricas con los cristales
originales de PDB 1TQN y 3NXU

Para comprobar la hipdtesis de que las proteinas de los sistemas con RIT tienen menor
intervalo de movimiento se midié el RMSD de los cuatro sistemas con referencia de la
posicion promedio de sus propios atomos a lo largo de toda la DM. El RMSD también se
puede usar para medir el movimiento de una estructura de proteina si se usa como se
describe detalladamente en la metodologia. Esta medicidn sirve para medir el efecto que
tiene el sustrato RIT en el sitio activo de la enzima CYP3A4. En la Figura Supermov y la Tabla
Mov se puede ver como los sistemas con RIT tienen un valor calculado mas bajo de RMSD
en esta region. Como se mencioné anteriormente, una RMSD mas baja refleja menos
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movilidad; por lo tanto, al ser los sistemas con RIT son los que muestran menos RMSD,
independientemente del cristal con el que se modelaron. Por lo tanto, podemos inferir que
la presencia de RIT tiene un efecto sobre el movimiento del sitio activo de CYP3A4. Las
diferencias en los valores RMSD de los sistemas con el sustrato y sin sustrato son

significativas. Sin embargo, esto no muestra que ritonavir y los sistemas libres de ritonavir

compartan la misma geometria en el sitio activo.

Tabla Mov. Valor calculado de RMSD (en A) de los sistemas modelados para este estudio (1TQN-L, 1TQN + RIT,
3NXU-L y 3NXU + RIT) comparando el movimiento promedio que se calculo por DM de la region
correspondiente al sitio activo contra cada una de las posiciones en esta region durante toda la simulacion.

Las columnas SD, min y max muestran los valores de la desviacion estdndar, el minimo y el mdximo de RMSD

que se obtuvo durante la dindmica.

RMSD (A) DS Min Max

(movimento) (A) (A)
1TQN+RIT 1.2 036  0.32 3.59
1TQN-L(org) 2.0 0.66  0.36 5.07
3NXU+RIT(org) 1.2 0.38  0.20 2.74
3NXU-L 2.2 0.84  0.29 5.35

Figura Supermov. Superposicion de conformaciones en todo el MD que tenia el asa F-G en el sitio activo
de los sistemas 3NXU-L (izquierda), 3NXU + RIT (centro) y la superposicion de ambos sistemas (derecha).

Se ve claramente como 3NXU + RIT (centro) tuvo un rango de movimiento mucho mds pequefio que

3NXU-L (izquierda) durante la dindmica.

La Figura Supermov muestra la superposicion del asa F-G de 3NXU-L (rojo) y 3NXU + RIT
(naranja) a lo largo de toda la dinamica. En él, podemos ver cdmo 3NXU + RIT tiene un rango

de posiciones de movimiento mas pequefio que 3NXU-L. Esto puede deberse al hecho de
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que las interacciones intermoleculares de CYP3A4 con RIT, ademds del espacio ocupado por
RIT, impiden que el asa F-G de 3NXU-L ocupe las posiciones geométricas que ocupan el asa
F-G de 3NXU+RIT. Por si mismo, el impedimento estérico de RIT en la cavidad del CYP3A4
evita que el asa F-G ocupe posiciones cercanas al grupo hemo.

La Tabla Mov muestra que los sistemas con RIT tienen una dinamica similar, debido a que
dichos sistemas son menos flexibles en su cadena principal. Mientras que aquellos sin RIT
tienen una gran flexibilidad. Sin embargo, esto no refleja qué sistemas tienen mayores
similitudes geométricas. Para saber qué sistemas tienen una geometria mas similar
independientemente de su dindmica, las diferencias dindmicas y geométricas de los cuatro
sistemas moleculares se calcularon comparando los cuatro sistemas entre si. El RMSD de
dos sistemas (System1 y System2, respectivamente) se calculé tomando como referencia
las posiciones promedio de los dtomos considerando ambos sistemas; el movimiento del
mismo dtomo homodlogo de los dos sistemas. El RMSD calculado de System1 con respecto
a las posiciones promedio de ambos sistemas se llama Aj, y el RMSD calculado de System?2
con respecto a las posiciones promedio de ambos sistemas se llama A,.

Este tipo de calculo es posible gracias al hecho de que todos los sistemas comparados tienen
el mismo nimero de dtomos en sus proteinas; por lo tanto, cuanta mas alta sea la A en un
sistema, mayores seran las diferencias dinamicas y estructurales que tendra con respecto
al promedio atdmico de ambos sistemas. La ecuacién (A1-M1)+(A2-Mz), donde M es el RMSD
que expresa el movimiento de un sistema (Tabla Mov), permite calcular las similitudes
estructurales entre dos sistemas de MD independientemente del propio movimiento de la
estructura enzimatica (Figura Formula). De esta manera, es posible expresar cuan similares
son dos estructuras en una ejecucion de MD. Cuanto mayor sea el valor, menos similitudes
estructurales tendra en una dindmica; cuanto menor sea este valor, habra mas
conformaciones similares alcanzadas en una ejecucién de MD.
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Figura Formula. Representacion esquemdtica de la formula (Ai-Mz1)+(A2-Mz). M es el RMSD que
expresa el movimiento de un sistema (Tabla Mov). A es el RMSD de un sistema cuando se compara
con las posiciones promedio de los dtomos de ambos sistemas. Cuanto mayor sea el valor de este
cdlculo, mds diferencias estructurales tendrdn dos sistemas en una ejecucion de MD.

Los resultados del RMSD calculados se muestran en la Tabla Formula. Un RMSD mas alto
en las columnas 5 y 6 expresa cual de los dos sistemas se movié mas que el otro; lo que
significa que si ambos sistemas se movieron de manera similar, tendran un valor RMSD
similar. Para este calculo, solo se tomaron los 4tomos que pertenecen al sitio activo y la
cadena principal. Si se calcula la diferencia entre A1 y A, (Figura Formula), se puede ver que
los sistemas con menos diferencias dinamicas son los pares 1TQN+RIT y 3NXU+RIT, y 1TQN-
L y 3NXU-L; es decir, aquellos que se comparan cuando ambos presentan RIT y cuando
ambos no tienen un sustrato en su cavidad. Sin embargo, las posiciones iniciales de los
atomos en una ejecucién de MD estan estrechamente relacionadas con el movimiento que
seguira una estructura de proteina; como lo muestran los valores en la columna 7 de la
Tabla Formula. Los sistemas generados a partir del mismo modelo cristalografico son los
qgue tienen las mayores similitudes estructurales en una corrida de MD
independientemente del propio movimiento de la estructura enzimatica. Esto sugiere que
se debe prestar especial atencidn a las posiciones iniciales de los atomos de una proteina al
hacer este tipo de trabajo.

Tabla Formula. Diferencias estructurales y dindmicas en los sistemas modelados para este estudio (1TQN-L,
1TQN+RIT, 3NXU-L y 3NXU+RIT) medidos como RMSD (en A). La comparacidn entre los cuatro sistemas se
realiza entre ellos teniendo en cuenta las seis combinaciones posibles de la Tabla interpretacion. M1y M: son
los valores de RMSD para el movimiento calculado de los sistemas 1y 2, respectivamente, en la Tabla Mov. A;
y A2 representan el RMSD de Sistemas 1 y 2 respectivamente, teniendo como referencia las posiciones
promedio de los dtomos de ambos sistemas. (M1-A1)+(M2-A2) mide las diferencias entre los sistemas 1y 2

System1 System2 M1 M2 A1 Az (A1-M1)+(A2-M2)
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3NXU-L 3NXU+RIT 2.2 1.2 1.5 1.2 -0.6

1TQN-L 1ITQN+RIT 2.0 1.2 1.7 1.5 0.0
1ITOQN+RIT 3NXU-L 1.2 2.2 1.8 2.0 0.4
1TQN-L 3NXU-L 2.0 2.2 2.5 2.5 0.8
1ITOQN+RIT 3NXU+RIT 1.2 1.2 2.0 2.0 1.6
1TQN-L 3NXU+RIT 2.0 1.2 2.7 2.6 2.2

La Figura Cuadrangular muestra una serie de imagenes que ilustran la dindmica y la
estructura de las comparaciones de este estudio. Muestra la superposicion de estructuras
que el asa F-G ocupo a lo largo de toda la dindmica. Se puede observar que los sistemas
superpuestos sin ritonavir (a la izquierda de la Figura Cuadrangular) ocupan regiones
geométricas similares; mientras que los sistemas con ritonavir tienen un rango de
movimiento mas pequeno en esta regién y ocupan diferentes posiciones (centro de la
Figura Cuadrangular). Las diferencias estructurales que se pueden ver en la Figura
Cuadrangular al comparar los sistemas pueden deberse a las condiciones propias del cristal
a partir del cual se crearon los sistemas. El asa F-G del sistema 3NXU+RIT (en naranja) tiene
una disposicién espacial de tal manera que los dtomos de su cadena principal se acomodan
de manera que RIT se acopla a la cavidad; mientras que 1TQN+RIT, cuando se cred a partir
de un cristal que no tenia tal sustrato, organizo el asa F-G de una manera diferente y tuvo
interacciones energéticamente favorables, estas posiciones ya no variaron lo suficiente
para parecerse a su homologo 3NXU+RIT; es decir, el cambio conformacional en el sistema
1TQN+RIT probablemente no tuvo lugar a lo largo de la dindmica porque las interacciones
intermoleculares favorables RIT-CYP3A4 no permitieron un nuevo cambio conformacional.
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Figura Cuadrangular. Superposicion de las conformaciones obtenidas del asa F-G en los cuatro

sistemas. Refleja el movimiento total de esta asa en el sitio activo. A la izquierda, los sistemas 3NXU-
L (rojo) se superponen con 3NXU + RIT (naranja). En el centro izquierdo, 1TQN-L (azul) superpuesto
con 1TQN + RIT (negro). A la izquierda, 1TQN + RIT (negro) superpuesto con sistemas 3NXU-L (rojo). A
la derecha, los sistemas 3NXU-L (rojo) superpuestos con 1TQN-L (azul). Hacia la derecha, 1TQN + RIT
(negro) superpuesto con 3NXU + RIT (naranja) y hacia la derecha, 1TQN-L (azul) superpuesto con
3NXU + RIT (naranja).

Cuando los sistemas 3NXU-L y 3NXU+RIT estan superpuestos (a la derecha de la Figura
Supermov y centro izquierda de la Figura Cuadrangular), se pueden ver claramente las
varias coincidencias espaciales ocupadas por los atomos de ambos sistemas en el sitio activo
durante toda la dindmica. Aun asi, en la Figura graphsup se puede apreciar que el asa F-G
de 3NXU+RIT (Figura graphsup, naranja) se coloca cerca del grupo hemo y RIT, mientras
gue el asa F-G del sistema 3NXU-L (Figura graphsup, rojo) es ubicado muy por encima del
asa F-G de 3NXU+RIT, lo que nos permite inferir que es una conformacion energéticamente
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mas favorable para dicha asa y que el CYP3A4 es capaz de metabolizar sustratos con un

volumen mayor que el RIT.
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Figura graphsup. Superposicion de conformaciones (izquierda) en todo el MD que tenia el asa F-G en
el sitio activo de los sistemas 3NXU-L (rojo) y BNXU+RIT (naranja). Se ve claramente como 3NXU+RIT
(naranja) estd mds cerca del hemo y RIT durante la dindmica. Grdfico de la distancia (derecha) entre
ritonavir y el asa F-G a lo largo de la dindmica molecular. Dado que el sistema 3NXU-L no tiene
sustrato; las coordenadas del dtomo RIT mds cercano a la proteina en el cristal 3NXU se usaron como
referencia. La distancia minima entre las coordenadas de referencia y la proteina en ambos sistemas
(3NXU-L y BNXU+RIT) se calculo durante los 60 ns de DM

Los resultados muestran que las diferencias dindmicas mas pequefas, los sistemas
cinéticamente mas parecidos, se dan entre aquellos que comparten presencia o ausencia
de sustrato. Esto demuestra que el sustrato tiene un efecto sobre los cambios geométricos
de la enzima y que pueden ser observables y medibles en los estudios de dindmica
molecular. Sin embargo, las coordenadas iniciales de los 4&tomos influyen en los resultados
de los estudios de dindmica molecular; por lo tanto, se debe prestar especial atencién a las
estructuras iniciales que se utilizaran, estas deben ser lo mas precisas posible a lo que se
desea simular. Aun asi, el principal responsable del movimiento de un CYP en el sitio activo
en esta prueba fue el sustrato; lo cual, generd interacciones intermoleculares con la enzima
y restringié el movimiento en esta regién.

Estos resultados pueden sugerir que en cuanto a las preferencias de regioselectividad de un
CYP sobre su sustrato pueden estar mas relacionadas con la forma en que el sustrato entra
en la cavidad, ya que una vez que se forma el complejo sustrato-enzima, se vuelve mas
estable; lo que hace que los cambios posicionales del sustrato sean poco probables dentro
de la cavidad, contrario a lo reportado en [49]. Se debe prestar especial atencién al modelo
de proteina cristalografica que se utilizara al ejecutar estudios de MD.
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Las condiciones termodinamicas en el momento de cristalizar una proteina son diferentes
de las fisioldgicas; lo que puede provocar cambios en la geometria tridimensional de los
CYPs. Esto explicaria la estructura tridimensional que CYP3A4 adquirid en el cristal con el
codigo 1TQN en el momento de su cristalizacion. Ninguno de los dos sistemas sin sustrato
(1TQN-L y 3NXU-L) tenia una disposicion espacial del asa F-G similar al cristal 17TQN, que
originalmente no tenia sustrato. Los estudios de dinamica molecular simulan condiciones
termodinamicas similares a los sistemas bioldgicos, por lo que la posicion del asa F-G del
CYP3A4 del sistema 1TQN-L se alejo del grupo hemo, haciendo mas volumen en la cavidad
y obteniendo mayores similitudes geométricas con la estructura del CYP3A4 del sistema
3NXU-L.

La presencia de RIT en el sitio activo de CYP3A4 hace que la enzima tenga menos
movimiento, lo que se ve reflejado en un RMSD menor en comparacidon con su movimiento
promedio total. Las interacciones intermoleculares del sustrato con la enzima restringen el
movimiento de la enzima en su sitio activo y hacen que el complejo enzima-sustrato sea
menos flexible pero mas estable. Cuando la enzima no estd en complejo con su sustrato,
puede adquirir una gran cantidad de posiciones geométricas en su sitio activo, lo que explica
por qué estas enzimas son capaces de metabolizar una gran cantidad de sustratos con
diferentes tamanos.

Estos resultados concuerdan con la Figura 1-a de [123]. En este estudio, se aplicaron
técnicas de MD para analizar los canales que se forman en CYP3A4 para la entrada de
moléculas en su sitio activo. Se utilizaron dos estructuras cristalinas de CYP3A4, una sin
sustrato en el sitio activo (ID PDB: 1TQN) y la otra con ketoconazol en su cavidad (ID PDB:
2VOM) [71, 87]. Cuando se mide la RMSD de los dtomos C-a de las proteinas de ambas
estructuras con respecto a la estructura inicial en funcién del tiempo (5 ns), la enzima sin
sustrato (1TQN) observa un mayor desplazamiento; concluyendo asi que el complejo
CYP3A4-ketoconazol es mds estable. Del mismo modo, los resultados de Karthikeyan (2017)
[159] dicen: "se infiere que la unidn de ambos ligandos con la proteina CYP1A1 influye en la
estabilidad de la estructura de la proteina". Ambos resultados son consistentes con los
resultados de este estudio; sin embargo, no pudieron atribuirse a las interacciones
intermoleculares enzima-sustrato ni a las posiciones iniciales de los modelos de proteina
utilizados.

El complejo enzima-sustrato es cinéticamente mas estable, lo que causaria que el modo de
union o la forma en que el sustrato entre en el sitio activo de estas enzimas sea
determinante en su regio-selectividad. Por esta razén, cuando el movimiento del complejo
enzima-sustrato esta restringido, es necesario saber cémo el sustrato ingresa a los CYP para
conocer los patrones de metabolizacién en diferentes sustratos. Al comparar las
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trayectorias de los sistemas que comparten RIT y aquellos que no lo hacen, podemos
observar que no hay una superposicidén clara de los dtomos de la cadena principal. Las
condiciones de las estructuras iniciales influyen en los resultados de MD. Lo que también se
puede ver en la Figura 2 de [160] y en la Figura 2 de [124]. En [160] realizan MD en dos
estructuras de conejo CYP2B4, un estado abierto (ID PDB: 1PO5) [88] y otro en estado
cerrado (ID PDB: 3MVR) [89]. Este es un estudio de MD similar en el que comparan la
dinamica de un par de conformaciones diferentes de la misma enzima CYP2B6. Ellos, como
nosotros, encontraron que la estructura abierta en 1PO5 es menos estable en "condiciones
ambientales", pero informan que la estructura dindmica de la proteina cambia sin poder
simular la geometria de 3MVR. Este resultado apoya la afirmacién de que las posiciones
iniciales en un trabajo de MD sobre enzimas CYP450 son importantes, y que la eleccidn de
un modelo de proteina no es un tema trivial.

4.3 SIMULACION DEL METABOLISMO DE FENPROCUMON POR ENZIMAS CYPS

Se logré calcular los cambios estructurales que debe sufrir CYP2C9 para lograr el
metabolismo de PPC. Se calculé la frecuencia con la que los distintos SoMs de PPC se
colocan en geometria de hidroxilacion en CYP2C9 y Cyp3A4.

4.3.1 Diferencias dinamicas y estructurales de CYP2C9 con y sin PPC en el sitio
activo

El grafico RMSD (izquierda Figura RMSF) global de los sistemas CYP2C9-L y no
muestran grandes diferencias y no permite interpretar si el sustrato PPC modifica la
estructura de la proteina. Sin embargo, las fluctuaciones de los aminodcidos en los dos
sistemas son diferentes; permitiéndonos identificar las regiones de la proteina con mayores
diferencias dinamicas. Como se menciond anteriormente, el sitio activo de CYP2C9 esta
compuesta mayormente por a-hélices (hélices I, F y G), lo que supone menor flexibilidad
estructural; no obstante, el sustrato PPC modifica regiones de la proteina no
necesariamente del sitio activo. Asas cercanas al sitio activo son las encargadas de cambiar
su dindmica para modificar la geometria de la cavidad, sin la necesidad de hacer grandes
cambios en las principales regiones del sitio activo, lo que supone menor variabilidad en su
estructura.

La Figura RMSFCYP2C9 permite apreciar diferencias dindmicas en regiones cercanas al sitio
activo; antes del a-hélice F (residuos 190 a 200) y después del a-hélice G (residuos 250 a
260). En el sistema CYP2C9-L estas regiones muestran ser mas flexibles que las del sistema

. Este hecho permite interpretar que el ajuste inducido de la enzima CYP2C9, y
de otras enzimas CYPs cuyo sitio activo esté formado principalmente por a-hélices, ocurre
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en las asas (ej. asas E-F y G-H) cercanas a las a-hélices que forman el sitio activo (hélices |, F
y G). Antes del ingreso del sustrato a la cavidad de la enzima, la flexibilidad de estas regiones
podrian facilitar los cambios estructurales que permitan la formacién de canales para el
ingreso del sustrato. Una vez formado el complejo enzima sustrato, estas regiones se
estabilizan. Fuera de estas diferencias, el resto de regiones parecen ser también muy
similares en su flexibilidad.
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Figura RMSFCYP2C9. Perfil de RMSD y RMSF de la cadena principal de la proteina CYP2C9 en su forma en
complejo y sin complejo. No se logran apreciar diferencias estructurales demasiado grandes en el grdfico
de RMSD; sin embargo, cuando se analiza el RMSF se logra apreciar aminodcidos con diferentes
dindmicas en presencia del sustrato PPC. El sistema tiene picos menos altos que CYP2C9-L
en regiones cercanas en al sitio activo

A pesar de que no se encontraron grandes diferencias dinamicas, se encontraron otras
regiones que si mostraron cambios estructurales. Probablemente estas diferencias no se
ven reflejados en los valores de RMSD debido a que se mueven en la misma magnitud pero
en posiciones espaciales diferentes. El asa B-C, asa F-G, asa G-H y girof 1-1 1-2 son las
regiones con grandes diferencias conformacionales y no tanto en su flexibilidad. Estas
diferencias estructurales son consecuencia de la interaccién con el sustrato PPC en la
cavidad, permitiendo que el sustrato tenga mayor interaccidn con la proteina en las
regiones de la a-hélice F. En la Figura regiones+-ppc también podemos apreciar como el
extremo carboxilo del a-hélice G no solo presenta diferencias dinamicas, si no también
estructurales provocadas por la presencia de PPC en su sitio activo.
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Figura regiones+-ppc. Superposicion de conformaciones en todo el MD que tenia el asa F-G (arriba Izq.),
el asaG-H (abajo Izq.), el asa B-C (abajo Der.), giro 8 1-1 1-2 (arriba Der.) y superposicion de las cuatro
zonas antes mencionadas de CYP2C9 en presencia y ausencia de PPC (CYP2C9+PPCy CYP2C9-L). Se
aprecia como estos dos sistemas tienen diferentes intervalos de movimiento.

A pesar de que en la grafica de RMSD de la Figura RMSFCYP2C9 no se logran apreciar
diferencias estructurales, la Figura regiones+-ppc muestra una serie de regiones de la
enzima CYP2C9 donde pueden apreciarse diferencias dindmicas provocadas por la
presencia de PPC en la cavidad del sitio activo. Las regiones mostradas en la imagen son
parte del sitio de entrada hipotético para PPC; con excepcién del asa G-H. El asa F-G en el
sistema CYP2C9+PPC desplaza al giro B 1-1 1-2 y al asa B-C hacia la parte mas externa de la
proteina, mientras que en el sistema CYP2C9-L ambas regiones se encuentran mas cerca del
sitio activo. Este cambio puede ser ocasionado a la interaccidon directa de la a-hélice F con
PPC en la cavidad. Las fuerzas intermoleculares entre PPC y dicha hélice acercan a esta
regidn de la proteina al sitio activo. Estas modificaciones estructurales podrian impedir que
otro sustrato ingrese a la cavidad de CYP2C9. Se ha observado que complejos de CYP con su
sustrato son termodindmicamente mas estables [32].

El extremo carboxilo de la hélice G también sufre modificaciones estructurales. El asa G-H
puede ser la responsable de una ligera pero significativa movilidad del sitio activo de
CYP2C9. A diferencia de CYP3A4, donde el asa F-G forma parte del sitio activo y esta en
interaccion directa con los sustratos de esta enzima, los cambios estructurales de CYP2C9
en su cavidad deben ser provocados por las asas cercanas al sitio activo. La hélice F de
CYP2(9, que forma parte directa del sitio activo, no es una estructura tan flexible como lo
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pudiera ser un asa, y por tanto, las modificaciones estructurales que permiten el
acoplamiento del sustrato a CYP2C9 deben estar dados por regiones que no son parte del
sitio activo.

4.3.2 Efecto de la membrana en la estructura y dinamica de CYP2C9

La estructura general de CYP2C9 vy las regiones que interactian directamente con la
membrana pueden apreciarse en las Figuras Pa) y Pb). Se compard el movimiento de
CYP2C9 en presencia (CYP2C9+Mem) y ausencia (CYP2C9-Mem) de membrana (Figura Pcy
Pd). En ambos modelos las enzimas muestran magnitudes de movimientos similares
(graficos de RMSD similares) y no se pueden apreciar diferencias dindmicas provocadas por
la membrana. Cuando se calcula el RMSD de toda la proteina en los modelos con y sin
membrana, se observa la disminucidn de los valores de RMSD aproximadamente hasta los
20ns; y a partir de ese momento se estabilizan los valores aproximadamente en 1A (los
promedios finales de toda la dindmica son de 1.13 y 1.2 para la proteina con membrana y
sin membrana respectivamente). Debe mencionarse que los sistemas ya habian alcanzado
el equilibrio energético antes de comenzar los calculos de dinamica molecular. No obstante,
a pesar de las similitudes globales de ambos modelos, el calculo del RMSF permitié observar
3 regiones donde hubo cambios conformacionales en la estructura tridimensional de
CYP2C9 a consecuencia de la interaccidn con la bicapa modelada de fosfolipidos (Figuras P

d), e), f)yg)).
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Figura P. a) Figura reportada en [21], esquema bidimensional de la estructura general de las CYP450.
Se han encerrado los sitios de CYP2C9 que presentan diferencias estructurales y dindmicas. b) Figura
reportada en [21], esquema tridimensional con una membrana de la estructura general de las CYP450.
Se han encerrado los sitios de CYP2C9 que presentan diferencias estructurales y dindmicas entre
ambos. c) Grafica de la magnitud de movimiento medido en RMSD de los modelos con membrana
(CYP2C9+Mem) y sin membrana (CYP2C9-Mem). d), e) y f) Estructura tridimensional de las regiones F-
G, B-Cy hélice B respectivamente de CYP2C9 superponiendo los modelos con membrana y sin
membrana

61



El modelo sin membrana presenta el asa B-C completamente bien definida, mientras que el
modelo con membrana presenta un a-hélice en esta regién; una estructura mas compacta
y rigida que un asa. Esta diferencia estructural ha sido reportada en varios trabajos
cristalograficos de la enzima CYP2C9 en PDB. La estructura tridimensional del cristal 1R90
[24] presenta una conformacién similar al modelo sin membrana (Figura Pe, asa verde);
mientras que la estructura del modelo con membrana se asemeja mas a la estructura de
cristales reportados en PDB como 10G5 [141]. Dichos cristales muestra un a-hélice en dicha
region; y esa parte de la proteina esta en interaccién directa con la membrana (Figura Pe,
asa rojo). Asi mismo, en la hélice-B (Figura Pf) se observa un cambio estructural con la
presencia de un giro cerca de su extremo carboxilo en el modelo con membrana. El cambio
mas destacado ocurre en la hélice-G. El modelo con membrana forma una extensién de la
hélice-G en su parte amina, el cual representa un sito de interaccion directa con la
membrana; mientras en la parte carboxilo se observa un giro similar al ocurrido con la
hélice-B, generando un asa G-H mucho mas abierta que la del modelo sin membrana (Figura
Pd). Ademds de estas tres regiones con cambio conformacional, se lograron observar 7
sitios con diferencias dindmicas: giro B1-1 1-2, asa C-D, asa D-3-1, asa F-G, giro f1-4 2-1, asa
K" y el asa cerca de la parte amina de la hélice L a la cual llamaremos asa hemo (Figura
RMSDseg).
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RMSDseg. Grdfico de movimiento y superposicion de conformaciones calculadas por los modelos con
membrana y sin membrana. Giro 81-1 1-2, asa C-D, asa D-3-1. asa F-G, giro 81-4 2-1, asa K" y el asa
hemo. Hélice I (derecha inferior) se muestra como control.

Si se observan las graficas de RMSD que describen el movimiento de la cadena principal de
estas regiones, no se logra apreciar ningln patrén acerca de cudl de los dos modelos, con
membrana o sin membrana, tiene mayor movilidad. En cuatro de las siete regiones (giro p1-
1 1-2, asa C-D, giro B1-4 2-1 y asa hemo) la proteina modelada con membrana
(€CYP2C9+Mem) tiene mayor movilidad (Figura RMSDseg). Sin embargo, en los dos sitios
donde la movilidad de la proteina (CYP2C9-Mem) sin membrana era mayor, la diferencia es
demasiada alta (Figura RMSDseg); provocando que la medicién de la movilidad global de
ambas proteinas sea muy similar (Figura Pc). La gran magnitud de movimiento del asa K" es
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similar en ambos modelos, la diferencia dindmica radica en las posiciones donde ocurren
estos movimientos (Figura RMSDseg). Ademas, se muestra la hélice-l como una estructura
control en la medicion de las diferencias dinamicas de ambos modelos. Esta estructura es
sumamente estable y ampliamente conservada en las enzimas CYPs, un valor elevado de
RMSD en esta drea o una no sobreposicion de ambos modelos nos habrian indicado que el
analisis fue incorrecto.

Otro hecho destacable del analisis de las mayores diferencias estructurales la presenta el
asa F-G. El asa F-G del modelo sin membrana presenta mayor intervalos de movimiento
comparado con el asa F-G del modelo con membrana. Algo que resulta evidente en esta
region, es que al interactuar directamente con la membrana su movilidad se ve disminuida;
incluso, si se hace una inspeccion mas profunda de este modelo, se puede apreciar que el
patron de movilidad que describe el asa en este modelo, empieza a asemejar a una a-hélice.
Lo que da evidencia de la importancia de la membrana en la estructura tridimensional de
CYP2C9. En este punto se debe recordar que el cristal a partir del cual se generé el modelo
de lo proteina no contaba con esta regidn, y que tuvo que ser modelada por métodos
computacionales descritos en la seccién de métodos. La no resolucion de esta zona en el
cristal 1R90 podria hacernos inferir que es una region sumamente dindmica vy dificil de
cristalizar. Sin embargo, en otros modelos cristalograficos de esta misma enzima, esta
region fue resuelta como una a-hélice.

4.3.3 Comparacién de la estructura enzimatica antes y después del ingreso del
sustrato al sitio activo

Tras 100ns de dindmica molecular no se logré observar el ingreso de ningun sustrato al sitio
activo de la enzima en el modelo con membrana. Las moléculas de PPC con posiciones
iniciales en interaccién directa con agua adquirieron posiciones cada vez menos moviles y
estables. Esto permite interpretar que estas zonas son sitios de alta afinidad energética y
gue seria complicado que estas moléculas cambiaran de posicién una vez colocadas en esos
sitios. Seis de las moléculas de PPC que empezaron la dindmica en posiciones donde
interactuaban con el solvente polar fueron encontrando sitios de interaccidn con la bicapa
fosfolipidica; hecho que sugiere una correcta parametrizacion de PPC y de la bicapa para
este modelo. Las cinco moléculas restantes de PPC encontraron sitios de interaccidon con la
enzima fuera del sitio activo (Figura PPCs).
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Figura PPCs. CYP2C9 en membrana y con interaccion con 5 moléculas de PPC. Se teorisa que las

moléculas marcadas como PPC5y PPC33759 estdn en interaccion con regiones de CYP2C9 que podrian
interactuar con CYPOR. PPC1 es la molécula que estuvo muy cerca de interactuar con el asa B-C
despues de 100ns de DM. PPC7 interactud por aproximadamente 20 ns con el sitio hipotético de salida
de PPC hidroxilado.

Se calculé la energia de interaccidn (kcal/mol) de estas moléculas con la proteina para tener
los parametros energéticos necesarios para que PPC ingrese al sitio catalitico. La Figura
GrafEn muestra las energias de interaccién promedio a lo largo de toda la dindmica de los
cinco PPC con la enzima. Se muestra ademas el promedio de la energia de interaccién de
dos moléculas de PPC con la membrana y del sustrato en el sitio activo interactuando con
la enzima en el modelo CYP2C9+PPC. Debo destacar que el valor de la energia de interaccién
solo es una medida de comparacién energética Unicamente para este modelo en particular
de dindmica molecular y que no seran los mismos valores que se podrian obtener mediante
técnicas computacionales especializadas como acoplamiento molecular.
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Figura GrafEn. Grdfico de los promedio de energia de interaccion durante 100ns de DM con ligandos de
referencia. Las barras marcan la desviacion estandar. La interaccion con PPC_BS corresponde a la
interaccion enzima sustrato en el modelo CYP2C9+PPC.

Como se aprecia en la Figura GrafEn la desviacion estandar de las energias de interaccién
de las moléculas de PPC fuera de la enzima son muy amplias. Esto es resulta obvio si se
piensa que el movimiento de estas moléculas no estd restringido a una parte especifica del
sistema y que tiene mas sitios probables de interaccién con la enzima siendo algunos mas
favorables que otros. La energia de interaccién de PPC en el sitio activo resulta ser
relativamente constante a lo largo de toda la dindmica; no obstante, la afinidad energética
de PPC con la enzima en este sitio resulta ser menor que otros sitios de interaccién en la
parte externa de la proteina. Este hecho hace preguntarnos acerca de que fendmeno
permitiria que PPC pasara de sitios mas afines energéticamente fuera de la proteina a uno
menos afin como lo es el sitio activo.

El promedio de la energia de interaccion de PPC7 (azul) es el Unico menor al de PPC en el
sitio activo. Curiosamente, esta molécula esta situada en el sitio donde se teoriza es la salida
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del sitio activo. Esto hace sentido si se piensa que la enzima debe expulsar el producto para
permitir el ingreso de un nuevo sustrato y continuar el ciclo catalitico. Energias de
interaccidn mayores o cercanas a 0 kcal/mol, es decir energias de repulsién, en esta zona
permite que el producto sea liberado.

En este estudio se propusieron tres posibles causas por las que ninguna de las moléculas de
PPC haya entrado al sitio activo de la enzima en el modelo con membrana:

O Elmodelo de mibicapa de NAMD no es una membrana “tan fluida” como lo propone
el modelo de membrana de Singer y Nicolson.

O Los sitios de interaccion que se observaron en este modelo no son accesibles para
el sustrato en condiciones in-vivo. Para el funcionamiento de las enzimas CYP450 es
necesario la formacion de un complejo con proteinas NADPH transferasas.P450. Los
sitios donde en esta simulacién interactuaron algunas moléculas de PPC pueden
estar siendo ocupadas por interacciones hidrofébicas con las proteinas transferasas,
haciendo imposible que el sustrato se quede “atrapado” en estos sitios.

O NAMD no permite suficiente flexibilidad a proteina. Los algoritmos dinamicos de
nuestra herramienta computacional no permite cambios drdsticos en las posiciones
de los atomos de una proteina impidiendo que se formen canales suficientemente
amplios que permitan el ingreso del sustrato al sitio activo.

Este ultimo punto se descartd revisar los resultados del modelo sin membrana. Después de
20ns de dindmica molecular se observdé como una molécula ingresaba al vestibulo del sitio
activo de la enzima haciendo posible comparar cambios estructurales de la enzima en la
misma linea de tiempo respecto al sustrato (Figura AD). El proceso de entrada del sustrato
a la proteina duré aproximadamente otros 20ns; asi para el 40ns el sustrato PPC ya habia
entrado al sitio activo de CYP2C9.

67



Protein structural changes Protein structural changes

20

¥y

|— Before PPC entered |

- 3 [ ok
: R Y s 1 ‘ — While PPC enters
— 4 E :W"»h.'b.l’ 4"' 1"' ”II ‘|‘u‘.’d§f\.“" % »'\flltl’l PPC CI\II]:‘l:i
’< - 5 ' ’ - 15+ -
< s : %
3 i E —
9: ; N “Yl: E é 10 \ . | {
S s : Z || |
m 1 E : M bl 'Ph A J ‘ ‘UI ety
i AR P, AR
0 20 40 60 80 100 0100 200 300 400 500
Time (ns) Residue ID

Figura AD. Cdlculo de los cambios de movimiento de CYP2C9 cuando PPC entra al vestibulo del sitio
activo. a) cambio de posicion respecto al tiempo del modelo sin membrana en referencia a su posicion
inicial. b) magnitud de movimiento de CYP2C9. 072_CYP2C9-mem

La Figura AD (izquierda) muestra los cambios geométricos de la proteina (RMSD) respecto
a la posicidn inicial de la enzima; es decir, el modelo del cristal con cédigo PDB 1R90. En ella
se aprecia como en el intervalo de tiempo posterior al ingreso del sustrato al sitio activo, el
RMSD se estabiliza en valores mas altos que los calculados antes de su entrada. Asi mismo,
la Figura AD b) (derecha) muestra los cambios estructurales en distintas regiones de la
enzima antes, durante y después PPC ingresa al sitio catalitico. Este modelo tiene un
intervalo de movimiento mayor en regiones cercanas al sitio de entrada: asa B-C, asa F-G y
el giro-B 1-1 1-2 (alrededor del residuo 70) (Figura AD). La regién del giro-f 1-1 1-2 mostré
diferencias entre los modelos y CYP2(C9-L, y al encontrar diferencias dindmicas
en el ingreso del sustrato a la cavidad resulta ser una regién clave en el ingreso del sustrato
para esta enzima. Este modelo permite observar diferencias dindmicas y estructurales de la
enzima que antes y después de que PPC ingrese a la cavidad; realizando cambios en Ia
estructura de la proteina que permitan el ingreso del sustrato al sitio activo.

Ademas, se compard la estructura de la proteina del sistema CYP2C9-Mem vy el de las
enzimas en su forma en complejo y sin complejo ( y CYP2C9-L). La Figura
RMSDad muestra el cdlculo del RMSD tomando como referencia el promedio de las
posiciones de los sistemas CYP2C9-Mem y en amarillo y el promedio de las
posiciones de los sistemas CYP2C9-Mem y CYP2C9-L en azul. La grafica muestra que las
proteinas de los tres modelos son similares hasta después del nanosegundo 40; es decir,
antes del ingreso de PPC al vestibulo de la enzima. Una vez en el vestibulo de CYP2C9, las
diferencias estructurales de CYP2C9-Mem con el sistema CYP2C9-L fueron mas evidentes.
Este resultado evidencia el rearreglo de las cadenas principales y laterales de CYP2C9 para
permitir el ingreso de PPC al sitio catalitico y asi llevar a cabo su actividad.
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calculados anteriormente en esta tesis (respecto CYP2C9-L en azul y respecto en amarillo)

Este resultado nos permite interpretar que PPC modifica la estructura de CYP2C9, y que
debe existir este reacomodo de los a&tomos de la proteina para que el sustrato PPC pueda
ingresar a la cavidad de la enzima. El modelo de ajuste inducido ha resultado controversial
de medir. Sin embargo, este estudio ofrece evidencias de la actividad de las enzimas CYPs,
no solo de lo que ocurre una vez el sustrato esta en la cavidad de CYP2C9, si no también,
los cambios conformacionales que la enzima debe sufrir para que el sustrato pueda
acomodarse en la cavidad.

Debe mencionarse que la molécula de PPC que logré ingresar al sitio catalitico no logro
colocarse en geometria de hidroxilacién; en una posicién similar a la del modelo

. Se midié la energia de interaccidén de esta moléculay la proteina durante toda
la DM (Figura Eentra). Se descubrid que en ningin momento la molécula de PPC logra tener
energias de interaccion similares a las que la molécula de PPC tiene con la proteina del
modelo . En la regién donde quedé atrapado PPC tiene una afinidad mayor a
la que podria tener en su cavidad. Se mididé un punto cercano al nanosegundo 76 en el que
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PPC alcanzé energias de interaccidn cercanas al modelo . La estructura de la
proteina en el nanosegundo 76 se muestra con un rojo claro (o rosa) a la derecha de la
Figura Eentra. Mientras que la estructura roja saturada muestra la conformacién de la
proteina en mayor afinidad por PPC. Los aminoacidos sefialados en la Figura Eentra parecen
ser claves en el acomodo del sustrato en la geometria de hidroxilacién.
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Figura Eentra. Grdfico de la energia de interaccion de la molécula de PPC que entrd a la cavidad con la
enzima CYP2C9 y los cambios conformacionales de la entrada de CYP2C9. En rojo claro la conformacion
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de la proteina con la energia de interaccion mds baja después de que ingreso PPC y en rojo fuerte la
conformacion con la energia de interaccion mds alta.

En la conformacién menos afin (76ns) la prolina 221 ya no interactda con PPC, sugiriendo
gue permite que el sustrato entre a la cavidad pero que no participa en su acomodo en el
sitio activo. El triptdfano es un aminodcido poco frecuente en la estructura primaria de las
proteinas y frecuentemente encontrado en el sitio activo de muchas enzimas gracias a sus
propiedades quimicas. La presencia de triptéfano en el vestibulo de las enzimas de la familia
CYP2C sugiere que esta relacionado de alguna manera con la actividad de estas enzimas.
Por ultimo, se encontrd que la arginina 105 estd interactuando con el sustrato en esta
region. Se sabe por modelos cristalograficos de PDB [24] que la arginina 108 interactua
directamente con el sustrato en geometria de hidroxilacién en esta enzima. Que estas dos
Arg estén tan cercanas una de la otra podria hacernos pensar que realizan una funcion de
reacomodo del sustrato en la cavidad; acercado o acomodando el sustrato a la geometria
de hidroxilacion.

El modelo presentado fue capaz de evidenciar los cambios estructurales que CYP2C9 debe
sufrir para permitir el ingreso de PPC al sitio activo. Sin estos cambios estructurales el
ingreso de una molécula del volumen de PPC tiene impedimentos estéricos para
posicionarse en el sitio activo. Estas barreras estéricas son superadas gracias a la flexibilidad
que estas proteinas poseen.
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La Figura Eentra muestra el grafico de la energia de interaccidn de la molécula de PPC que
entré a la cavidad con la enzima CYP2C9 y los cambios conformacionales de la entrada de
CYP2C(9. En rojo claro la conformacién de la proteina con la energia de interaccién mas baja
después de que ingresd PPCy en rojo fuerte la conformacién con la energia de interaccién
mas alta. Estos resultados sugieren que existen sitios de interaccion de CYP2C9 con PPC
energéticamente mas afines que el sitio activo. Uno de estos sitios se encuentra justo
después de la entrada a la enzima y antes del sitio activo. Un hecho que no debe pasarse
por alto es que en presencia de PPC la actividad de CYP2C9 sobre warfarina disminuye; por
lo que se ha sugerido que, PPC ademds de sustrato también puede ser un inhibidor
competitivo de esta enzima [161].

Los aminodcidos Trp212, Pro211, Pro221, Arg105 y Arg108 parecen ser fundamentales en
el ingreso de PPC al sitio activo de CYP2C9. Estos aminodcidos se encuentran en interaccion
con PPC en el vestibulo del sitio activo y cada uno puede cumplir una funcién especifica. Trp
es un aminoacido no muy frecuente en la estructura de las proteinas pero estd muy
relacionado con la actividad de algunas enzimas.

La membrana modifica la estructura de CYP2C9 y por consiguiente también su actividad.
Existen regiones de esta enzima que deben tener una forma especifica para que puedan
llevar a cabo su funcidn. Los trabajos cristalograficos de CYP2C9 presentan inconsistencias
entre ellos y esto puede deberse a las técnicas de cristalizacién y al sustrato que empleany
no hay manera de saber si la estructura resuelta por rayos-x de este citocromo es realmente
la forma activa para dicho sustrato.

4.4 PATRONES DE HIDROXILACION DE CYP3A4 Y CYP2C9 SOBRE FENPROCUMON

Bajo la hipdtesis de que la regio-selectividad del metabolismo por parte de las enzimas CYP
estan guiadas por la frecuencia en la que un SoM se coloca en geometria de hidroxilacion,
se midio la distancia entre los carbonos 6, 7 y 8 de PPCy el oxigeno coordinado con el hierro
del grupo hemo de CYP3A4 a lo largo de toda la dindmica. Para CYP2C9 también se midié la
distancia del oxigeno coordinado con el hierro del grupo hemo y los carbonos 2°, 3" y 4.
Como ya se ha mencionado en la parte de metodologia, las coordenadas de ambos sistemas
fueron calculadas a partir de un docking ciego debido a que no existen estructuras
cristalograficas de PPC con ningun CYP. La energia de interaccion entre PPC y ambos CYPs
es similar (-9.3 Kcal/mol con CYP3A4 y -9.5 Kcal/mol con ). También se debe
recordar que uno de los objetivos de esta tesis es modelar la geometria que CYP2C9 debe
obtener para lograr la produccion de 2°-OH-PPC; por tal motivo, se escogidé esa
conformacion inicial. La Figura 3A42C9+PPC muestra las coordenadas iniciales de los sistemas
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CYP3A4+PPC y CYP2C9+PPC vy las interacciones no covalentes enzima-sustrato entre PPC y su
respectiva enzima.

Figura 3A42C9+PPC. Coordenadas iniciales de los sistemas CYP3A4+PPC (-9.3 Kcal/mol) y
(-9.5 Kcal/mol). En morado la estructura proteica, en gris PPC, las lineas punteadas representan

interacciones intermoleculares, en naranja el grupo Hemo y la esfera roja oxigeno.

Se logré medir la distancia entre los SoMs de PPC y el oxigeno coordinado con el grupo
hemo. A diferencia de los cdlculos reportados en [49], en este estudio no se observaron
cambios drdsticos de posicidn del sustrato dentro de la cavidad de ninguno de los dos
sistemas CYPs. En el sistema CYP3A4+PPC (Figura 3A42C9+PPC) se colocd inicialmente el
estructura cumarinica de PPC en geometria de hidroxilacion, y a lo largo de 100 ns de DM,
el grupo fenil de PPC jamas alcanzd una geometria correcta de hidroxilacion. Lo mismo
ocurrié en el sistema CYP2C9+PPC (Figura 3A42C9+PPC), donde en las coordenadas iniciales
el grupo fenil estaba orientado para su hidroxilacidon; el estructura cumarinica de PPC no
logré una correcta geometria de hidroxilacidn para este sistema. En el caso del sistema
CYP3A4+PPC, la frecuencia con la que un SoM se coloca a distancia de hidroxilacién se
relaciona con los valores experimentales de actividad observados por parte de CYP3A4 [33].
Los carbonos 7 y 6 son preferidos sobre el carbono 8 para su hidroxilacion por parte de
CYP3A4. En la Figura Dist3A4 se aprecia como los C6 y C7 de PPC se colocan con mas
frecuencia que el C8 en un radio (3.5 /&) para su hidroxilacién. Se han reportado metabolitos
8-OH-PPC producido por CYP2C9 de forma experimental. En el sistema CYP3A4+PPC, el C8
permanece la mayor parte de la simulacidn alejado del oxigeno coordinado al hemo; sin
embargo, si se lograron observar periodos de tiempo en el que este carbono se coloca a
distancia de hidroxilacion.
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Figura Dist3A4. Cdlculo de la distancia entre los carbonos de PPC y el oxigeno coordinado del grupo
Hemo. Carbono 6 (C6) en morado, Carbono 7 (C7) en gris y carbono 8 (C8) en amarillo, la linea
punteada indica la distancia de 3.5 A a la cual se lleva a cabo la hidroxilacién. Se aprecia que el C6 y
C7 son los que frecuentemente rebasan la marca de 3.5 A.

En el caso del sistema CYP2C9+PPC el carbono 4” fue el carbono mas préximo al oxigeno del
grupo hemo la mayor parte del tiempo de cdlculo. De forma similar al C8 del sistema
CYP3A4+PPC, el C2" tuvo cortos periodos te tiempo en los que estuvo a un correcto radio
de hidroxilacion (Figura Dist2C9). Debe destacarse que hasta la fecha no se ha reportado la
produccién de 3’-OH-PPC por parte de ningun CYP, y si la de 2°-OH-PPC. Los célculos de este
experimento muestran que el C3’ tiene mas probabilidades de colocarse a un radio correcto
de hidroxilacion que el C2".
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Figura Dist2C9. Cdlculo de la distancia entre los carbonos de PPC y el oxigeno coordinado del grupo
Hemo. Carbono 2 (C2) en rojo, Carbono 3 (C3) en verde y carbono 4 (C4) en azul. Sélo en pocos
marcos se coloca el C2 en posicion de hidroxilacion

En los sistemas estudiados por DM que presentaban un sustrato en el sitio activo se observé
que el sustrato mantenia la interaccion con los mismos aminodacidos del sitio activo y por
consiguiente no hubo cambios conformacionales drasticos. Estos resultados sugieren que
la regio-selectividad también esta guiada por la frecuencia o probabilidad de que un SoM
pueda colocarse en una correcta posicion para su hidroxilacion (preferencias de C-7 sobre
C-6 en PPC). Ademas, cambios y rotaciones del sustrato dentro de la cavidad de un CYP son
poco probables. Si bien existe el suficiente espacio para que pudieran darse cambios de
posicion del sustrato en la cavidad de los CYPs, las interacciones intermoleculares entre la
enzima y su sustrato estabilizan energéticamente el complejo CYP-sustrato impidiendo
dichos movimientos. Por lo tanto, la forma en la que ingresa PPC a la cavidad de los CYPs es
determinante para su regio-selectividad. Si el cuerpo cumarinico ingresa primero a la
cavidad los carbonos 7 y 6 son los carbonos que seran hidroxilados en lugar del carbono 4.
En cambio, si se trata de que es el grupo fenil de PPC el que ingresa primero, la hidroxilacién
en los carbonos 7, 6 u 8 es muy improbable; convirtiendo a los carbono 4°, 2" o incluso 10 a
los SoMs con mayores probabilidades de su hidroxilacion. Un hecho que no debe
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menospreciarse es que el C3" de PPC estd mds cerca del oxigeno del hemo que el C2°. Lo
que sugeriria que el C3” tendria que ser hidroxilado antes que el C2’; este hecho no ha sido
observado de forma experimental.

Cabe esperar que en los sistemas CYP-sustrato con energias de interaccion mas afines o
similares a CYP2C9-PPC y CYP3A4-RIT se observasen interacciones y movimientos en el
complejo similares. La Tabla CYPsL muestra la energia de interaccién entre CYPs y ligandos
reportados en la base de datos PDB [129]. Los célculos de esta tabla fueron realizados con
el programa Yeti sobre el modelo original reportado en PDB con excepcién de los tres
primeros calculos que fueron realizados sobre nuestros propios modelos al inicio de la DM
(posiciones iniciales).

Tabla CYPsL. Energias de interaccion de modelos CYPs reportados en PDB con los ligandos con los que fueron

cristalizados.

Cddigo CYp Mutaciones en el cristal Codigo Peso Energia de
PDB del molecular interaccion

ligando del (Kcal/mol)

ligando
(g/mol)

Modelo 2C9 1490V PPC 280.32 -9.5
Modelo 3A4 PPC 280.32 -9.3
Modelo 3A4 RIT 720.94 -19.96
3v8D 7A1 T104L oGV 400.64 12.18
3SN5 7A1 T104L K2B 384.64 7.64
3E4E 2E1! 4PZ 82.1 5.95
3E6I 2E1! LZ1 118.14 5.33
4GL7 19A1 0XJ 366.49 4.49
3MDM 46A1 FJzZ 292.44 4.02
3SWz 17A1 TOK 388.55 3.08
4K9U 3A4 5AW 552.75 2.59
3JUS 51A1 ECL 381.68 1.48
414H 3A4 792 698.92 0.94
4)14 46A1 X2N 700.78 0.19
2Q9F 46A1 C3s 466.72 0.00
3MDR 46A1 GJz 133.19 -0.82
3Q0A 2B6 Y226H, K262R 3Q0 169.22 -1.06
3B6H 8A1 MXD 209.25 -1.86
3UAS 2B6 Y226H/K262R 06X 408.88 -2.07
3B6H 8A1 MXD 209.25 -3.46
4EJH 2A13 0QA 207.23 -3.86
3I1BD 2B6 Y226H, K262R CPz 178.62 -5.13
4E)) 2A6 NCT 162.23 -5.56
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3MDV
3LC4
2FDU
1711
3C6G
4KQ8
2NNJ
4)14
3S7S
3TIS
2FDY
4E)G
2FDW
4ENH
4K9X
3T3R
4FDH
2P85
4GL5
4EJI
3T3Z
3MDT
3v8D
3EBS
2FDV
3RUK
1710
4GQS
4191
3PMO
3QM4
3T3S
3TDA
2HI4
418V
3N9Y
2J0D
3LD6
3KOH
2NNH
3NAO
4FIA

46A1
2E1!
2A6
2A6
2R1
19A1
2C8
46A1
19A1
3A4
2A6
2A13
2A6
46A1
3A4
2A6
11B2
2A13
19A1
2A6
2E1!
46A1
7A1
2A6
2A6
17A1
2A6
2C19
2B6
1B1
2D6
2A13
2D6
1A2
1A1
11A1
3A4
51A1
2E1!
2C8
11A1
46A1

Y392F

V23M/W24A/R25K/Q26K/R27T/K28S/R30K

T104L
12085/1300F/G301A/S369G

Y226H, K262R
A119S

CL6
LC4
D1G
8MO
VD3
ASD
"225
X2N
EXM
DOR
D4G
NCT
D3G
FVX
8AW
9PL
0T3
IND
G29
0QA
9PL
VOR
oGv
N4E
D2G
AER
cou
OXVv
TMH
BHF
PNO
9PL
PNO
BHF
BHF
CLR
ERY
KKK
0][0]
REA
2DC
ou9

344.84
266.38
202.25
216.19
384.64
286.41
384.25
700.78

296.4

579.8
220.31
162.23

174.2
318.34
493.66
208.26
223.27
117.15
352.47
207.23
208.26
349.31
400.64
179.22
188.23
349.51
146.14
280.32
136.23
272.30
423.51
208.26
423.51
272.30
272.30
386.65
733.93
531.43
210.27
300.44
418.65
430.37

-5.56
-5.63
-6.01
-6.33
-6.35
-6.83
-6.86
-7.03
-7.42
-7.51
-7.53
-7.74
-7.86
-7.86
-7.98
-8.16
-8.49
-8.84
-8.98
-9.00
-9.08
-9.44
-9.49
-9.51
-9.97
-9.99
-10.68
-11.21
-11.40
-11.61
-11.81
-12.18
-12.28
-12.32
-12.61
-13.19
-13.47
-13.51
-14.25
-14.28
-14.42
-14.61
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4DVQ 11B2 1CA 330.46 -14.72

3TBG 2D6 RTZ 370.58 -15.59
4K9T 3A4 1RD 524.7 -16.38
3579 19A1 ASD 286.41 -17.46
3GPH 2E1! OoIb 238.33 -18.25
4K9V 3A4 6AW 568.75 -18.38
10G5 2C9 K206E/1216V/C217Y/S220P/P221A/1222L/1223L/  SWF 308.33 -18.59
2VOM 3A4 KLN 531.43 -18.98
2NNI 2C8 MKT 586.18 -19.07
4K9wW 3A4 7AW 656.9 -19.08
3CzZH 2R1 D2v 396.65 -19.17
3NXU 3A4 RIT 720.94 -19.50
3UA1 3A4 08Y 654.59 -20.05
3SN5 7A1 T104L K2B 384.64 -20.12
3N9z 11A1 HC9 402.65 -20.12
3NA1 11A1 HCD 402.65 -22.03
2Q9F 46A1 C3s 466.72 -22.11
2VNO 2C8 TDZ 441.54 -22.53
414G 3A4 787 688.88 -23.10
3DL9 2R1 V2H 412.65 -23.39
1R90 2C9 1490V FLP 244.26 -30.44

5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La serie de calculos efectuados en este trabajo comprobéd y reafirmé los aspectos mas
relevantes en la actividad de los citocromos P450. El efecto que otras moléculas tienen
sobre la estructura y actividad de CYP2C9 y CYP3A4 fue comprobada. La interaccidon con
distintos sustratos provocan cambios estructurales diferentes en los CYPs; lo que pone de
manifiesto el efecto del ajuste inducido en su actividad. La enzima CYP3A4 mostré
diferencias estructurales en presencia de RIT, PPC o en su forma si sustrato. Aun que CYP2C9
tiene caracteristicas estructurales mas rigidas que CYP3A4, también presento diferencias
estructurales en presencia y ausencia de PPC. El efecto de la membrana sobre la estructura
y actividad de CYP2C9 también quedd de manifiesto por los calculos de dindmica molecular.

En el presente estudio de acoplamiento, las posturas de Autodock fueron refinadas por Yeti
y ambas fueron validadas mediante auto-acoplamiento hasta ahora conocidos complejos
de cristales ligados de enzimas. PPCy WFN como ligandos se acoplaron con éxito en CYP2C9
y CYP3A4. El acoplamiento proporciona informacion sobre la naturaleza estérica de las
fuerzas impulsoras para el reconocimiento del sustrato. Las poses acopladas simularon un
complejo de coordinacién ternario (hierro (IV) - oxigeno activado - atomo de carbono
hibrido sp3). Los resultados de acoplamiento podrian reproducir los metabolitos de
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hidroxilacion de PPC determinados experimentalmente. Las estructuras de cuatro
metabolitos ya habian sido identificadas por picos en espectrometria de masas (6-OH-PPC,
7-0OH-PPC, 2'-OH-PPC y 4'-OH-PPC). Los choques estéricos de uno de los cinco metabolitos
(2'-OH-PPC) reflejaron el ajuste inducido que se simuld utilizando una biblioteca empirica
de rotdmeros para encontrar conformaciones de cadena lateral observadas para Valll3,
Leu365 y Thr301. Ademads, la mecdnica cuantica calculd6 movimientos geométricos vy
electrdnicos sutiles para describir la coordenada de reaccidn con la geometria del estado
de transiciéon del complejo ligando-hemo. Nuestros resultados estan en linea con las
regioselectividades reportadas. A pesar de que seria imposible generalizar sobre el tema, el
logro técnico para el campo del modelado molecular del metabolismo del sustrato
enzimatico se vuelve obvio: los algoritmos de acoplamiento de ligandos y receptores
(cdlculos avanzados del campo de fuerza) pueden reproducir la unidn del sustrato a la
enzima objetivo a pesar del catalizador de multiples etapas ciclo.

De forma cuantitativa se midié el efecto de las posiciones atémicas iniciales en los trabajos
de MD. Lo que remarca la especial atencion al similar la actividad de las enzimas CYPs. Esto
fue posible gracias al desarrollo de una formula que ayuda a diferencias entre diferencias
estructurales y dindmicas en estructuras proteicas sometidas a cdlculos de DM. Al comparar
las trayectorias de los sistemas que comparten RIT y aquellos que no lo hacen, podemos
observar que no hay una superposicién clara de los dtomos de la cadena principal. Las
condiciones de las estructuras iniciales influyen en los resultados de MD. Las condiciones
térmicas y barométricas en el momento de cristalizar una proteina son diferentes de las
fisioldgicas. Esto puede provocar cambios en la geometria tridimensional de los CYP. Esto
explicaria la estructura tridimensional que CYP3A4 adquirid en el cristal con el cédigo 1TQN
en el momento de su cristalizacién. Los resultados fomentan la conciencia de ajuste
inducido, ya que se encontrd que se ha citado con frecuencia en el cuerpo de la literatura
existente, pero se describe pobremente en una escala atémica.

El ajuste inducido entre el farmaco y las enzimas del citocromo P450 (CYP) que conduce a
reordenamientos espaciales en los sitios del ligando y el receptor se estudid mediante
simulaciones por computadora y los resultados se compararon con la evidencia publicada.
Se reunieron estructuras cristalinas de pares de complejos ligandos/no ligados conocidos y
simulaciones de MD. MD proporcioné una visidon detallada del modelo de los cambios
geométricos para las proteinas CYP3A4 ligadas y no ligadas. No parece exagerado suponer
gue los cambios conformacionales por MD imitan las interacciones moleculares inducidas
que ocurren naturalmente, que a su vez se han documentado solo en casos raros por pares
de estructuras cristalinas ligadas/no ligadas. En todos los demas casos, al menos en
términos tedricos, el acoplamiento y MD estiman los cambios necesarios para el
reconocimiento del sustrato y las regioselectividades. Los resultados fomentan el
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conocimiento del ajuste inducido, ya que se encontrd que se ha citado con frecuencia en el
cuerpo de la literatura existente pero estd mal descrito a escala atémica.

Los patrones de hidroxilacién de las enzimas CYP3A4 y CYP2C9 sobre PPC fueron simulados
parcialmente. Al dividir a PPC en dos parte, la parte del cuerpo cumarinico y el extremo del
grupo fenil, se logré correlacionar y explicar las preferencias de la producciéon de los
distintos metabolitos de PPC en estas dos partes de PPC; siendo el C4’el SoM preferido del
grupo fenil y los C7 y 6 del estructura cumarinica de PPC. Este estudio también explica la
importancia de las partes en contacto con el solvente de estas enzimas hepaticas. La
interaccion entre el sustrato y la enzima guian el ingreso del sustrato a la cavidad de los
CYPs; y dependiendo de la orientacién del sustrato al momento de ingresar algunos SoMs
seran hidroxilados. Una vez formado el complejo CYP-sustrato, este ya no sufrird mayores
cambios estructurales debido a las interacciones intermoleculares entre el CYP y su
sustrato. El ingreso de ritonavir al sitio activo de CYP3A4 provoca que CYP3A4 tenga menor
movimiento. Lo mismo ocurrié con los modelos de CYP3A4 y CYP2C9 con PPC. Las
interacciones inter moleculares entre PPC y sus enzimas explicarian por qué el complejo
enzima-sustrato se mueve menos que la enzima sin sustrato. Al verse restringido el
movimiento del complejo enzima-sustrato, es necesario conocer como ingresa el sustrato
a la los CYPs para saber los patrones de hidroxilacion. El sustrato ritonavir si tiene efecto
sobre la dindmica de los modelos 1TQN y 3NXU haciendo que los atomos de las proteinas
del sitio activo se muevan menos.

CYP2C9 no es tan flexible como CYP3A4 (con y sin sustrato se mueve en la misma
proporcién); sin embargo, también hay diferencias geométricas entre la forma en complejo
y sin sustrato. El asa en el sitio activo de CYP3A4 probablemente es la causa por la cual es
capaz de metabolizar una mayor cantidad de sustratos que otros CYPs (Figura Supermov).
Se puede hablar de ajuste inducido por parte de CYP3A4; sin embargo, en CYP2C9 las
mayores diferencias geométricas entre las formas con y sin sustrato no se encuentran en
su sitio activo. La estructura y dindmica de CYP2C9 es modificada por la membrana y por
tanto también su actividad en este modelo. Se identificaron las regiones que sufren cambios
estructurales en CYP2C9 en presencia de la membrana. Las regiones cercanas al sitio de
entrada del sustrato son las regiones principales en sufrir dichos cambios. El asa B-C y asa
F-G son las estructuras que sufren los cambios mas drdsticos, guiando asi el ajuste inducido
de las enzimas hepaticas (Figura AD). El giro beta 1-1 1-2 es otra regidn que guia el ajuste
inducido. Se observd los grandes cambios estructurales que CYP2C9 debe sufrir para que
PPC ingrese al sitio activo. Ademas, se identificaron los aminodacidos que pueden participar
el movimiento del sustrato desde el vestibulo del sitio activo hasta el sitio activo. Los
aminodcidos Trp212, Pro211, Pro221, Argl05 y Argl08 parecen ser fundamentales en el
ingreso de PPC al sitio activo de CYP2C9. La regidon del 227 es por donde entra; por eso en
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sistema donde entro (CYP2C9-Mem) es el que mas RMSF tiene. Los sistemas donde no entré
tiene un RMSF similar (Figura P y Figura RMSD2C9 CYP2(C9-L y CYP2C9+Mem). Pero en el
sistema que ya tenia a su PPC en el BS el RMSF de esa zona es el mas bajo. Una vez se forma
el complejo E-S la enzima se estabiliza en esa region deja de ser flexible impidiendo que
ingrese otro sustrato. En el cristal 1R90 se observan dos ligandos en el BS (glicerol y FLP) sin
embargo GOL no es lo suficientemente grande para estabilizar a la enzima y si entré antes que FLP
(lo cual tiene sentido ya que se observa mas alejado del sitio de entrada) pudo haber dejado la
oportunidad de que entrara otro ligando.

Se encontré que la energia de interaccién de PPCy CYP2C9 energéticamente mas favorable
no se encuentra en el sitio activo; y que de hecho, zonas fuera de la proteina y el vestibulo
de la proteina son energéticamente mas favorables para el acoplamiento del sustrato PPC
en CYP2C9. PPC debe vencer o evitar barreras energéticas generadas por la estructura de
CYP2C9 para llegar al sitio activo. El modelo presentado todavia no es capaz de simular la
cinética enzimatica reportada de forma experimental.
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6 SUPLEMENTOS

6.1 Arbol filogenético de los CYPs humanos

@ CYP2C9
@ CYP2C19
CYP2C18
@ CYP2C8
CYP2E1
CYP2A13
CYP2A6
CYP2A7
CYP2B6
CYP2F1
CYP251
CYP2D6
CYP2J2
CYP2R1
CYP2U1
CYP2W1
CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1
— CYP17A1

L CYP21A2

CYP27B1
CYP27CA
CYP27A1
CYP24A1

CYP11A1
4'::0\@1132
CYP11B1

@ CYP3A4
CYP3A7
CYP3A5
CYP3A43

L CYP5AT

CYP4A22
CYP4A11
CYP4B1
CYP4Z1
CYP4X1
CYP4F22
CYP4F8
CYP4F12
CYP4F11
CYP4F3
CYP4F2
CYP48A1

— CYP2BA1

CYP26B1
CYP26C1
CYP51A1

CYP18A1

CYPT7A1T
CYP7B1
CYP8AT
CYP8B1

——— CYP3%A1

CYP20A1
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Arbol filogenético resultante del alineamiento multiple de secuencias de los CYPs humanos. Las
enzimas capaces de metabolizar a PPC estdn marcadas con un circulo rojo. Las familias estdn
correctamente agrupas en clados.

6.2 Redimiendo de produccion de metabolitos de WFN 'y PPC

El redimiendo de produccion se tomé como la division de Vmax (pmol/nmolcyp450*min) sobre KM (microM)
los datos experimentales se extrajeron de [46] y [33]. La X marca que existe metabolismo en cantidades muy

bajas
S-PPC 2C8 2C9 2C19 3A4 2C8 2C9 2C19 3A4
4’-OH 7.14 8.09 0.12 2.18 58.05% 66% 1% 18%
6-OH 0 3.25 0.31 0.65 0.00% 26% 3% 5%
7-OH 0 12.3 4.78 3.82 0.00% 100% 39% 31%
R-PPC 2C8 2C9 2C19 3A4 2C8 2C9 2C19 3A4
4’-OH 0 2.61 0.11 1.27 0.00% 21% 1% 10%
6-OH 0 2.05 0.96 0.22 0.00% 17% 8% 2%
7-OH 0 1.22 3.3 0.71 0.00% 10% 27% 6%
S-WFN 2C8 2C9 2C19 3A4 2C8 2C9 2C19 3A4
4’-OH X 0 X 0 1% 0% 1% 0%
6-OH 0 30.5 0 0 0% 29% 0% 0%
7-OH 0 105.25 0 0 0% 100% 0% 0%
8-OH 0 0 0 0 0% 0% 0% 0%
R-WFN 2C8 2C9 2C19 3A4 2C8 2C9 2C19 3A4
4’-OH 0 0.010534 0 0 0% 1% 0% 0%
65
6-OH 0 0 0 0 0% 0% 0% 0%
7-OH X 0 0 0 1% 0% 0% 0%
8-OH 0 0 45.75 87.5 0% 0% 43% 83%
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6.3 Comparacion intervalos de movimiento CYP3A4 en modelos de estudio

1TQN+RIT | [(0.6)
1TQN-L(org) (1 TQN+PPC
1TQN+PPC | [(1.370)




6.4 Campos de fuerza utilizados

AutoDock Force Field
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