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RESUMEN

Los sustratos se acoplan a enzimas y forman interfaces ligando/receptor (IRL), de la misma manera que otro
tipo de ligandos ya sean agonistas o antagonistas con sus dianas proteicas, e. g. canales idnicos, receptores
tirosina-quinasa, receptores acoplados a proteinas G, entre otras biomoléculas. La fuente principal para el
analisis de la interaccion estructural tridimensional en las IRL, son las estructuras cristalogréaficas
tridimensionales obtenidas de la base de datos PDB. La otra fuente de conocimiento son las simulaciones
moleculares computacionales mediante el procedimiento de acoplamiento molecular llamado “docking”, en
donde se predicen acoplamientos de los modelos tridimensionales en la IRL. Debido a la gran cantidad y
diversidad de proteinas registradas en la base de datos PDB se han observado patrones de interaccion, es
decir, ciertos atomos del receptor en el sitio de unidn interactdan con ciertos atomos del ligando para formar
la interfaz, los cuales se repiten y conservan entre ligandos y proteinas. Dichas interacciones moleculares se
pueden clasificar en ciertos tipos, tales como puentes de hidrégeno, puentes salinos, interacciones z-r, enlaces
halogenos, interacciones hidrofobicas , entre otras. Diversos estudios in silico reportan un acoplamiento
molecular con energias minimas de interaccion y un nimero considerable en un clUster, donde se predice que
el resultado es el mas dptimo. Sin embargo, pocos estudios han analizado ¢Hacia qué inclinaciones
electronicas 6 estéricas el programa de acoplamiento tiende a yuxtaponer la posicion y conformacién del
ligando en el sitio de unidn del receptor?

Determinar las predicciones de las coordenadas espaciales de la posicion y conformacion del ligando en el
sitio de unién implica que la funcién de puntuacién de la herramienta computacional ha reconocido las
variables fisicoquimicas. Sin embargo, los algoritmos de prediccion y resolucion del programa de
acoplamiento no determinan en la emulacion ciertas variables importantes como el area enterrada SAS y otros
enlaces que se presentan en el acomodo espacial de la posicion y conformacion del ligando indirectamente,
los cuales se pueden determinar por medio de otros programas, en donde estas mediciones presentan patrones
de interaccién hacia cierto tipo de enlaces y area enterrada SAS.

En el presente trabajo, se estudiaron las interacciones electronicas y estéricas de las interfaces
ligando/receptor predichas por el programa de acoplamiento, el cual yuxtapone la posicién y conformacion
del ligando formando dos fendmenos en el acoplamiento molecular: electrénico y estérico en el sitio de
interaccion nativo del receptor.

Los resultados demuestran que el programa tiende a posicionar indirectamente el ligando en la cavidad del
receptor hacia enlaces w - catién, halégenos y otros tipos de puentes de hidrégeno en las estructuras
analizadas formando el fendmeno de acoplamiento molecular electrénico.

Por otra parte, los resultados del andlisis estérico demuestran que en la prediccion de las coordenadas del
ligando en la cavidad del receptor determinado por el programa de acoplamiento, tiende a incrementar el
area de interfaz y disminuir el volumen que hay entre el ligando y la cavidad.

Los métodos disefiados para determinar patrones de interaccion en la interfaz ligando/receptor elucidaron
residuos y caracteristicas especificas en las cavidades de los receptores de alblmina de suero humano y la
proteasa principal del SARS Cov-2, los cuales son piezas claves en la interaccion con diversos ligandos y
podrian contribuir en investigaciones a futuro en estudios de stper computo de dindmicas moleculares,
estudios in vitro en biologia molecular, entre otras areas.
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I.INTRODUCCION

Molecules do not act if they are not bound.
Paul Ehrlich

1.1. Reconocimiento molecular

El reconocimiento molecular es el proceso por el cual las macromoléculas
interactlan entre si o con diversas moléculas pequefias con alta especificidad y afinidad
para formar un complejo, el cual constituye la base para la coordinacion de una gran
cantidad de eventos bioldgicos esenciales [Janin, 1995].

La mayoria de los procesos en los organismos vivos se controlan mediante el
reconocimiento molecular en proteinas [Rose et al., 2015]. Especificamente, las
interacciones moleculares (IM) en proteinas/ligandos son indispensables para muchas
funciones celulares, debido a los papeles imprescindibles que desempefian en una amplia
variedad de vias biomoleculares [Chandel et al., 2018; Linkuviené et al., 2018].

Técnicas experimentales de cristalografia de rayos X (CRX), resonancia magnética
nuclear (RMN) y microscopia crio-electronica (MCE), se utilizan para el estudio y
elucidacion de asociaciones entre proteinas y otras moléculas a escala atomica [Hol et al.,
1987; Boland et al., 2017]. Los datos obtenidos han permitido que una amplia diversidad
de complejos estructurales se encuentre disponible en la base de datos de proteinas PDB,
la cual alberga cerca de 100,000 estructuras de proteinas depositadas, y mas del 75% de
ellas estan resueltas en complejos con al menos un ligando de molécula pequefia [Berman
et al., 2008]. Con la abundante informacion estructural recopilada que proviene de un gran
nimero de organismos de la base de datos PDB, se pueden obtener conocimientos
detallados sobre como los ligandos interactian con sus objetivos proteicos para la
resolucion de interfaces que conducen al entendimiento de su funcion [Ezkurdia et al.,
2009].



Simultaneamente, junto con los métodos experimentales los enfoques
computacionales para detectar y analizar las interfaces de complejos receptor-ligando
(IRLs) han contribuido notablemente a numerosos recursos para clasificar complejos
bioldgicos, como sc-PDB, UniProt, entre otros [Konc y Janezi¢, 2014; Desaphy et al.,
2015].

1.1.1. Sitios de union de proteinas a ligandos

¢Qué hace que un sitio de union sea un sitio de unién? Muchos estudios han
abordado este intrigante e importante problema. Ser capaz de a priori predecir sitios de
union, limitaria la basqueda de conformacion en el disefio de farmacos, facilitaria la
prediccion de interacciones proteina/proteina y podria proporcionar pistas para el disefio
del sitio de union.

El reconocimiento molecular de alta especificidad es uno de los principios
fundamentales del funcionamiento de los sistemas vivos, lo cuales estan involucrados en
todos los procesos bioldgicos més importantes, como las interacciones hormona/receptor
y antigeno/anticuerpo, reacciones enzimaticas, transporte transmembrana de diversas
sustancias, entre otros. Desde un punto de vista general, el reconocimiento molecular es un
concepto clave de la quimica supramolecular. Puede describirse como un proceso de
interaccion de alta afinidad y union selectiva de un ligando por un receptor [Dean, P.
M.,1987].

La union ligando/receptor es un mecanismo utilizado por los sistemas biol6gicos
para iniciar, propagar o completar muchos procesos funcionales diferentes. Un ejemplo
especifico es la familia de mecanismos de sefializacion que se activan por la unién de
proteinas de la matriz extracelular a receptores especificos en la superficie celular [Longo
et al., 2008].

Normalmente, los ligandos son sustancias relativamente simples de diversa
naturaleza, por ejemplo, péptidos, proteinas, ADN o ARN corto, esteroides, partes de virus
0 bacterias o compuestos artificiales y farmacos. Por el contrario, los receptores son
macromoléculas solubles en agua, ancladas o incrustadas en la membrana con una
estructura 3D compleja [Hollenstein et al., 2013; Zuber y Unwin, 2013; Garrett et al.,
2002].

10



Las alteraciones del estado de los receptores celulares estimuladas por ligandos dan
como resultado respuestas fisiologicas, que constituyen la actividad bioldgica de diversas
biomoléculas, asi como la accion de farmacos.

[Kenakin et al., 2014; Imming et al., 2006]

El receptor y el ligando forman un par complementario con enlaces no covalentes
relativamente fuertes formados por fuerzas de vdW, interacciones hidréfobas que
involucran interacciones 7, electrostaticas, enlaces halégenos, puentes de hidrégeno, entre
otras. El tipo de estas interacciones depende de la compatibilidad estructural y energética

de las moléculas involucradas en la interaccion [Lodish y Harvey, 2000].

Las IRL son esenciales para la funcionalidad bioldgica y estan implicadas en todas
las funciones bioquimicas. Por lo tanto, el estudio de los sitios de union proteina/ligando y
sus residuos asociados, es un paso importante en la elucidacion funcional en proteinas.
Resolver las IRL en el contexto de los sitios de union a los ligandos es importante para
comprender los mecanismos celulares y es fundamental para obtener las respuestas a los

farmacos [Roche et al., 2015].

En las Gltimas décadas, se ha realizado abundante trabajo tedrico para lograr la
interpretacion correcta de estos pardmetros y relacionarlos con las propiedades
estructurales de los receptores y ligandos combinados con el conocimiento actual de las
fuerzas intermoleculares. Desde entonces, al menos cinco avances importantes han dado
un nuevo impulso al estudio de las IRL:

(i) El progreso continuo en el campo de la cristalografia y la biogquimica ha puesto a
disposicion la estructura de muchos complejos IRL con resolucion en A

(if) El uso adecuado de la mutagénesis sitio dirigida nos ha permitido evaluar la
contribucion de los aminoacidos individuales a la afinidad de unién y la especificidad de
los receptores de proteinas.

(iii) ElI aumento continuo de la potencia de las computadoras para andlisis y una
innumerable cantidad de métodos in silico, nos ha permitido aprovechar al maximo las
técnicas de simulacion desarrolladas para resolver y entender diversas funcionalidades
bioldgicas, en donde estas técnicas han proporcionado informacion valiosa sobre el

comportamiento de sistemas moleculares realistas y virtuales.
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(iv) El progreso continuo en la biologia celular dejé en claro que la descripcion
convencional de las IRL (a través del equilibrio y las constantes cinéticas) era insuficiente
para explicar todos los fendmenos impulsados por interacciones entre receptores de
superficie sometidos a estrés mecanico e impuestos por desplazamiento.

(v) Recientemente, una variedad de métodos experimentales in silico desarrollados por
fisicos, quimicos, bioinformaticos, farmacéuticos, bidlogos y otros peritos de diversas
areas ha permitido el monitoreo directo de las IRL a nivel de un solo complejo
molécula/molécula.

[Pierre Bongrand, 1999; Yakimchuk, 2011].

En términos evolutivos, la interaccion entre proteinas y ligandos se produce en los
sitios de union que a menudo estan formados por aminoacidos conservados. Con el fin de
hacer que la investigacion de nuevos medicamentos sea lo mas productiva posible, es
necesario explorar técnicas "in silico", de alto rendimiento y cribados virtuales a base de
fragmentos que requieren la identificacion de cavidades farmacoldgicas en la superficie
de las proteinas, que pueden o no corresponder a sitios activos [Khazanov y Carlson,
2013]. Las proteinas son macromoléculas caracterizadas por estructuras complejas cuya
funcién principal es mantener sitios activos relativamente pequefios. De hecho, es
necesaria una arquitectura 3D precisa para unir ligandos de manera eficiente. Una
superficie proteica representa una topologia irregular de hendiduras. Puede haber varios
sitios de unién en una sola proteina y los ligandos pueden ser tan pequefios como iones o
polimeros grandes que pueden funcionar como sustratos, inhibidores o moduladores
alostéricos [Burley et al., 1999; Liolios et al., 2006; Galperin, 2006].

Varios estudios han examinado los atributos de los sitios de unién a proteinas.
Muchos de éstos han demostrado que en las proteinas los sitios de union varian sus
caracteristicas inherentes de acuerdo a la funcionalidad y especificidad del complejo
estructural receptor/ligando [Edwards y Cottage, 2003].

Los sitios de unién en superficies enzimaticas suelen estar constituidas en una
forma de hendidura concava a diferencia de los complejos proteina/proteina mas grandes.
Se ha demostrado que los sitios de union a enzimas con frecuencia son las cavidades mas

grandes de la superficie molecular proteica. Por otra parte, la forma del sitio de unién de
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los dimeros suele ser bastante plana y practicamente no se distingue de otros sitios de
interaccion en la superficie proteica.

Abordar el problema de la conservacion de residuos en superficies y en IRL
requiere un método de comparacién estructural que sea independiente del orden de
secuencia de aminoécidos. Ademas, para derivar de forma Unica los intercambios (y la
conservacion) dentro de un conjunto de moléculas se requiere un método de comparacion
de multiples estructuras. Iniciar desde un punto de partida de alineacion de pares
macromoleculares puede causar un sesgo [Bonneau y Baker, 2001; Halling, 1992;
Branden y Tooze, 1999].

Finalmente, debido a la amplia gama de funciones bioldgicas que desempefian las
proteinas, una comprensién detallada de las interacciones entre proteinas y ligandos es

fundamental para comprender la biologia estructural a nivel molecular [Du et al., 2016].

1.2. Interacciones moleculares

Las IM son de vital importancia para el disefio y procesos de reconocimiento
molecular, tanto en sistemas sintéticos como biologicos [Gohlke y Klebe, 2002]. El
analisis preciso de las IM con métodos tedricos de alto nivel ayuda a disefiar nuevas
moléculas funcionales y materiales con las propiedades fisicas y quimicas deseadas
[Aliakbar et al., 2016].

Las IM se clasifican de acuerdo al tipo de enlace involucrado: covalente y no
covalente. Las interacciones no covalentes difieren del enlace covalente ya que el primero
se basa en interacciones electrostaticas en lugar de compartir electrones [Cerny y Hobza,
2007].

Existe una variedad de interacciones no covalentes que han sido estudiadas en la
union de ligandos a proteinas, e. g. enlaces de hidrogeno, interacciones m-cation, nt-m,
enlaces ionicos, puentes de sal, amida- &, enlaces halégenos, entre otras [Frieden R., 1975].
En resumen, en la Tabla 1 se muestran las principales interacciones no covalentes

reportadas en sistemas biolégicos.
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Tabla 1. Interacciones no covalentes en IRLSs.

Interaccion no Fuerza Descripcién Ejemplo
covalente
Puente de hidrégeno 4-4.5 kcal/mol Comparten hidrégenos Agua, formacién de

Enlace hidrofébico

Interaccion de
apilamiento n-n

Interaccion ionica

0.7-1.0 kcal/mol

Débil

Fuerte entre cargas
diferentes y repulsivo
entre cargas similares

entre dos AEN

IM entre dos
moléculas de
naturaleza no polar

Interacciones « de dos
sistemas aromaticos
apilados por
deslocalizacion de
electrones

Atraccion
electrostatica fuerte
entre dos atomos
cargados 6 ionizados

a-hélices y
apilamiento de hojas 3
en proteinas, IRL,
interacciones proteina-
proteina, redes de
HOH

Interacciones entre
anillos aromaticos y
cadenas de carbonos

Reconocimiento entre
cadenas laterales de
aminoéacidos
aromaticos y acidos
nucleicos.

Interacciones inter e
intra moleculares de
proteinas,
interacciones
enzimaéticas proteina-
cation, IRL

AEN:atomos electronegativos; kcal: kilocalorias. Tomada y modificada de Frieden, 1975.

En las secciones 1.2.1. - 1.2.6., se mencionan las descripciones y caracteristicas
principales de los ejemplos méas importantes de interacciones no covalentes para la
formacion de IRLs.

1.2.1.Enlace de hidrégeno

El enlace de hidrégeno se refiere a la formacién de un enlace débil entre un atomo
de hidrégeno unido a un &tomo electronegativo fuerte y otro atomo de electronegatividad
maés alta. Por lo tanto, el &tomo de hidrégeno, que esta conectado a un a&tomo altamente
electronegativo (por ejemplo, oxigeno, nitrégeno y azufre) a través de un enlace covalente,
desarrolla una carga positiva parcial y es atraido por otro atomo electronegativo fuerte (por
ejemplo, oxigeno, fluor, nitrogeno, y azufre), que ha desarrollado una carga parcial
negativa debido a la atraccion entre la nube de electrones y su atomo vecino [Jeffrey y
Saenger, 1994].
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Los enlaces de hidrogeno proporcionan la mayoria de las interacciones direccionales que
sustentan el plegamiento de proteinas, la estructura de las proteinas y el reconocimiento

molecular [Habermann y Murphy, 1996].

1.2.2. Puente de sal

Un puente de sal se puede definir como una interaccion entre dos grupos de carga
opuesta en la que al menos un par de &tomos pesados esta dentro de la distancia de enlace
de hidrogeno. Cabe sefialar que la atraccion o repulsion carga-carga podria ser significativa
incluso si los centros geométricos de los grupos funcionales estan separados por distancias
superiores a 4 A, la distancia que se suele utilizar para identificar un puente de sal
[Kakiuchi, 2011].

Estas interacciones no covalentes asistidas por carga juegan papeles importantes en
agrupaciones ionicas, equilibrios &cido-base, solvatacién de iones, reconocimiento
molecular, transportes de iones, plegamiento de proteinas, entre otros [Kurczab et al.,
2018]. En particular, los puentes de sal en cavidades pueden hacer contribuciones cruciales
a la union de ligandos [Bosshard et al., 2004].

En laFigura 1, se muestran dos puentes de sal en la cavidad de ASH y camptotecina.

ApIVTA

Figura 1. Puentes de sal en el complejo estructural ASH/CAM. Formacion de puente de sal
en la cavidad de ASH (Arg117A) y CAM, entre un grupo guanidinio y un grupo carboxilato
del ligando. Tomada de PoseView, https://proteins.plus/419k.
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1.2.3. Interacciones hidrofébicas

Los contactos hidrofobicos son las interacciones mas comunes en los complejos
proteina/ligando [Patil et al., 2010]. Estas interacciones juegan un papel fundamental en
la formacion y estabilidad de proteinas, membranas bioldgicas, IRL y otros complejos
[Pace et al., 2011].

Algunos programas utilizados para detectar IMs como PLIP (Protein-Ligan
Interaction Profiler), establecen que un &tomo se clasifique como hidréfobo si es un
carbono y solo tiene &tomos de carbono o hidrégeno como vecinos [Salentin et al., 2015].
Se sabe, que las interacciones alifatico-aromaticas que involucran grupos alquilo y anillos
aromaticos son interacciones que ocurren comdnmente en interfaces no polares [Pereira
de Araujo et al., 1999].

1.2.4. Interacciones z-z y H-x

Se ha prestado especial atencidén a las interacciones que involucran sistemas
aromaticos ya que participan en la estabilizacion de estructuras macromoleculares
[Burley y Petsko, 1985].

Las interacciones entre anillos aromaticos, donde involucran H-n (Apilamiento en
forma de T) y n - = (apilamientos cara-cara y cara-cara desplazados) se denominan
interacciones atractivas no covalentes de la nube electronica n de un compuesto aromatico
con el resto de H cargado positivamente (en CH, NH, etc.) y la nube electronica © de otro
compuesto aromatico, respectivamente [Martinez y Iverson, 2012]. En la asociacion entre
dos anillos aromaticos pueden darse diferentes disposiciones (tipos de interacciones ),

las cuales se muestran en la Figura 2 [Lee et al., 2007].
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Figura 2. Representaciones geométricas de apilamientos z-z. (a): H-m 6 apilamiento en forma de T; (b):
apilamiento cara-cara desplazado; (c): apilamiento cara-cara. Tomada y modificada de Hunter et al.,1991.

1.2.5. Interacciones z-catién

Las interacciones m-cation son una fuerza de atraccidn electrostatica no covalente

entre un sistema = denso en electrones (e. g. benceno, etileno, acetileno) y un cation

proximal (e. g. Na*, NBus™ Ca*, Zn*, grupos guanidinio, aminas primarias, entre otros),
Figura 3 [Kennedy et al., 2016].

Las interacciones z-cation influyen en las estructuras bioldgicas, el reconocimiento

molecular y la catalisis [Mahadevi y Sastry, 2013]. Desempefian un papel importante en

la determinacion de la estructura y funcion de las IRL [Dougherty, 2007]. Los analisis

estructurales de rayos X y los estudios computacionales muestran que las interacciones

n-cation son frecuentes en los complejos proteina-proteina, proteina-ligando, y proteina-
ADN [Gallivan y Dougherty, 1999; Zacharias y Dougherty, 2002; Wintjens et al., 2000].

(@)
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Figura 3. Representaciones geométricas de interacciones z-cation. (a) Potencial electrostatico
de superficie molecular: rojo (PES electronegativo), Azul (PES electropositivo), Verde (PES
electropositivo con valores cercanos a 0), amarillo (PES electronegativo con valores cercanos a
0) con valores de -5 a 5 kcal/mol que ilustra la base electrostatica de una interaccion w-cation
entre benceno y un catién amonio; (b) Ejemplos de diferentes modos de interaccion para sistemas
de moléculas pequerias que participan en interacciones m-cation. Las lineas punteadas en rojo
indican la interaccion electrostatica. Tomada y modificada de Kennedy, et al.,2016.

1.2.6. Enlace halégeno

El enlace halégeno se define mediante la siguiente ecuacion:
R—X"Y

En donde un atomo hal6geno (X) se encuentra covalentemente unido a un grupo 6
cadena (R) y tiene una region electrofilica o una region potencialmente electrofilica, en
su MEP. Puede suceder que X esté unido covalentemente a mas de un grupo R. En tales
casos, el halégeno también puede formar mas de un enlace halégeno. El aceptor XB (Y):
donante de densidad de electrones, el cual puede ser un anidn o una especie neutral que
posee al menos una region nucledfila, e. g. un atomo que posee un par solitario de

electrones o un sistema 7, Figura 4.
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Figura 4. Representacion esquematica del enlace halégeno. X: cualquier atomo halégeno; R: grupo 6 &tomo
unido covalentemente a X; Y: atomo nucleéfilo donador; Regiones de densidad de electrones positivas y
negativas en rojo y azul, respectivamente; Nuc: nucleofilo; Ele: Electroéfilo.

En los dltimos afios, los enlaces hal6genos han recibido gran atencion debido a su
importante papel en diferentes campos de la quimica, bioquimica, biologia estructural,
entre otras areas. Debido a la naturaleza de atraccion de los enlaces haldgenos, las
distancias X --- Y son mas cortas que la suma de los radios de vDW de los atomos X y
Y. De hecho, la distribucion anisotrdpica de carga alrededor del atomo de halégeno es
responsable para la formacion del enlace halégeno. En un 4tomo haldgeno enlazado
covalentemente, el radio del halégeno en la direccién a lo largo del enlace RX es méas
corto que a lo largo de las direcciones perpendiculares a este enlace. En consecuencia, los
hal6genos muestran caracteres tanto electrofilicos (a lo largo de RX) como nucleofilicos
(alo largo de vectores perpendiculares a RX).

El enlace hal6geno, en la actualidad, esta recibiendo mayor atencién en el estudio
de complejos proteina/ligando. Muchos farmacos halogenados se estabilizan con enlaces
halégenos con diversas biomoléculas. Los atomos de halégeno, comunmente fllor y
cloro, se han utilizado durante varios afios para el disefio de farmacos. Se estima que una
cuarta parte del numero total de articulos y patentes estrechamente relacionados con la
qguimica médica implican la insercion de halégenos durante la sintesis de compuestos
finales [Sirimulla et al., 2013].

Los halégenos, juegan un papel importante en los sistemas naturales. Las hormonas
tiroideas representan una clase de moléculas yodadas naturalmente en las que los enlaces

halégenos desempefian un papel importante en su reconocimiento. Actualmente, se
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conocen 3500 metabolitos que contienen haldgenos, incluidos los importantes
antibidticos cloranfenicol, 7-clorotetraciclina y vancomicina. Ademas, la halogenacion
directa de proteinas y acidos nucleicos puede resultar de la halogenacion oxidativa por
una serie de peroxidasas implicadas en respuestas inflamatorias [Auffinger, Pascal et al.,
2004].

1.3. Propiedades fisicoquimicas en sitios de union de proteinas/ligandos

Muchos procesos bioldgicos como la transduccion de sefiales, la regulacion celular
y la respuesta inmune, involucran la union proteina/ligando. La identificaciéon y
caracterizacion de los sitios de union a proteinas para moléculas pequefias son cruciales
para comprender las funciones tanto de los ligandos end6genos como moléculas similares
a farmacos [Guo et al., 2015].

Las propiedades fisicoquimicas mas importantes implicadas en el reconocimiento
molecular son las caracteristicas electrénicas y estéricas, que permiten que un ligando
biolégicamente activo interactle con su receptor diana [Gorbitz, 2018].

Las interfaces son regiones localizadas de superficies con diferentes propiedades
fisicoquimicas en comparacion con el resto de las superficies, lo que impulsa la unién a
otras moléculas [Sowmya y Ranganathan, 2015]. Las caracteristicas fisicas y quimicas
(incluida la hidrofobicidad, las interacciones electrostaticas, la energia de union, el
tamafo de la interfaz, la complementariedad de forma, los grupos quimicos de
aminoéacidos y los grupos de residuos conservados) rigen la formacion de interfaces de
proteinas [Jones y Thornton, 1996; Lo Conte et al., 1999; Miller et al., 1987; Saha et al.,
2006].

Debido a su importancia, las interfaces de proteinas y los sitios de unién a ligandos
han sido el foco de muchos estudios computacionales [Gao y Skolnick, 2012]. A
continuacion, se describiran algunas de las propiedades que participan en la formacion de

interfaces de proteinas y sitios de union a ligandos.

1.3.1. Propiedades estéricas

Las propiedades estéricas estan relacionadas principalmente con la disposicion

espacial 3D de moléculas [Hlavacek et al., 1999]. Para satisfacer el requisito de una
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ubicacién espacial especifica en la cavidad del receptor (es decir, que se ajuste al
receptor), las caracteristicas estéricas adecuadas en la interfaz son esenciales para las
moléculas bioactivas, incluidos los farmacos [Caballero et al., 2016]. Las influencias
estéricas incluyen la contribucién intramolecular de sustituyentes, volumen molecular,
tamarfio, forma, disposicion espacial y atributos conformacionales especificos [Sonnet y
Virga, 2008].

1.3.2. Propiedades electronicas

La interaccion farmacoldgica implica varios atributos electrénicos para establecer
la unidn con el sitio de interaccion, ya que los receptores bioldgicos pueden comprender
aminoacidos que contienen grupos funcionales cargados y polares [Andrews et al., 1984].
Varios tipos de fuerzas de dispersion (formacion de complejos de transferencia de carga,
interaccion ionica, efecto inductivo, enlace de hidrogeno, efecto de polarizacion,
propiedad catalitica acido-base, etc.) representan las caracteristicas electronicas
[Shashikala et al., 2019].

1.3.3. Potencial electrostatico de superficie molecular.

Dada su importancia, la superficie electrostatica se ha utilizado para estudiar la
similitud en proteinas [Naray G.,1993; Dong y Zhou, 2006; Dtugosz y Trylska, 2008].
Utilizando la correlacion de potenciales electrostaticos como medida cuantitativa, se ha
demostrado la complementariedad electrostatica entre las interfaces proteina/proteina y
proteina/ligando [McCoy et al., 1997; Chau y Dean, 1994]. En general, se acepta que
existe un alto grado de complementariedad en forma y electrostatica entre un ligando y
su receptor [Muchmore et al., 2006]. Esto implica que las moléculas con forma y
propiedades electrostaticas similares pueden unirse al mismo receptor [Armstrong et al.,
2010; Voet et al., 2013].

1.34. Area polar y no polar del receptor

La naturaleza quimica de los residuos que forman una interfaz de proteinas

(composicion de residuos de aminoacidos) determina el efecto hidrofobico de una interfaz
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[Young et al., 1994]. Se observa que los residuos no polares (o hidrofobos) se producen
predominantemente en la interfaz de la proteina, desempefiando un papel importante en
la contribucion a la fuerza impulsora para la union [Ma et al., 2003]. Sin embargo, en un
numero considerable de complejos, también se observa que las interacciones polares
contribuyen en gran medida a la formacion de una interfaz estable [Wong et al., 2013].
Por lo tanto, a menudo es esencial estudiar la diferencia relativa en la polaridad de la
superficie y la interfaz de cada complejo receptor/ligando, para determinar las principales
fuerzas de union en la interfaz y determinar sus caracteristicas discriminatorias [Sowmya
etal., 2011].

Hoy en dia, los estudios in silico son una herramienta indispensable para el estudio
de las IRL en otros complejos bioldgicos, mediante el uso de técnicas computacionales
de dinamica molecular, acoplamiento molecular (conocido como “docking”), modelado
in silico, entre otras [Chahal et al., 2019]. En esta investigacion, nos adentraremos en el
AM automatizado.

1.4. Acoplamiento molecular

Un método ampliamente utilizado en el estudio y la prediccién del reconocimiento
molecular es el AM, el cual es fundamental en la prediccion y la racionalizacién de la base
estructural de las IM bioldgicas y quimicas entre las moléculas [Shoichet, 2004; Morris y
Lim-Wilby, 2008].

El AM es un método computacional que determina la posicion y conformacion de
una 6 mas moléculas para predecir las IRLs a escala atomica, c. f. Docking [Yuriev y
Ramsland, 2013; Vipin et al., 2006], siendo una herramienta que permite el estudio de
procesos bioldgicos fundamentales [McConkey et al., 2002]. Es decir, predice parametros
relevantes en la interaccion: (i) la conformacion y orientacion del ligando en el sitio de
unién del receptor; asi como (ii) la estimacion de la energia libre de unidn, que representa
la potencialidad de union [Alberg y Schreiber, 1993; Diller y Merz, 2001]. En la Figura 5,

se representa el modo de unién de la IRL.
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Figura 5. Representacion del modo de unién del complejo ligando/receptor. Alblimina de suero humano en
complejo con azapropazona (PDB: 2BX8). Tomada y modificada de Torres et al., 2019.

Segun los tipos de ligando, el acoplamiento se puede clasificar como [Morris y
Lim-Wilby, 2008]:
« Acoplamiento proteina/molécula pequefia (ligando)
* Acoplamiento proteina/acido nucleico
* Acoplamiento proteina/proteina

Hasta la fecha, la herramienta de acoplamiento molecular méas utilizada es el
acoplamiento ligando-proteina debido a sus diversas aplicaciones en el descubrimiento de
nuevos agentes terapéuticos. Ademas, representa un sistema mas simple en comparacién
con los otros problemas de acoplamiento [Muegge y Rarey, 2001; Bohm y Klebe, 1996].

El proceso general del AM (Figura 6), se puede dividir en tres partes principales:
1) preparacion del ligando y la macromolécula. Esto se hace basado en campos de fuerza
que permiten la representacion de superficies y cavidades como sitios potenciales de
ligandos [Halperin et al., 2002]; 2) definir el tipo de atraque: rigido o flexible [Agarwal y
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Mehrotra, 2016] y 3) establecer la estrategia de busqueda de las conformaciones del

ligando: sistematicas o estocasticas [Dos Santos et al., 2018].

Seleccion del
receptor

Seleccion del
ligando

[ Preparacion del receptor ] [ Freparacion del ligando ]

4
Acoplamiento
molecular

Evaluarlos
resultados del

acoplamiento

Figura 6. Diagrama general del acoplamiento molecular IRL convencional. Se muestran los
pasos clave en los AMs. Tomada y modificada de Morris et al., 2008.

El acoplamiento molecular tiene una amplia variedad de aplicaciones: generacion
de moléculas de importancia industrial, descubrimiento de nuevos farmacos, estudios de
relacion estructura-actividad, optimizacion de ligandos, determinacion de residuos clave
en funciones bioldgicas especificas “hot spots” en proteinas para facilitar estudios en
mutagénesis, desarrollo de métodos auxiliares en estudios y elucidacion en CRX, estudios
de mecanismos moleculares y disefio de bases de datos, entre otros [Morris y Lim-Wilby,
2008; Yuriev y Ramsland, 2013; McConkey et al., 2002; Tripathi et al., 2007].

En la actualidad, existe una variedad de programas que realizan acoplamiento
molecular y su nimero ha ido incrementando debido a la alta demanda de estudios in silico
que requieren predicciones IRL [Prieto-Martinez et al., 2018; Diller y Verlinde, 1999;
Pagadala et al., 2017]. Cada herramienta utiliza diferentes campos de fuerza y algoritmos

para la generacion de posiciones y conformaciones, el refinamiento y el célculo de las
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interacciones receptor/ligando [Ewing et al., 2001; Meng et al., 2011; Salmaso y Moro,
2018]. La Tabla 2 presenta una breve lista de los principales programas de acoplamiento,

incluidos sus algoritmos e informacion general [Prieto-Martinez et al., 2018].

Tabla 2. Softwares de AM proteina-ligando y su algoritmo de bisqueda.

Nombre Algoritmo de busqueda Licencia Referencias
Autodock4 AGL Académico 1
Dock CF Académico 2
Oedocking CF Académico 3
Fleksy BC Comercial 4

Swissdock OE Académico

Gold AG Comercial 6
Glide H Comercial 7
Vina oL Académico 8
Rdock H Académico 9
Ledock RS Académico 10
Plants OCH Académico 11
Haddock H Académico 12
Surflex-dock CF Comercial 13
Moe H Comercial 14
Flexx CF Comercial 15
Fitted H Comercial 16
Ligandfit CF Comercial 17
ICM H Comercial 18
Igemdock AE Académico 19

Algoritmos: AGL (Algoritmo genético lamarckiano), CF (Coincidencia de formas); BC (Basado en conjuntos); OE (Optimizacion
evolutiva); AG (Algoritmo genético); H (Hibrido);OL (Optimizacién local); RS (Reconocido simulado); OCH
(Optimizacion por colonia de hormigas); AE (Algoritmo evolutivo); Referencias: 1: Morris et al., 2009; 2: Allen et al., 2015; 3: Kelley
etal., 2015y Mcgann, 2011; 4: Nabuurs et al., 2007 y Wagener et al., 2012; 5: Grosdidier et al., 2011; 6: Jones et al., 1997; 7: Friesner
etal., 2004; 8: Trott & Olson, 2009; 9: Ruiz-Carmona et al., 2014; 10: Unzue et al., 2016; 11: Korb et al., 2009; 12: Dominguez et al.,
2003; 13: Spitzer & Jain, 2012; 14: Vilar et al., 2008; 15: Kramer et al., 1999; 16: Corbeil & Moitessier, 2009; 17: Venkatachalam et
al., 2003; 18: Neves et al., 2012; 19: Yang & Chen, 2004.
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Los mejores programas utilizados para obtener las mejores puntuaciones en el AM
son: AutoDock4, AutoDock Vina, MOE-Dock, FLexX y GOLD, respectivamente [Singh
etal., 2017].

AutoDock4 es un programa de AM no comercial utilizado ampliamente en el
ambito cientifico [Forli et al., 2016; Rizvi et al., 2013]. El cual consta de dos programas
principales: i) AutoDock4 que realiza el acoplamiento de un ligando a un conjunto de
cuadriculas que describen la proteina objetivo y ii) AutoGrid que calcula previamente las
cuadriculas en las que el ligando intentara encajar [Bitencourt-Ferreira et al., 2019; Morris
etal., 2009].

Los receptores empleados en esta investigacion para los estudios de acoplamiento
fueron la albumina de suero humano y la proteasa principal del SARS-CoV-2. A

continuacion, se detallan las principales caracteristicas de cada una de ellas.

1.5. AlbUmina de suero humano

Una de las proteinas mas estudiadas en interfaces con ligados es la albimina sérica
humano (ASH), siendo una proteina abundante en el plasma sanguineo [Fanali et al., 2012;
Taguchi et al., 2012]. La ASH es conocida como un receptor silencioso con alta afinidad a
muchos farmacos y sustancias toxicas [Muller y Wollert, 1979; Al-Shabib et al., 2017; Rub
et al., 2017]. Los efectos de la ASH en una amplia variedad de IM a ligandos, son puntos
criticos en el estudio e investigacion en farmacologia y toxicologia ambiental [Rabbani,
2017; Rodriguez et al., 2016; Zhang et al., 2013].

1.5.1 Estructura de la ASH

La ASH es una proteina globular de =66.5 kDa, compuesta de 585 aminoécidos, en
su mayoria o-helicoidal que consta de tres dominios estructuralmente similares,
generalmente indicados como: | (aminoacidos 1-195), 1l (aminoacidos 196-383) y Il
(aminoacidos 384-585) [Lee y Wu, 2015]. Los tres dominios de ASH se ensamblan
asimetricamente y se asemejan a una forma de corazén. Cada dominio incluye 10 hélices
o que se empaquetan en dos subdominios separados (denominados A y B) que comprenden
seis hélices o (h1-h6) y cuatro (h7-h10), respectivamente; los subdominios estan

conectados por un bucle extendido largo [Carter y Ho, 1994]. La ASH contiene 35 residuos
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de cisteina, y todos ellos, excepto uno, Cys34 (en el dominio 1), estan involucrados en
enlaces disulfuro que estabilizan la estructura [Sudlow et al., 1975].

Dos sitios de unién importantes en la ASH son los sitios Sudlow | y II. El sitio
Sudlow | esta ubicado en el subdominio 1A y el sitio Sudlow Il esta ubicado en el
subdominio I11A [Otagiri, 2005].

En la Figura 7, se muestra la estructura de la ASH con sus sitios de unién a

diferentes farmacos de acuerdo a evidencia por CRX.

11IB: V. . Lo Dominio I

2: Propofol
2: Oxifenbutazona

IB:
2°: Azapropazona
2°: Indometacina

IITA: IA:

1°: Diflunisal Todipamida

Diazepam

1°: Halotano

1°: Ibuprofeno IIA:

1°: Propofol Azapropazona
Indometacina
Oxifenbutazona

IIA-1IB: ¥ Fenilbutazona

2°: Diflunisal Sudlow Il Witpcas

2°: Tbuprofeno 3°: Diflunisal

2°: Halotano

Figura 7. Estructura resuelta por CRX de la ASH con sitios de unién a farmacos. Se muestra un resumen de los
sitios de unidn con sus respectivos farmacos. PDB: 1A06. Dominios, en café; Subdominios, en gris; Sitios de
union 1y 1l de Sudlow, en Negritas. Estructura en forma de cintas y tiras, en arcoiris; Tomada y modificada de
Liu, et al., 2015.

1.5.2. Funcion

La albumina tiene una variedad de funciones importantes y es responsable del 80%
de la presion osmotica coloidal de la sangre [Dockal et al., 1999]. Significativamente, la
albumina puede unirse a diversas moléculas endogenas, incluidos los acidos grasos de
cadena larga, los esteroides, el L-triptofano, etc [Kragh-Hansen, 1981]. También participa
en el transporte de iones en la circulacién, incluidos el cobre, el zinc, el calcio, etc [Evans,

2002]. Ademas, puede unirse a compuestos y farmacos exdgenos, como warfarina,
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ibuprofeno, clorpromazina, naproxeno, entre otros. La afinidad de union de la ASH afecta
significativamente su actividad y vida media [Yang et al., 2014].

1.6. SARS-CoV-2

El virus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2), el cual es el
agente etiologico responsable del brote de neumonia viral de la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19), dio lugar a una pandemia con una tasa de mortalidad
estimada del 5% al 6% [Zhu et al., 2020; Li et al., 2020]. Actualmente, es uno de los
agentes biologicos de importancia de estudio e investigacion en las areas del sector salud,
inmunologia, biologia estructural, farmacologia, biologia molecular, entre otras [Zhou et
al., 2020; Wu et al., 2020; Baud et al., 2020]. En consecuencia, a raiz de la emergencia
sanitaria del afio 2019, se decidié expandir el trabajo a investigar las IRL de la proteasa
principal del SARS-CoV-2 (PPS) que provoca la enfermedad denominada COVID-19.
Actualmente, existe evidencia por CRX, RMN y MCE de proteinas virales de dicho
agente bioldgico en interaccion con diversos ligandos [Flower et al., 2020; Du et al.,
2020; Xiaet al., 2020; Liu et al; 2021]. En este estudio, la evidencia estructural de la PPS,
nos permitio identificar los “hot spots” clave para una comprensiéon mas clara de su
mecanismo de accion que pueda llevar al desarrollo de un farmaco antiviral [Morrow y
Zhang, 2012; Grosdidier y Fernandez-Recio, 2008; Rosell y Fernandez-Recio, 2018].

1.6.1. Estructuray funcion de la proteasa principal del SARS-CoV-2

Uno de los objetivos farmacoldgicos mejor caracterizados entre los coronavirus es
la proteasa principal Mpro, también conocida como 3CL pro [Ullrich y Nitsche, 2020].
Esta enzima juega un papel fundamental en la mediacion de la replicacion, transcripcion
y empaquetamiento viral dentro de las células huésped [Naqvi et al; 2020].

La PPS corta exclusivamente secuencias polipeptidicas después de un residuo de
glutamina, hasta el momento, no se conocen proteasas de células huésped humanas con
esta especificidad de sustrato. Por lo cual, la inhibicién de la actividad de esta enzima
bloquearia la replicacion del virus sin que se produzcan efectos toxicos [Rut et al., 2020].

La enzima tiene un peso molecular de =33,79 kDa determinado por espectroscopia

de masas [Tachoua et al., 2020]. Estructuralmente, la PPS comprende 306 residuos de
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aminoacidos que forman un dimero, donde cada protémero (determinados por CRX) se
compone de tres dominios: dominio | (residuos 8-101), dominio Il (residuos 102-184) y
dominio I (residuos 201-303) [Zhang et al., 2020].

Los dominios I y II tienen una estructura de barril B antiparalela; mientras que el
dominio III se caracteriza por un grupo de cinco hélices a y esta conectado con el dominio
Il por medio de una regién de bucle largo (residuos 185-200) [Jin et al., 2020]. En la
Figura 8, se presenta la estructura resuelta con evidencia estructural por CRX y MCE de

sitios de union a antivirales.

Narlaprevir (NPV) Inhibidor F3F (F3F)

Figura 8. Estructura resuelta por CRX de la PPS con sitios de union a inhibidores experimentales. Se muestra un
resumen de los sitios de unién de la PPS con ejemplos de moléculas antivirales, PDB: 6WQF [Du et al., 2020]; Los
dominios I — I11 se muestran en cyan, salmdn y verde, respectivamente en donde los colores claros y oscuros representan
a las cadenas A y B, respectivamente; Los circulos con bordes intermitentes azules muestran los sitios de unién con
ejemplos de residuos de unién a H41 y C145.
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Il. ANTECEDENTES GENERALES

Diversos estudios se han enfocado en el AM que realizan varios programas en IRL,
para acercarse a una comprension mas detallada para satisfacer el entendimiento de si en
realidad el acoplamiento es efectivo a escala atdbmica en diversos complejos estructurales.

En el afio 2002 McConkey, et al. estudiaron funciones de puntuaciéon en complejos
proteina/ligando en donde determinaron que la pose del ligando més cercana a la estructura
resuelta experimentalmente no siempre se identifica como la mejor solucion. Ademas, se
han descrito y clasificado los enfoques de acoplamiento y puntuacién mas populares con
respecto a su base metodoldgica [Coupez y Lewis, 2006].

Por otra parte, Kolb y Irwin, 2009, llevaron a cabo una amplia recopilacion de datos
extraidos de la literatura de AM, en donde validaron la confiabilidad de posiciones predichas
de ligandos en receptores. Ademas, Castro-Alvarez et al, 2017, evaluaron el rendimiento de
algunos programas populares de acoplamiento en la reproduccion de IM ligando/receptor en
estructuras determinadas por CRX, en donde la mayoria de los programas determinaron
posturas Optimas a pesar de la complejidad estructural de los cristales. En adicién, Ferreira
De Freitas y Schapira en el afio 2017, realizaron una recopilacion de estructuras de la base
de datos de PDB. Ademas, Berman en el afio 2008, genero un estadistico de la frecuencia de
las IM a escala atdmica entre receptores y ligandos.

Una amplia variedad de proteinas de importancia en diversas areas de la ciencia han
sido el objeto de estudio in silico con enfoque en AM.

En 2010, Deeb et al estudiaron las caracteristicas conformacionales y afinidades de
sitios de union de 94 farmacos a la ASH mediante dindmicas moleculares y AM. Logrando
identificar en la ASH, el proceso de reconocimiento y la capacidad para unirse a una gran
variedad de ligandos en diferentes sitios.

En adicion, Parsekar et al., 2020, reportaron mediante técnicas in silico la unién de

ligandos con actividad anticancerigena a la ASH y su actividad citotoxica hacia las células
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cancerosas Hela, en donde utilizaron complejos Cu(l1)/Zn(I1) con una base de Schiff de
carbohidrazona como ligando principal. Los resultados mostraron la union de los complejos
a la ASH principalmente en el subdominio IIA (sitio |1 de Sudlow), exhibiendo una
interaccion débil en el subdominio IB.

Por otra parte, Peele et al., 2020, evaluaron con dindmicas moleculares y AM, los
efectos de 62 compuestos hacia la proteina del SARS-CoV-2 (PDB: 6LU7). Estos hallazgos
muestran que las mejores puntuaciones de acoplamiento fueron para lopinavir, amodiaquina
y teaflavina digallato. Ademas, Marinho et al., 2020 realizaron cribado virtual y AM para
identificar posibles inhibidores del SARS-CoV-2. En donde los resultados demuestran que
todos los inhibidores tienen afinidad al mismo sitio de union enzimatico, especificamente en
el dominio Ill de la PPS del SARS-CoV-2

En el laboratorio de Simulaciones Moleculares Computacionales, nuestro grupo de
investigacion dirigido por el Dr. Thomas R. F. Scior, se han desarrollado y aplicado métodos
computacionales para el estudio de patrones estructurales en sistemas bioldgicos.

En un estudio in silico de proteinas de membrana de canales idnicos, se determind la
participacion de interacciones 7t-7 stacking a escala atdbmica para la union del tolueno al canal
Nav1.4, logrando asi una mayor comprension de su mecanismo de accion teérico [Scior T.
et al., 2009]. Posteriormente, en una investigacion continua a Nay1.4, se extendio el alcance
de esta metodologia mediante AM para examinar los posibles sitios de union de primaquina
al canal de sodio dependiente de voltaje Nay1.4, y su participacion en la modulacién [Scior
T.etal., 2011]. En sistemas bioldgicos de mayor complejidad, Scior et al., 2015, realiz6 AM
de la enzima piruvato ferredoxina oxidoreductasa con derivados sintéticos de nitazoxanida

con el fin de disefar derivados con mayor potencia [Scior T. et al., 2015].
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente estudio tiene como enfoque determinar hacia que interacciones
electronicas y estericas tiende a resolver la posicion y conformacion del ligando el programa
de AM considerando el area SAS en la interfaz, el cual es un parametro que no esté incluido
en los programas de AM y es fundamental en interfaces de biomoléculas, lo que nos lleva a
la siguiente pregunta:

¢ Qué parametros electronicos y estéricos indirectos de acuerdo al area enterrada SAS
estan implicados en el reconocimiento molecular realizado por el programa? (ii) ¢Hacia qué
tipo de enlaces y superficies el programa resuelve el AM indirectamente considerando que
no esté integrada la funcion del reconocimiento de la superficie molecular SAS?

Determinar las interacciones electrdnicas y estéricas que el programa de AM resuelve
yuxtaponiendo la posicion y conformacién del ligando en la cavidad del receptor hacia
superficies SAS, implicaria determinaciones moleculares que ocurren entre dos estructuras
en contacto con un disolvente formando una superficie SAS. Dicho pardmetro, es
importante, fundamental y necesario para explicar una interfaz entre biomoléculas, que
podria brindar a nuevos usuarios una nueva perspectiva del AM y hacia gque interacciones
electronicas y estéricas SAS tiende a yuxtaponer la posicién y conformacion del ligando, la
cual podria contribuir en la toma de decisiones del usuario en la fase experimental del AM
y podria considerarse como un parametro fundamental incluido en diferentes programas que

emulan interfaces entre biomoléculas.
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IV. JUSTIFICACION

En esta era posgendmica, la investigacion se centra cada vez més en la protedmica.
Los esfuerzos experimentales y computacionales se dedican a la generacion y andlisis a gran
escala de informacion derivada de estructuras 3D y dindmica de proteinas, con el objetivo
de lograr un avance cientifico y comercial en el descubrimiento de farmacos [Maggio y
Ramnarayan, 2001; Abagyan y Totrov, 2001]. Durante los ultimos afios, dos lineas
principales de investigacion condujeron a una transicion en el paradigma de nuestra
comprension de estos fendomenos importantes: (i) en el campo de la cristalografia de rayos
X se determinaron estructuras de muchos complejos ligando/receptor; (ii) la evolucion del
software trascendié en una amplia variedad de técnicas computacionales in silico para la
prediccion de IM que permitieron realizar estudios estructurales a nivel molecular
[Bongrand, 1999; Sousa, 2013]. En biologia, las moléculas se acoplan e interactdan para
permitir la perpetuacion de la logistica primordial de los organismos vivos. Pueden usarse
metodologias de AM e identificar la interaccion entre un ligando pequefio y una molécula
diana para determinar si podrian realizar una funcion biolégica en combinacion en el sitio
de unién. La comparacion de moléculas similares a fa&rmacos o incluso fragmentos de las
moléculas originales en el AM en proteinas, permiten calcular un conjunto de candidatos
destacados con los valores enumerados. Interesantemente, se puede explorar un amplio
espectro de IM de union molecular con esta técnica, que incluyen lipido/proteina,
lipido/lipido, enzima/sustrato, farmaco/enzima, farmaco/acido nucleico, proteina/acido
nucleico, acido nucleico/acido nucleico, farmaco/proteina y proteina/proteina, con funciones
clave en cada etapa bioldgica o bioguimica molecular, asi como en el acoplamiento
estructural [Hedger y Sansom, 2016; Hernndez-Santoyo, 2013].

El andlisis de las puntuaciones de union en el reconocimiento entre moléculas se
considera un aspecto fundamental para la explicacion de los procesos biolégicos. El enfoque
del AM in silico en el reconocimiento molecular busca la optimizacion de este proceso, no
solo en términos de técnicas sino también en términos de tiempo y recursos econémicos. Por

ejemplo, no existe un microscopio con un poder de resolucion suficiente para capturar una
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imagen dinamica a nivel molecular (en tiempo real). Por lo tanto, se pueden utilizar enfoques
tedricos y computacionales para predecir la mejor union y las trayectorias mas probables,
las cuales son técnicas mas rapidas y eficientes a diferencia de los enfoques in vitro, en los
que el examen de cada proteina sintetizada y purificada puede tener un mayor costo de
tiempo y material. En promedio, la investigacion in vitro tradicional puede tardar
aproximadamente una década en completarse y puede costar millones de dolares, en donde
los métodos in silico reducen considerablemente estos valores [Lavecchia y Di Giovanni,
2013].

Desde 1975, el desarrollo de la CRX de purificacion de proteinas de alta resolucion
y la RMN ha continuado avanzando, contribuyendo predominantemente a una mejor
comprension de los detalles estructurales de las macromoléculas y complejos con ligandos
[Wishner et al., 1975].

El AM, tiene la ventaja de trabajar con moléculas que estan ausentes de las bases de
datos, ya que se pueden modelar utilizando una o varias estructuras similares para construir
una nueva salida quimérica que pueda imitar la molécula original [Alberg y Schreiber, 1993].
Mientras que el AM ha surgido como la forma mas préactica de usar las estructuras 3D de
proteinas para el descubrimiento de ligandos, un historial inconsistente plantea preguntas
sobre qué tan bien funciona realmente el acoplamiento. Un ndmero creciente de
publicaciones informan del descubrimiento exitoso de nuevos ligandos, a menudo
respaldados por datos de afinidad experimentales y validaciones por varios programas. Sin
embargo, pocos informes prueban realmente las hipdtesis estructurales subyacentes que
plantea el acoplamiento. Para tener éxito y no solo suerte, el acoplamiento prospectivo no
solo debe clasificar un ligando verdadero entre los compuestos con mayor puntuacion, sino
que también se debe orientar correctamente al ligando para que la puntuacion que reciba sea
biofisicamente sélida. Si no se predice la pose de union correcta, un analista bien podria
inferir que el descubrimiento de la pose del ligando en el AM fue exitoso. La escasez de
pruebas experimentales de poses teéricamente predichas socava la confianza en una técnica
gue se ha vuelto ampliamente aceptada. Por supuesto, resolver una estructura cristalina no
siempre es posible, e incluso cuando lo es, puede suponer mucho trabajo y no es facilmente

accesible para todos los grupos. Incluso, los investigadores optan por centrarse mejor en el
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descubrimiento de una determinacion estructural (e. g. ERX, RMN, MCE) que una
prediccion estructural por AM erronea.

Autock 4 es un programa gratuito y uno de los mas utilizados para estudios de AM
[Morris et al., 2009; Bitencourt-Ferreira et al., 2019]. A pesar de la fiabilidad del programa,
la importancia de la precision del software y el entendimiento de como el programa elige la
IRL es fundamental para el investigador en la toma de decisiones que puedan cambiar
drasticamente la direccién del enfoque de estudio.

El AM sigue siendo un desafio incluso para los expertos y al no comprenderlo a
profundidad se pierde la oportunidad de mejorarlo. En otras palabras, no se establece con
claridad como realmente el AM funciona por razones correctas determinadas por algoritmos.
Lo que conduce a la siguiente pregunta: ¢ Cémo el AM computarizado predice correctamente
la unién de ligandos a receptores?

Para obtener datos confiables, el AM automatizado debe ser capaz de predecir la
union real del ligando dentro del sitio activo del receptor mediante el reconocimiento de las
IM fisico-quimicas a nivel atomico, i. e. la herramienta in silico debe predecir la
conformacién y posicion del ligando que se presentan en la IRL de la misma forma que en
las estructuras determinadas experimentalmente.

Una posibilidad en el AM, es que el programa determine otros pardmetros que
subyacen en la puntuacion lo que da origen a un fendmeno dentro del AM, tales como son
los efectos estéricos en la IRL, los cuales hacen referencia a la forma y al volumen que
podrian estar influyendo en la deteccién de la IRL. Es por ello, que se asume que los
pardmetros de puntuacion del AM determinen de manera indirecta las caracteristicas
quimiométricas de la posicion y acomodo espacial del ligando al sitio de unién del receptor
de tal manera que el ligando se oriente hacia los siguientes parametros electrénicos y/o
estéricos:

(i) Electronicos: el ligando se orienta hacia ciertos tipos de enlaces (e. g. enlaces n-n
stacking), superficies mas electropositivas y electronegativas del PES, asi como una
tendencia a ciertas cargas parciales de los atomos de los residuos en el sitio de union del

receptor.

35



(ii) Estéricos: el ligando se ajusta hacia ciertas magnitudes de superficie de interfaz de
contacto, volumen que ocupa el ligando en la cavidad, asi como el volumen que forma el
ligando con su configuracion espacial.

Cabe resaltar que el enfoque de este trabajo no se encuentra dirigido hacia el
desempefio de ningln programa computacional (benchmarking), en términos simples: el
fendmeno investigado son los criterios indirectos de reconocimiento del programa, ya que
los algoritmos que utiliza se enfocan en la deteccion por pardmetros de puntacion tales como
la energia de unién (valor negativo de AG de U totales en kcal/mol).

En esta investigacion se consideraron los siguientes objetos de estudio:

(i) ASH: La ASH es una proteina acarreadora de farmacos ampliamente estudiada, debido
a que tiene un numero limitado de sitios de union de alta afinidad, la informacion molecular
detallada sobre estos sitios es muy util en la evaluacion de los efectos cooperativos de la
unién de ligandos. Sabemos, que la informacién estructural de los sitios de union de alta y
baja afinidad es util al disefiar nuevos farmacos. Por lo que dicha proteina ha sido
ampliamente estudiada en IRLs, por ello es un excelente candidato para llevar acabo la
experimentacion in silico, debido al amplio rango de interacciones que ocurren en dicho
receptor. Ademas, existe una amplia gama de estructuras de cristal en interfaz con ligandos
en la base de datos de PDB.

(if) PPS: ElI SARS-CoV-2, es el agente etiologico responsable del brote de neumonia viral
de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), en donde actualmente sus proteinas
virales presentan alta demanda en investigacion para desarrollar nuevas vacunas. Existe
suficiente evidencia cristalogréfica para realizar AM con nuevos antivirales en dichas
proteinas y posiblemente definir nuevos sitios de unién con moléculas previamente
estudiadas.

(iii) AD4: AD4, es el programa de acoplamiento con mayor uso en el ambito cientifico.
Ademas, su disponibilidad es gratuita para los usuarios académicos, por lo que este programa
se ha convertido en una primera opcion que, en consecuencia, ha contribuido a su uso
generalizado.

Finalmente, a través de este estudio se busca contribuir con informacion que permita

comprender y mejorar las técnicas de acoplamiento molecular in silico.
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5.1.

5.2.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar los efectos electronicos y estéricos de las IRLs en el AM in silico y

experimental para comprobar el fendbmeno del acoplamiento molecular.

Obijetivos especificos

Identificar las IM de las IRL simuladas in silico y determinadas experimentalmente para
comprobar el fendmeno del acoplamiento molecular electronico.

Calcular el area enterrada SAS y el area de superficie que forman la interfaz de los
componentes moleculares en la cavidad de los receptores (residuos polares y no polares,
atomos polares (N, O, S), carbonos, atomos de anillos de residuos aromaticos) y
volimenes en la IRL en el AM in silico y estructuras determinadas experimental para
comprobar el fendmeno del acoplamiento molecular estérico.

Efectuar la fragmentacion de ligandos para realizar simulaciones de AM para corroborar
los fendmenos de acoplamiento molecular electrénico y estérico.

Determinar residuos clave que forman patrones de interaccion de acuerdo al area de

interfaz enterrada SAS en las IRL.
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VI.HIPOTESIS

La determinacidn de las contribuciones electronicas y estéricas en las IRL del AM in

silico y experimental elucida el fendbmeno del AM.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

La Figura 9 presenta el diagrama de la metodologia que resume los pasos detallados que se presentan en los siguientes apartados.

CALCULOS ELECTRONICOS Y
ESTERICOS DE REC/ORI, REC/DOC,
REC/ORI-M, REC/DOC-M
Preparacion de receptores / 8 /
I » REC 1} |, Determinacion de
- enlaces
‘ Obtencidn de la posicidn y " |n(mia_1 y .

A ] Superficie de residuos
Alineamiento estructural de samient lecul conformacion DOC en e S e

| ORI con REC = Obtencién ¢ " Praa oy moecuarv complejo REC e pJ. ooty

del complejo REC/ORI R (REC/DOC) aseE
Recopilacion de archivos i . ) V.  Superficie de 3tomos

PDB polares , no polares y

anillos arématicos en la
interfaz
V. Volumende cavidades
Modificacién de Ligandos T
ORI=ORI-M
Alineamiento estructural de : oK
ORI-M con REC= Obtencién  |¥| Acoplamiento molecular REC/ORI- Obtention de &3 pasiion'y '
e del complejo REC/ORI-M - M + AM = REC/DOC-M > conformacion DOC-M en complejo
con REC (REC/DOC-M)

Figura 9. Diagrama de la metodologia utilizada para realizar el AM, célculos electronicos y estéricos.
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7.1 Recopilacion de estructuras en formato PDB

Se realizd una exploracién de ligandos unidos a ASH y a PPS, las cuales se

descargaron del banco de datos de proteinas RSCB PDB (http://www.rcsh.org/). Las

estructuras cristalograficas fueron recopiladas y almacenadas considerando estructuras de
resolucion menor a 3.5 A, Tabla 3 (c. f. Tabla S1y S2).

Tabla 3. Estructuras determinadas por CRX de ASH y PPS en interfaz con sus respectivos ligandos

Cddigo PDB Resolucion (A) Ligando Sitios de unién
6A7P! 2.3 Aripiprazol A
4769 2.2 Diclofenaco IB,IIA
4L9K? 2.4 Camptotecina 1B
41L9Q¢ 2.7 Tenipoésido 1B
4LA0* 2.4 Bicatulamida 1B
41.B2! 2.8 Idarubicina 1B
41.B9! 2.7 Etopésido IB/IIA
31Qz* 3.3 Lidocaina ICentre IBy 1A
2BX8! 2.7 Azapropazona IB,IIA
2BXB! 3.2 Oxifenbutazona 1A B
2BXC! 3.1 Fenilbutazona A
2BXD! 3.0 Warfarina A
2BXE! 3.0 Diflunisal HIASA-IB>I1A
2BXF! 3.0 Diazepam 1A
2BXG! 2.7 Ibuprofeno IHIA>IIB
2BXK! 2.4 Indometacina 1A
1E7A! 2.2 Propofol HIA>11IB
1E7B! 2.4 Halotano IHHIA>IIB
6WNP? 1.5 Boceprevir SCEPPS
7D10? 1.8 Narlaprevir SCEPPS
7C7P? 1.7 Telaprevir SCEPPS
2GZ8? 2.0 Inhibidor SCEPPS
7D3I1? 2.0 Inhibidor M-123 SCEPPS

W2: Codigos PDB de ASH y PPS, respectivamente; IC: Interdominio central; >: Mayor afinidad a; SCEPPS: Sitio catalitico

7.2. Preparacion y optimizacion de estructuras

7.2.1. Receptores

enzimatico de la PPS.

Los archivos PDB obtenidos se prepararon eliminando los residuos como solvente,

ligandos y otros componentes de la cristalizacion, se corrigieron los errores moleculares

como ausencia de &tomos con el conjunto de potencial sp4 de todos los &tomos presentes

en la estructura [Stewart, 2013]. Los parametros de generacion de carga se tomaron de
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[Stewart, 2013]. Los nuevos dtomos se construyeron utilizando el algoritmo Kohonen
[Zampighi et al., 2004] y las caracteristicas de construccion de las estructuras analiticas,
se prepararon y minimizaron con gradientes conjugados. El algoritmo multipolar rapido
de amortiguacion se utilizo para los términos de largo alcance en los potenciales no
enlazados y electrostaticos, de modo que no se empled ningln radio de corte de acuerdo
a [Robert C., 2004] y se modificaron tipos de enlaces [Ho et al., 2008]. A los archivos
preparados, se les afadio hidrogenos con un algoritmo modificado exclusivo para
proteinas con correcciones para histidinas a pH 7[Pedretti et al., 2016]. Se asigné el campo
de fuerza con el algoritmo CHARMM vy Gasteiger para cargas parciales los cuales se
modificaron y editaron en un script para proteinas, se afiadieron energias de minimizacion
con dindmicas moleculares aplicando restricciones a regiones especificas por el algoritmo

modificado de acuerdo a [Talarico et al., 2020].

7.2.2. Ligandos

Los ligandos se guardaron en archivos individuales a partir de los PDB obtenidos
del apartado 7.1, se les aplico la correccion de su estructura molecular de acuerdo al
apartado 7.2.1 descrito para proteinas, sin modificar su posicion y conformacion nativa de
la estructura cristalografica, los cuales se nombraron como ligandos ORI. En detalle,
algunos grupos de los ligandos como grupos de hidroxilo, tiol, amidas secundarias y
anillos aromaticos, los cuales fueron reorganizados para optimizar la simetria correcta
[Shivakumar et al., 2010].

7.3. Determinacion del sitio de union

Se defini6 el sitio de acoplamiento para cada receptor en interfaz con su respectivo
ligando ORI, utilizando un algoritmo escrito en Phyton [Van Rossum & Drake, 1995] en
interfaz con Chimera Alpha 1.14 [Pettersen et al., 2004] (véase Material suplementario,
seccion 11.3), el cual calcula el centro de la masa de atomos del ligando y el volumen
molecular total del ligando. A partir de dichos pardmetros se obtuvieron las dimensiones
(X, y, z) definidas con la seleccion del ligando y los residuos que participan en la interfaz
del area enterrada SAS y se centra en coordenadas (X, Y, z) en el centro de la masa de

atomos de la seleccién mencionada.
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7.4. Simulacion del acoplamiento molecular REC/ORI
7.4.1.  Minimizacion de Ligandos ORI

A los ligandos ORI previamente preparados se les aplico el algoritmo de campo de
fuerza CHARMM, el cual se modifico para haldgenos y otros atomos en ligandos con
simetrias irregulares y estructuras conocidas de acuerdo a [Sastry et al., 2013]. Se utilizd
el algoritmo de boltzman-jump para generar nuevas posiciones atdbmicas mediante un
generador de coordenadas analiticas para todos los ligandos elegidos en las estructuras
analizadas [Zhou y Berne, 1997] véase Tabla 3, seguido de la minimizacion de gradientes

conjugados.

7.4.2.  Acoplamiento molecular REC/ORI

Las simulaciones del AM, se realizaron utilizando el programa AutoDock 4.0.
[Morris et al., 2009] agregando el campo de fuerza PARSE, se tomaron los archivos
previamente preparados (apartado 7.2), a los cuales se les removieron los hidrégenos no
polares. A los archivos de los ligandos, se les asignaron enlaces rotables. Para la
emulacion de la posicion y conformacion de los ligandos, se utilizé el algoritmo Genetic
Algorithm Lamarckian [Morris et al., 1998]. Se generaron los mapas de interaccion en el
sitio de union de los receptores y se obtuvo la mejor posicion y conformacién del ligando
de acuerdo a criterios del investigador considerando el mejor cldster por menor energia
de interaccion en kcal/mol, mayor nimero de interacciones por grupo y mayor similitud a
la posicién ORI en la CRX, en donde a las posiciones y conformaciones del ligando
predichas por el programa de AM se les agreg6 la nomenclatura de ligandos DOC. Por lo
tanto, las interfaces entre los receptores (REC) y los ligandos se definen como REC/ORI
(complejo estructural R/L determinado por CRX) y REC/DOC (proteina determinada por
CRX en interfaz con la posicion y conformacién predicha por el programa de AM y

elegida por el usuario DOC).
7.5. Determinacidn de propiedades fisicoquimicas de interfaz en las C-R/Ls

7.5.1. Emulacion e identificacion de enlaces en la interfaz de REC/ORI y REC/DOC
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Los enlaces se emularon, identificaron, clasificaron y analizaron de acuerdo a Ekins
et al., 2009 y Zakaria et al., 2020.

En este estudio, se empleo el paquete de emulacion BIOVIA VV21.1.0.20298, el cual
se utilizo para determinar las interacciones moleculares en las IRL (BIOVIA, Dassault
Systemes, BIOVIA Workbook, Release 2020; BIOVIA Pipeline Pilot, Release 2020, San
Diego: Dassault Systéemes, 2021).

7.5.2. Calculo de superficies y volimenes en la interfaz de REC/ORI y REC/DOC
7.5.2.1. Superficies de interfaz de las C-R/Ls

Las superficies de interfaz de los complejos REC/ORI y REC/DOC se emularon y
calcularon mediante scripts (véase apartado 11.3) de acuerdo a Villa-Diaz et al., 2020,
que consisten en area enterrada SAS, area polar y no polar de residuos, area de atomos

polares, no polares y anillos aromaticos.

7.5.2.2. Volumenes que se forman en la interfaz de las C-R/Ls

El volumen total de interfaz que se forma entre la SES de los ligandos ORI y las
superficies SES de las cavidades se emul6 y calculé mediante el programa SurfNet
[Laskowski R. A.,1995] y el volumen de interfaz del solvente con un radio de sonda de
1.4 A equivalente a una molécula de agua se emuld y calculé mediante el software
Cavern 2.0 [Petrek et al., 2006].

7.5.3. ldentificacion de residuos en la interfaz de REC/ORI y REC/DOC

A los complejos REC/ORI y REC/DOC se les emularon e identificaron los residuos
que forman el area enterrada SAS en las interfaces de los ligandos en las cavidades
mediante el script (c. f. apartado 11.3), los cuales se clasificaron como polares, no
polares, cisteinas, cargados positivos y cargados negativos. Ademas, se analizaron
patrones de interaccidon entre los complejos estructurales, en donde se identificaron

residuos especificos que interaccionan con los ligandos analizados.

7.6.  Modificacion de ligandos ORI

43



Utilizando el software CCP4 molecular graphics project [Potterton et al., 2002], se
llevd a cabo la modificacion de ligandos ORI para las simulaciones por AM y
determinaciones de interfaz en donde cada ligando se modificé de acuerdo a los resultados
del acoplamiento molecular a criterio del investigador, nombrandolos como ORI-M
(posicién y conformacién del ligando ORI en el complejo resuelto por CRX (REC/ORI)
con modificaciones en los atomos del ligando). Todas las estructuras ORI-M se prepararon
de acuerdo al apartado 7.2.2. Posteriormente, se posicionaron en las mismas coordenadas

espaciales de acuerdo a los complejos REC/ORI.

7.7. Acoplamiento molecular REC/ORI-M

Los ligandos ORI-M previamente preparados se minimizaron por gradientes conjugados
de acuerdo al apartado 7.4.1 y se realizo la simulacién del acoplamiento molecular mediante
el programa AutoDock4 v4.2.6 [Morris et al., 2009] de acuerdo al apartado 7.4.2. La mejor
posicién y conformacion predicha del ligando ORI-M por la simulacion del AM elegida a
criterio del investigador de acuerdo al apartado 7.4.2, se le asigno la nomenclatura de DOC-
M.

7.8. Determinacion de propiedades fisicoquimicas de interfaz en las C-R/L-Ms

A los complejos REC/ORI-M y REC/DOC-M se les realiz6 la determinacion de
enlaces, célculos de superficie de interfaz, cavidades y residuos que forman la interfaz de

acuerdo al apartado 7.5.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Analisis estructural de enlaces en las C-R/Ls

Actualmente, los bidlogos computacionales (in silico) enfrentan el desafio de
disefiar nuevos farmacos utilizando estructuras determinadas experimentalmente, e. g.
CRX, RMN y MCE, mejorando la actividad bioldgica de los farmacos. Para iniciar un
nuevo enfoque en el disefio y desarrollo de farmacos, se necesita la estructura resuelta
atdbmicamente en la interfaz ligando/proteina, especificamente un sitio determinante “hot
spot”.

Sin embargo, para analizar los parametros fisicos y quimicos que subyacen en la
interfaz, tales como volumen, area de interfaz, peso molecular, enlaces de hidrégeno,
interacciones hidrofobas, fuerzas de vdW, puentes salinos, entre otros. Se emplean
herramientas computacionales las cuales son de menor costo y mayor rapidez que los
métodos experimentales, brindando una mayor ventaja en cuanto al namero ilimitado de
compuestos a analizar [Patil et al., 2010].

Las funciones de puntuacion en la mayoria de los programas se utilizan para evaluar
los contactos entre los dtomos de la proteina y el ligando para cada pose de union y
clasificarlos segln sus interacciones no covalentes como enlaces, fuerzas de repulsion y
parametros de solvatacion [Koebel et al., 2016].

Las interacciones totales de las estructuras analizadas se muestran en la Figura 10,
las cuales se determinaron de acuerdo a un andlisis estructural de clasificacion de enlaces
en todos los complejos analizados, en donde coinciden los patrones de enlaces determinados

por Ferreira de Freitas et al., 2017.
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Figura 10. Interacciones moleculares totales de las C-R/Ls. Enlaces hidrofébicos:C-C (carbono-carbono), C-X (carbono-
halégeno), C-S (carbono-sulfuro), n-A (x -amida), n-C (z-carbono), n-S (r-sulfuro), n-X (n-halégeno); Enlaces m-r Stacked:
FF (face to face), PD (paralel displace), TS (T-shaped 6 edge to face); Puentes de hidrégeno: HB (convencional), CHB
(Carbono-hidrégeno), HHB (Haldgeno-hidrogeno), tDHB (donador m-hidrégeno); Electrostaticos: SB (puente de sal), AC
(carga atractiva), t+(n-Cation), n-(z- Anion); Haldgeno: Cl, Br, I, (convencional), F (fltor), S-X (halégeno-sulfuro).

En las IRL, las posiciones y conformaciones de los ligandos ORI y DOC, muestran
una predominancia de interacciones hidrofébicas con un total de 103 interacciones en ORI
y 131 interacciones en DOC. El incremento de interacciones hidrofébicas en DOC se puede
atribuir al mayor nimero de contactos C-C de la SAS del ligando con la SAS de la cavidad
de los receptores, en donde DOC presenta mayor area de interfaz que ORI con el receptor
(c. f. seccion 8.2).

En proteinas, los veinte aminoécidos naturales (abreviados como AA), que se
caracterizan por sus cadenas laterales Unicas, son los componentes basicos de proteinas y
péptidos. En consecuencia, las interacciones entre las cadenas laterales de los AA son los
factores dominantes en las interfaces proteicas, reconocimiento del sitio de unidn,
interacciones: proteina/proteina, proteina/ADN 6 ARN, proteina/péptido, proteina/ligando,
entre otras. Debido a la diversidad estructural de las cadenas laterales de los 20 AA, las
interacciones exhiben contribuciones energéticas y propiedades fisicas muy diferentes, que

no pueden explicarse simplemente por los tipos de interacciones comunes, como los enlaces
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de hidrégeno, interacciones vdW, interacciones electrostaticas e interacciones hidrofobicas.
En quimica de proteinas, los enlaces de hidrdgeno tienen energias en el rango de 8 a 30
kJ/mol, las cuales se consideran interacciones fuertes [Xie et al., 2015].

El enlace de hidrogeno juega un papel importante en muchos procesos quimicos y
bioldgicos, incluida la union de ligandos y la catalisis enzimética. La importancia del enlace
de hidrdégeno en el disefio de farmacos es debido a su fuerte influencia en la especificidad
de las propiedades de union, transporte, adsorcion, distribucidn, metabolizacion y excrecion
de moléculas pequefias. Su ubicuidad y flexibilidad hacen que los enlaces de hidrogeno
sean la interaccion fisica mas importante en sistemas de biomoléculas en solucién acuosa.
En consecuencia, tanto desde una perspectiva evolutiva como de disefio, la modificacion
del potencial de enlace de hidrégeno local es el principal mecanismo disponible para
mejorar favorablemente las interacciones entre pares de moléculas [Itoh et al., 2019].

El andlisis de interacciones en los complejos estructurales se presenta en la Figura
11, se determinaron un total de 66 y 89 interacciones por puentes de hidrégeno para las
interfaces REC/ORI y REC/DOC, respectivamente.
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Figura 11. Andlisis de interacciones moleculares de las C-L/Rs. Enlaces hidrofobicos: C-C (carbono-
carbono), C-X (carbono-halégeno), C-S (carbono-sulfuro), n-A (x - amida), n-C (m-carbono), n-S (n-
sulfuro), m-X (w-halégeno), Enlaces hidrofébicos de apilamientos n-n: FF (cara-cara), PD (cara-cara
desplazados), TS (en forma de T); Puentes de hidrégeno: HB (convencional), CHB (Carbono-hidrégeno),
HHB (Halbégeno-Aidrégeno), iDHB (puente de hidrégeno-donador w); Electrostdticos: SB (puente de sal),
AC (carga atractiva), n+(n-Cation), -(z-Anién); Haldgenos: Cl, Br, I, (convencional), F (fldor), S-X
(hal6geno-sulfuro).
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El incremento de puentes de hidrdgeno en las interfaces DOC sobre la posicion
determinada experimentalmente ORI, es debido al algoritmo de la funcion de puntuacion de
AD4 [Morris et al., 1998], en donde resuelve la contribucion energética donador-aceptor para
orientar al ligando principalmente hacia los campos electrostaticos formados por los grupos
polares de los AA y en consecuencia a la formacion de puentes de hidrogeno [Huey et al.,
2007], tal como se muestra en la Figura 12, la cual describe en el complejo ASH/DOC un

incremento de puentes de hidrégeno sobre ASH/ORI.

Figura 12. Analisis estructural de interacciones de ASH/ARI. ay b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de
ASH/ARI ORI (PDB: 6A7P); c y d: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/ARI DOC; ARI ORI, en
blanco; ARI DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra en las
iméagenes 2D.

En la determinacion de puentes de sal, no hubo un cambio entre ORI y AD4 en los
20 complejos analizados, Sin embargo, hubo un incremento de enlaces en ASH/DOC para

WAR, FBZ, TPS y IBC de interacciones z-cation como se muestra en la Figura 13, en
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donde el fa&rmaco IBC en el AM se inclina hacia un grupo guanidinio cargado positivo, en

donde dos nitrégenos contribuyen a la formacién de enlaces n-cation.

Figura 13. Analisis estructural de interacciones de ASH/IBC. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente
de ASH/IBC ORI (PDB: 4LB2); cy d: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/IBC DOC; IBC ORI, en
blanco; IBC DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cddigo de color de enlaces se muestra en las
imagenes 2D.

La funcion de puntuacion de AD4, calcula las energias electrostaticas que se
distribuyen en los a&tomos polares de la proteina y el ligando. En este sentido, utiliza la ley
de Coulomb para realizar los calculos electrostaticos para orientar el ligando con una
energia minima favorable hacia los componentes electrostaticos polares de la cavidad del
receptor. Sin embargo, la funcion de puntuacion del software no esta programada para
orientar la composicién estructural tridimensional del ligando hacia otras interacciones
donador-aceptor de importancia relevante en las IRL, tales como puentes de sal, atracciones
electrostaticas, interacciones m-anion y m-cation, en donde estos uUltimos se forman en

condiciones a pH 7 con un grupo polar cargado positivo y un anillo aromatico hidréfobo (c.
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f. seccion 1.2.5), las cuales pueden ocurrir con mucha frecuencia en complejos ligando-
receptor, debido a que los 8 AA (Arg, Lys, Asp, Glu, Phe, Tyr, Trp, His) de los 20 AA
naturales en un medio fisiologico (pH = 7.4) pueden participar en interacciones con ligandos
gue contengan grupos, e. g. carboxilato, sulfonato, fosfito, fosfato, aminas primarias y otros
grupos aromaticos (los cuales se presentan mas a menudo que los grupos cargados
mencionados). Las altas energias de interaccion de los puentes de sal y n-cation hacen que
sean notablemente mas fuertes que otros tipos de interacciones moleculares, como los
enlaces de hidrégeno y las interacciones vdW, lo que no descarta la importancia de dichas
interacciones electrostaticas. En consecuencia, el programa yuxtapone la orientacion
espacial de la estructura del ligando flexible en la cavidad rigida del receptor hacia otro tipo
de interacciones como interacciones m-cation, i. e. realiza indirectamente un efecto
electronico no predicho por el programa. Esta solucion del programa por yuxtaposicion del
ligando en el receptor hacia otro tipo de interacciones es al que, en esta investigacion,

nosotros llamamos “fendmeno del acoplamiento molecular electronico”.

8.2. Analisis de areas SAS de interfaz en las C-R/Ls

La superficie molecular es una representacion que modela las caracteristicas

estructurales, geométricas y quimicas de una proteina [Rodriguez et al., 2016].
Debido a las funciones fundamentales que desempefian las interacciones moleculares en
casi todos los procesos bioldgicos, las estructuras de las interfaces se han estudiado
ampliamente utilizando métodos tanto experimentales como computacionales [Wang,
2018].

Predecir estas interacciones estructuralmente sigue siendo uno de los desafios mas
relevantes en biologia estructural [Zhang et al., 2013; Zhu et al., 2020].

Las superficies de interfaz de las proteinas forman ‘“huellas digitales” con
caracteristicas inherentes que se conservan y ejercen una funcion especifica en las
interacciones con otras moléculas [Zhou et al., 2020].

En bioinformatica estructural, el area SAS de las proteinas siempre se ha
considerado una caracteristica principal para determinar el plegamiento y la estabilidad de
las proteinas. Los primeros estudios computacionales [Lee y Richards, 1971; Chothia, 1976;
Miller et al., 1987], enfatizaron el papel de los residuos de aminoacidos expuestos al
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disolvente frente a los no expuestos en la determinacion estructural de proteinas.
Tipicamente, la SAS se define como el area accesible al solvente polar de una proteina, y
se calcula por medio de una esfera de solvente, que sondea la superficie de la proteina mas
alla del radio de vdW con un radio de sonda de 1.4 A. [Shrake y Rupley, 1973]

Evidentemente, la SAS es la funcion estructural tridimensional de las proteinas vy,
con base en los valores de SAS, los residuos de aminoacidos de una proteina se pueden
clasificar como enterrados o expuestos [Kabsch y Sander, 1983], en donde dicha propiedad,
se conserva a traves de la evolucidn en diversas familias de proteinas [Rost y Sander, 1994].

La SAS se calcula normalmente como un valor absoluto o como accesibilidad
relativa al disolvente, cuando el valor de la SAS se divide por la maxima superficie del
residuo accesible al disolvente [Tien et al., 2013].

La SAS también ha ido ganando un papel fundamental en la deteccidn de interfaces
proteina/proteina y proteina/ligando de complejos moleculares en la base de datos de PDB
[Savojardo et al., 2020].

El area SAS de los residuos y los atomos que los componen identifican la
funcionalidad en sitios de interfaz de variantes de proteinas, en donde este parametro fisico
ha sido adoptado para describir las variaciones de los patrones de interaccion [Wang, 2018].

En esta investigacion se modificaron los scripts para el calculo de la SAS que se
forma en la interfaz del area enterrada de todos los residuos para sumar las contribuciones
de la SAS, en donde se utilizo la clasificacion de superficie SAS de atomos de la siguiente
manera:

i. Area enterrada SAS

ii. Suma del area SAS de los atomos que componen a los residuos de aminoacidos polares
y no polares que forman el area enterrada SAS

iii. Suma del area SAS de los atomos polares totales (N, O, S) que forman el area enterrada
SAS

iv. Suma del area SAS de los a&tomos no polares totales (Carbonos) que forman el area
enterrada SAS

v. Suma del area SAS de los carbonos que pertenecen a los anillos aromaticos que forman

el area enterrada SAS
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Los anélisis de interfaz de area enterrada SAS de los complejos estructurales se
presentan en la Figura 14, en donde se muestra una mayor interfaz en las interacciones

determinadas por DOC en comparacion a ORI.

ReceptonTigando

Figura 14. Area de interfaz enterrada SAS de las C-R/Ls.

La funcion de puntuacion del programa por interacciones vdW, c. f. [Hill y Reilly,
2015]; determina la pose del ligando en el sitio de unién para evitar interacciones
desfavorables de esferas de vdW. Sin embargo, el programa no detecta la SAS en los
atomos. Cabe mencionar que en un medio acuoso existe una interaccion de la SAS entre el
ligando y el receptor (desconocida por el programa) y, por lo tanto, desconoce interacciones
de superficie que se encuentren en un rango de separacion SAS (considerando que el radio
de una esfera de sonda es igual a 1.4 A y suponiendo que dos atomos tienen un contacto
con una distancia de corte igual a 0, es decir: se tocan con sus areas SAS (< 2.8 A).
Consecuentemente, el incremento de enlaces hidr6fobos (c. f. secciones 1.2.3y 1.2.4) indica
que el programa tiende a posicionar de manera indirecta los ligandos hacia interacciones C-
C y C-m en la interfaz por el area enterrada SAS. Es decir, yuxtapone la posicion y
conformacion del ligando en la cavidad del receptor. Dicha solucion indirecta del programa
es a la que nosotros llamamos “fendémeno del acoplamiento molecular estérico™.

La mayor area enterrada de interfaz en DOC comprueba el fendmeno del
acoplamiento estérico en la cavidad. Sin embargo, es importante considerar la superficie de
los &tomos que componen a los residuos de aminoacidos polares y no polares, en donde la

SAS enterrada de interfaz no explica hacia que superficies de residuos son orientados los
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Arca SAS de stomos (A

ligandos en el AM. En la Figura 15, se presenta la suma del &rea SAS de los 4&tomos que

componen a los residuos de aminoécidos polares y no polares que forman el area enterrada
SAS.

Ruceptoe/ligande

Figura 15. Area de interfaz SAS de los atomos que componen a los residuos polares y no polares de las C-
R/Ls. PSA: Area polar (cian); NPSA: Area no polar (naranja).

El script para identificar la SAS en la interfaz atdmica (véase seccion 8.1), se calculd
sumando las contribuciones de la SAS de los residuos polares y no polares, esta
caracteristica de superficie en cavidades es la huella digital del sitio de unién en la proteina
[Leaver-Fay et al., 2007], lo que caracteriza a cada sitio de unién con su respectivo ligando.
En la Figura 16, se muestra el area SAS de los &tomos que componen a los residuos polares
y no polares de los complejos ASH/ARI ORI 'y ASH/ARI DOC.
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Figura 16. Superficie de interfaz SAS de los &tomos que componen a los residuos polares y no polares en la
C-R/L de ASH/ARI. (a) ASH/ARI ORI (PDB: 6A7P); (b) ASH/ARI DOC. ARI ORI: blanco; ARl DOC:
magenta; ASH: gris; SAS de atomos de residuos polares: cyan; SAS de atomos de residuos no polares:
naranja.
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Los célculos de superficie de atomos clasificados por residuo muestran que las
cavidades de la proteina para los complejos DOC tienen mayor superficie de interfaz hacia
los atomos que componen a los residuos polares. Este patron se repite en todos los
complejos analizados para DOC, en donde el fendmeno de acoplamiento tiende a inclinarse
hacia residuos polares. Sin embargo, para precisar el calculo hacia que superficie de &tomos
en la cavidad del receptor el software de AM predice la posicion y conformacion de la
molécula, se desarroll6 un script que calcula la suma del area SAS de los atomos polares
(N, O, S), no polares (carbonos de los residuos, incluyendo anillos aromaticos) y carbonos

de residuos aromaticos, los cuales, se presentan en la Figura 17.

my [ -
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Figura 17. Area de interfaz SAS de los &tomos polares, carbonos y anillos aromaticos de las C-R/Ls. SAS de
atomos polares (N, O, S): azul cielo; SAS de carbonos totales: gris; SAS de carbonos de anillos arométicos:
verde.

El aumento de SAS de los atomos polares en los complejos DOC, se atribuye al
fendmeno del acoplamiento molecular electronico. Ademas, se present6 un decremento de
SAS en los atomos no polares en DOC, en donde se esperaba un aumento de SAS de los
carbonos. Sin embargo, el fenémeno del acoplamiento molecular en los anillos arométicos
presenta un aumento en DOC en todos los complejos analizados. En la Figura 18, se muestra
el area SAS de los atomos polares, carbonos totales y carbonos de anillos aromaticos que
participan en la interfaz SAS de los complejos ASH/ARI ORI y ASH/ARI DOC.
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Figura 18. Superficie de interfaz SAS de los atomos polares, carbonos y anillos aromaticos de la C-R/L
de ASH/ARI. (a) ASH/ARI ORI (PDB: 6A7P); (b) ASH/ARI DOC. ARI ORI: blanco; ARl DOC: magenta;
ASH: salmén; Superficie transparente SAS de &atomos polares (N, O, S): azul cielo; Superficie
transparente SAS de carbonos totales: gris; Superficie transparente SAS de carbonos de anillos
aromaticos: verde.
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Cabe resaltar que el fenomeno del acoplamiento molecular electrénico tiende a
detectar enlaces n-cation (véase seccion 8.1), en donde el volumen espacial de los anillos
aromaticos podria contribuir a la orientacién espacial del ligando en la cavidad del receptor,
el cual no esta integrado como un parametro en el algoritmo del acoplamiento molecular.
Los anillos aromaticos presentan un mayor volumen molecular en comparacion a los demas
grupos funcionales de los residuos. A pesar de que el programa no detecta la superficie
electrostatica electronegativa de los anillos aromaticos, la caracteristica fisica de volumen

molecular contribuye de manera notoria hacia el acomodo espacial del ligando.

8.3.  Analisis de voliumenes de interfaz en las C-R/Ls

Muchos procesos bioldgicos, como la sefializacion celular y las reacciones
enzimaticas, estan regulados por interacciones entre proteinas y pequefias moléculas
organicas (ligandos). Es fundamental y esencial elucidar estas interacciones de interés
bioldgico para el descubrimiento racional de farmacos. En la mayoria de los casos, la union
de un ligando a una proteina se produce en una superficie accesible al disolvente formada
como una cavidad dentro de la proteina [Andersson et al., 2010].

La afinidad de union depende de las propiedades fisicoquimicas tanto de la proteina
(especialmente de la cavidad en la que se produce la interaccion) como del ligando. En este
estudio se presenta un enfoque en donde se modificaron dos scripts para el céalculo del
volumen total y volumen con un radio minimo de 1.4 A en la interfaz del ligando vy la

cavidad de los receptores, Figura 19.

Volemen (AT

Rigepgan i gardn

Figura 19. Volumenes de interfaz de las C-R/Ls. Total: Volumen total en la interfaz de la C-R/L. (Amarillo);
Solvente: Volumen predicho del solvente en la interfaz de la C-R/L con un radio de=1.4 A de formacion de
esferas que equivalen a moléculas de agua. (Azul).
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Aunque el volumen de cavidades utilizado por el programa SurfNet [Laskowski R.
A.,1995], involucra volumenes moleculares totales respecto a la SES de ambas moléculas
(IRL), no determina el volumen molecular de solvente que ocupa el espacio entre el ligando
y el receptor, el cual es un parametro fisico fundamental estérico en cavidades, que se
calculd con el algoritmo de restriccion de volumenes mayores a una molécula de agua en
interfaz con la superficie SES, i. e. la capacidad del volumen molecular de esferas que
simulan moléculas de agua con radio de 1.4 A que ocupan el espacio en la cavidad entre las
superficies SES del ligando y el receptor.

El volumen de las cavidades de los receptores en interfaz con los ligandos de los
complejos estructurales analizados presenta en DOC un menor volumen que en los
complejos REC/ORI, el cual comprueba una mayor interfaz en los complejos DOC. La
Figura 20, presenta el volumen que se forma entre la superficie SES de la cavidad y el

ligando de camptotecina en complejo con ASH de los complejos ASH/CAM ORI y
ASH/CAM DOC.
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Figura 20. Volumen total en la interfaz de las superficies SES de la C-R/L de ASH/CAM. a: ASH/CAM ORI
(PDB: 4L9K) y b: ASH/CAM DOC. Estructura y superficie transparente de ORI: blanco; Estructura y
superficie transparente de DOC: magenta; Superficie solida de ASH: salmdn; Volumen de la cavidad en la
interfaz de las superficies SES en forma de red: amarillo.

El volumen de solvente es un factor clave estérico en el acomodo espacial del ligando
en las cavidades. Este parametro cuantitativo de volumen en los complejos analizados
indica la cantidad de solvente encerrado en la interfaz de la cavidad entre el ligando y el
receptor, en donde este método es clave en la deteccion del volumen molecular de solvente
y comprueba que los complejos REC/DOC tiene un mayor acomodo estérico que impide
gue una mayor cantidad de volumen de solvente quede atrapada a diferencia de las
interfaces REC/ORI. En la Figura 21, se visualiza la emulacién del volumen de solvente
que se forma entre la superficie SES de la cavidad del receptor y el ligando de camptotecina
en complejo con la cavidad de la ASH.
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Figura 21. Volumen del solvente en la interfaz de las superficies SES de la C-R/L de ASH/CAM. a:
ASH/CAM ORI (PDB: 4L9K) y b: ASH/CAM DOC. Estructura de ORI: blanco; Estructura de DOC:
magenta; Superficie slida de ASH: kaki; Volumen del solvente en la C-R/L de las superficies SES:

naranja.
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8.4. AnAlisis e identificacion estructural de residuos en las C-R/Ls

Los sitios de unién de proteinas a diversos ligandos desempefian un papel clave en
muchos procesos biologicos. Los métodos computacionales existentes se pueden clasificar
aproximadamente como métodos basados en secuencias 0 en estructuras 3D. Todos estos
métodos consisten en el aprendizaje automatico tradicional. En una serie de tareas de
prediccion de residuos de enlace, los métodos basados en estructuras 3D son ampliamente
superiores a los métodos basados en secuencias. Sin embargo, debido al gran nimero de
proteinas con secuencias conocidas de aminoacidos [Magliery y Regan, 2005], los sitios
criticos para la funcién de las proteinas pueden identificarse mediante métodos de
secuenciacion, alineacion estructural, entre otros métodos in silico [Lee et al., 2007; Pazos
y Sternberg, 2004].

Segun la teoria neutra de la evolucion molecular, los residuos més relevantes para
una funcion bioldgica varian mas lentamente que los menos relevantes [Saldafio et al.,
2016].

La diversidad conformacional de proteinas se ha asociado a diferentes aspectos
relacionados con la funcion bioldgica. La catalisis enzimatica, la transduccion de sefiales,
la especificidad del reconocimiento de proteinas, el alosterismo, el origen de la adaptacion
funcional de nuevas proteinas, la evolucion, entre otros. En particular, la union del ligando
se puede analizar en términos de cambios estructurales entre las denominadas sitios de
interaccion del receptor [Gunasekaran y Nussinov, 2007; Gutteridge y Thornton, 2005].

Estos conférmeros se caracterizan por sus afinidades relativas a ligandos y su
existencia esta ampliamente respaldadas por una gran variedad de pruebas experimentales
obtenidas de imagenes de CRX y MCE, estudios cinéticos, fluorescencia de una sola
molécula y RMN [Lange et al., 2008; Wu et al., 2009; Weikl y von Deuster, 2009; Tzeng
y Kalodimos, 2011].

Los sitios de interaccion que explican la funcion bioldgica se generaliza a la mayoria
de las proteinas en union a diversos ligandos. Las herramientas computacionales para el
acoplamiento molecular, prediccién de la interaccion proteina/proteina, evaluacion de
modelos estructurales de proteinas, prediccion de patrones de sustitucion observados de

divergencia de secuencias durante la evolucion y mediciones co-evolutivas entre residuos,
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se encuentran entre las aplicaciones bioinforméaticas que abordan la diversidad
conformacional para la resolucién de la busqueda de sitios de interaccion especificos
[Osguthorpe et al., 2012].

En la Figura 22, se presentan los resultados de los residuos que participan en las
interfaces del &rea enterrada SAS de las C-R/Ls, resueltos por el script descrito en el
apartado 11.3.

No. Residuns
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Figura 22. Residuos de las C-R/Ls que forman la interfaz del area enterrada SAS. NP: no polares; P: polares;
CYS: cisteinas; ARO: aromaticos (Phe, His, Tyr, Trp); CN: cargados negativos; CP: cargados positivos.

El incremento de residuos en la mayoria de los complejos estructurales analizados,
se debe al fendmeno de acoplamiento molecular estérico, en donde el area enterrada de
interfaz que forma la superficie SAS de los residuos en interfaz con los ligandos DOC,
participa una mayor cantidad de residuos hidréfobos aromaticos y residuos polares. En un
sentido estricto de analisis individuales de residuos, se identificaron dos patrones de
interaccion no reportados hasta la fecha, en donde ALA291 y LEU260 realizan tanto
interacciones hidrofébicas como polares en los ligandos analizados en el sitio de interaccién
sludow I, en la region I1A de la estructura de las albuminas (Figura 23), por lo que podria
considerarse un sitio importante de union como acarreador de moléculas que podria tener
una funcion bioldgica tanto electronica como estérica. Sin embargo, la funcion especifica
de ALA291 y LEU260 aln no es clara.
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Figura 23. Interacciones con ALA291 y LEU260 en el sitio sludow | de ASH con diferentes ligandos. (a)
Enlaces de ASH/OXI ORI (PDB: 2BXB): z-Cy C-C con los residuos ALA291 y L EU260, respectivamente;
(b) Enlaces de ASH/WAR ORI (PDB: 2BXD): (z-C y CHB) y =-A con los residuos ALA291 y LEU260,
respectivamente; (c) Enlaces de ASH/FBZ ORI (PDB: 2BXC): =-C con los residuos ALA291 y LEU260;
(d) Enlace de ASH/APP ORI (PDB: 2BX8). z-A con el residuo ALA291; (e) Localizacién del sitio de
interaccion Sludow 1y los residuos ALA291 y LEU260 en interaccion con OXI ORI; En las figuras (a—
d), los ligandos ORI y ASH se muestran en blanco y verde bosque, respectivamente; En la figura (e), los
dominios I-111'y OXI ORI se muestran en cyan, salmoén, amarillo canario y blanco, respectivamente.
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Por otra parte, en la estructura de la PPS viral, se calculd el area de superficie SAS
enterrada de los residuos en interfaz con los ligandos, en el cual se realizo el estudio de
patrones de interaccion de residuos, en donde se identificé que PRO168 forma al menos un
enlace con los ligandos analizados. Hasta la fecha no se ha reportado que PRO168 esté
definido como un sitio de interaccion de importancia inhibitoria en el sitio catalitico de la
PPS. Sin embargo, en este estudio se determind que PRO168 forma interacciones
hidrofobicas y polares en los ligandos analizados en el sitio de interaccion catalitico, Figura
24.

(b)
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Figura 24. Interacciones de PRO168 en el sitio de interaccion catalitico de la PPS/MI23. (a) Enlace n-C de
PRO168 con F3F ORI (PDB: 2GZ8); (b) Enlace n-C de PRO168 con TPV ORI (PDB: 7C7P); (c) CHB de
PRO168 con NPV ORI (PDB: 7D10); (d) Enlace halégeno de PRO168 con M123 ORI (PDB: 7D3l); (e)
Localizacién del sitio de interaccién catalitico con el ligando M123 ORI en interaccion con PRO168 (enlace
haldgeno en verde) y los residuos conocidos HIS41 Y CYS145; En las figuras (a—d), los ligandos ORI y PPS se
muestran en blanco y verde bosque, respectivamente; En la figura (e), los dominios I-111 y M123 ORI se
muestran en cyan, salmoén, verde bosque y blanco, respectivamente, en donde los colores claros y oscuros
representan a las cadenas A y B, respectivamente de la PPS.

8.5. Analisis estructural de enlaces en las C-R/L-Ms

Los métodos del acoplamiento molecular basados en ligandos modificados-
fragmentados han surgido como alternativas que abren nuevas vias para el disefio de
farmacos en la industria y el mundo académico, asi como las ciencias farmacéuticas, la
quimica, la biologia, la fisica y la informatica. Los enfoques computacionales ocupan un
lugar especial, ya que han sido pioneros en el mapeo de sitios por modificaciones de
ligandos. Los métodos desarrollados para predecir la unién de un ligando a una proteina
diana constituyen una forma rentable de examinar diversos sitios de union fisicos y
quimicos. Ademas, no se limitan a las moléculas sintetizadas previamente, presentando la
ventaja de analizar los sitios de union con nuevos quimiotipos [Jacquemard et al., 2019].

En comparacion con el docking de moléculas similares a farmacos, el docking de
ligandos modificados-fragmentados ha dado con frecuencia altas tasas de aciertos en

diferentes sitios especificos de union. Los ligandos modificados ofrecen muchas ventajas
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en comparacion con la mayoria de los compuestos similares a farmacos [Chen y Shoichet,
2009].

Debido a la modificacion del tamafio y composicion atémica, los ligandos
modificados son mas susceptibles a realizar interacciones especificas en comparacion con
moléculas méas grandes (Figura 25), simplemente debido a una mayor probabilidad de que
todas sus (pocas) caracteristicas quimicas se complementen O se cambien grupos
funcionales en los ligandos con caracteristicas quimicas especificas para orientar y forzar
el acoplamiento molecular con el fin de llevar a cabo una experimentacion electronica

especifica de enlaces 0 estérica [Budin et al., 2001].
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Figura 25. Modo de union tipico de fragmentos frente a impactos en una cavidad proteica. Nétese
gue un ligando similar a farmaco (a) tiene menor unién estérica que los ligandos fragmentados (b).
Imagen tomada y editada de Scott et al., 2012.

7

Para realizar un andlisis electronico 0 estérico de interacciones, el método de
acoplamiento molecular de ligandos modificados es mucho méas preciso para orientar el
ligando a sitios especificos de union para un andlisis estructural de sondeo, debido a que el
programa de acoplamiento molecular puede explorar otros grupos funcionales en el receptor
y propiedades de superficie, en contraste con las moléculas similares a farmacos no
modificadas no pueden penetrar en sitios especificos de superficie molecular en la cavidad.
Ademas, al cambiar atomos y grupos funcionales especificos (e. g. grupos cargados
positivos y negativos, haldgenos, donadores, aceptores, anillos aromaticos, entre otros) en
los ligandos modificados, se puede realizar un acoplamiento molecular para realizar una

orientacion forzada experimentalmente hacia efectos electrdnicos y estéricos.
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En el presente trabajo, se realizaron modificaciones de ligandos para estudiar el efecto
electrénico de enlaces del AM, como se muestra en la Figura 26.

'
Al .
-
) 1 L
m 5 BN
1 1 Bl
§ N ] [ SR
8 1 CHI
£ ) ) 3 I * ]
N
s : : : , . .
(&5} kam o L] . n-X
1 1 L] +
1 1 . 3 . L] «
i ‘ L] A
2 4L 1Y) 1 %
ASHOIF-M ASHEICM ASRONM ASHONIM2 ASHANDM
Receptor/Ligando

Figura 26. Analisis de interacciones moleculares de las C-R/L-Ms. Enlaces hidrofébicos: C-C (carbono-
carbono), C-X (carbono-halégeno), C-S (carbono-sulfuro), n-A (x-amida), n-C (x-carbono), n-S (=-sulfuro),
7-X (m-halégeno); Enlaces hidrofobicos de apilamientos n-n: FF (cara-cara), PD (cara-cara desplazados),
TS (en forma de T); Puentes de hidrégeno: HB (convencional), CHB (Carbono-hidrégeno), HHB (Halégeno-
hidrogeno), tDHB (puente de hidrogeno-donador w); Electrostaticos: SB (puente de sal), AC (carga
atractiva), m+(n-Cation), n-(m-Anién); Halégenos: ClI, Br, 1, (convencional), F (flior), S-X (halégeno-
sulfuro).

En el analisis de acoplamiento del ligando modificado DIF ORI-M, se estudio la
influencia electrostatica del cloro, en donde se realiz6 un cambio de posicion de cloros en

los anillos aromaticos en DIF (véase Tabla S1), en el cual se forma un enlace haldégeno en

ASH/DIF ORI-M, Figura 27.
©

Figura 27. Madificacion de DIF. (a) DIF en blanco; (b) Localizacion de las modificaciones en DIF;
(c) DIF modificado en cyan; Flechas rojas: Sefialan los atomos que se eliminan de la estructura;
Flechas verdes: Posicion de la insercion de cloros en la estructura.

(@) (b)

Cabe mencionar que el software esta programado para resolver la posicion y

conformacion del ligando mediante energias minimas por Coulomb en kcal/mol entre
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donadores y aceptores que contengan atomos de (N, O) e hidrégenos polares. En adicién,
el programa no resuelve acoplamientos moleculares por densidades electrénicas por
Coulomb, el cual es un parametro crucial que identifica sitios de interaccion positivos y
negativos en las superficies moleculares como una “huella digital” conservada en muchas
moléculas [Gainza et al., 2020]. Especificamente, el programa no detecta nubes de densidad
electronica de PES, en un sentido estricto electronico, es una limitante importante en la
resolucion del acoplamiento molecular en diversos grupos funcionales y atomos, i. e. en
anillos aromaticos la nube de densidad electrénica @ no es detectable, en los atomos
haldgenos comunes en ligandos (ClI, Br, I, F), no se forma la nube de densidad electronica

electropositiva en el agujero G.

La Figura 28 muestra la nube de densidad electronica del PES de diclofenaco (DIC-
ORI, Figura S2 a), en donde no se presentan densidades electronicas negativas en cloros ni

en anillos aromaticos.

Figura 28. PES de DIF ORI. Los calculos del PES se realizaron por Coulomb con valores de -10 a 10 kcal/mol
en densidad de puntos de 0.01 A en una superficie en forma de malla. Néotese que la nube de densidad
electronica n de los anillos aromdticos no presenta electronegatividad, los cloros presentan una nube de
densidad electrdnica Unicamente electropositiva. Los calculos se realizaron con el paquete CCP4 [Potterton
et al., 2002] con un campo de fuerza CHARMM con modificaciones en el script para halégenos y anillos
aromaticos de acuerdo a [Brooks et al., 2009], se asignaron cargas Gasteiger y se determiné la mejor
conformacién molecular con el algoritmo Boltzmann jump.
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Los calculos electrostaticos de superficie para la formacion de densidades
electronicas de mayor precision en haldgenos y anillos aromaticos pueden ser calculados
con programas que requieren mayor tiempo y costo de computo que resuelvan ecuaciones
de mecénica cuantica de Poisson-Boltzmann [Fogolari et al., 2002], dichos algoritmos no
estan integrados en el programa Autodock4 [Morris et al., 2009].

Sin embargo, el programa de acoplamiento molecular resuelve la prediccion de la
posicion y conformacién del ligando DIF ORI-M en la interfaz ASH/DIF DOC-M, en
donde yuxtapone la posicion y conformacion del ligando a una regién en la cavidad del
receptor donde el agujero ¢ electropositivo del cloro forma un enlace halégeno con un
nitrégeno aceptor de una histidina y en la zona del cloro electronegativa del PES y un enlace
hidrégeno-carbono en una serina (Figura 29).

(d)
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Figura 29. Analisis estructural de enlaces de ASH/DIF ORI-M y ASH/DIF DOC-M. (a 'y b) Imagenes 3D y
2D, respectivamente de IRL de ASH/DIF ORI-M; (c y d) Imagenes 3D y 2D, respectivamente de IRL de
ASH/DIF DOC-M; e: Descripcién del enlace halégeno en el fendmeno del acoplamiento molecular en la
interfaz ASH/DIF DOC-M; f: Formacion de enlace haldgeno e hidrogeno-carbono en el complejo ASH/DIF
DOC-M; En las figuras 3D (a—d y f) DIF ORI-M en cian; DIF DOC-M en salmdn; ASH en verde bosque, el
cddigo de color de enlaces se muestra en las imagenes 2D; En la figura 2D (e) PES electronegativo en rojo,
PES electropositivo en azul, PES electropositivo con valores cercanos a 0 en verde, PES electronegativo con
valores cercanos a 0 en amarillo; C: carbono, H: Hidrégeno, N: Nitrégeno, X: atomo hal6geno.

Por otra parte, en un enfoque estérico, el grupo carboxilato estd cargado
negativamente y puede hacer interaccion con grupos donadores en la cavidad del receptor.
Sin embargo, al realizar un analisis visual, el grupo carboxilato no presenta enlaces; al
calcular el volumen atémico de los oxigenos cargados, se determiné que tiene un volumen
suficiente que impide que el ligando penetre en su totalidad en la cavidad e interfiere con
el acomodo espacial del ligando en la cavidad. En consecuencia, el programa no detecta

enlaces del grupo carboxilato en la cavidad, Figura 30.

71



Figura 1. Analisis estructural estérico de ASH/DIF ORI-M y ASH/DIF DOC-M. DIF ORI-M: cian;
DIF DOC-M: salmén; ASH: verde bosque; Superficie de interfaz SES de la cavidad de ASH: azul cielo;
radios de vdW de los grupos carboxilatos: guinda.

En adicion, se estudio la influencia electrostatica de donadores y aceptores en el
ligando modificado bicatulamida BIC ORI-M (Figura 31), en donde se eliminaron los atomos
de fluor para evitar errores en el analisis, asi como puentes de hidrégeno gue se forman en

aceptores y donadores especificos en BIC ORI (Figura S5 a).

(b) (c)

Figura 30. Modificacion de BIC. (a) Estructura de BIC en blanco; (b) Localizacion de las modificaciones en
BIC; (c) BIC modificada en cyan; Flechas rojas: sefialan los atomos que se eliminan de la estructura.
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En el complejo ASH/BIC ORI-M, se detect6 un enlace carbono hidrégeno (Figura
32 ayb). Sin embargo, en la prediccion del acoplamiento, la conformaciéon del ligando BIC
DOC-M es orientada hacia dos puentes de hidrégeno convencionales en la interfaz del
complejo ASH/BIC DOC-M (Figura 32 ¢ y d). Los resultados sefialan que a pesar de la
remocion de atomos que forman puentes de hidrégeno, la funcion de puntuacion del

programa predice la posicion y conformacion del ligando hacia interacciones electrostaticas

por puentes de hidrégeno (véase seccion 8.1).

(b)

(d)

Figura 31. Analisis estructural de enlaces de ASH/BIC ORI-M y ASH/BIC DOC-M. (ay b) Imagenes 3D y
2D, respectivamente de IRL de ASH/BIC ORI-M;( ¢ y d) Iméagenes 3D y 2D, respectivamente de IRL de
ASH/BIC DOC-M; BIC ORI-M en cian; BIC DOC-M en salmén; ASH en verde bosque; El codigo de color
de enlaces se muestra en las imagenes 2D.
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Desde un enfoque estérico, cabe resaltar que la funcion de puntuacion del programa
de acoplamiento AD4, no detecta el &rea SAS y en consecuencia las ecuaciones del
algoritmo no resuelven contactos de area enterrada SAS (c. f. seccién 8.2). Sin embargo, la
conformacién y orientacion de los ligandos BIC ORI-M y BIC DOC-M en la cavidad de
ASH, presenta una superficie de interfaz enterrada SAS en ASH/BIC ORI-M y ASH/BIC
DOC-M de 344.9y 387.4 A?, respectivamente. El programa no solo tiende a posicionar el
ligando hacia puentes de hidrogeno, si no que yuxtapone estéricamente el ligando en la
cavidad con mayor area enterrada SAS, en donde el programa forma un acomodo espacial
del ligando BIC ORI-M, en el que interviene el volumen molecular que presentan los anillos
aromaticos. A pesar de que las superficies vdW de los anillos aroméaticos son menores que
su area SAS, forman un pivote para posicionar el ligando hacia puentes de hidrégeno y a su

vez hacia una mayor interfaz en la cavidad, Figura 33.

Figura 32. Analisis estructural estérico de los anillos aromaticos de BIC ORI-My BIC DOC-
M. BIC ORI-M, en cian; BIC DOC-M, en salmon; ASH, en verde bosque; Superficie de
interfaz SES de la cavidad de ASH: azul cielo; Puentes de hidrdgeno convencionales: verde
limén; superficie molecular vdW de los anillos aromaticos del ligando BIC DOC-M, lineas
grises en forma de malla.
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Para elucidar el fendmeno de acoplamiento molecular electronico de los enlaces -
cation, se realizo el estudio del anélisis estructural en la influencia de la formacion de
puentes de hidrogeno, en donde se realizd la primer modificacion del ligando
oxifenbutazona OXI ORI (Figura S6 a), con el fin de determinar si los &tomos aceptores de
OXI ORI-M1 (Figura 34) en el acoplamiento se orientan hacia una zona especifica de
donadores cargados de arginina y un OH de una tirosina para la formacion de puentes de

hidrogeno, asi como el efecto electronico que influye en el area enterrada SAS.

‘.’ ‘o ‘m

* ST #*

(a) (b) ()

Figura 33. Modificacién 1 de OXI. (a) Estructura de OXI en blanco; (b) Localizacién de las modificaciones en
OXI; (c) OXI modificada 1 en cyan; Flechas naranjas: sefialan los atomos que se sustituyen por carbonos en
la estructura.

En el anélisis de la mejor pose predicha por el AM de OXI1 DOC-M, muestra que en
la interfaz de ASH/OXI1 DOC-M el oxigeno aceptor adyacente al atomo modificado cambia
de posicion =180° orientandose hacia los atomos donadores. De manera anéloga, los anillos
aromaticos cambian de posiciéon =180° en una orientacion similar a ASH/OXI ORI-M
(Figura 35 ¢ y d) para formar dos enlaces n-cation tal como se presenta en los complejos
ASH/OXI ORI 'y ASH/OXI DOC (Figura S6). Los resultados demuestran que el fenémeno
de acoplamiento molecular electronico en los enlaces =« - cation, es debido a que la funcion
de puntuacion del programa no detecta la superficie electrostatica de los anillos aromaticos
(véase seccion 8.1 y Figura 29) y yuxtapone los anillos aromaticos hacia atomos cargados

positivos por volumen molecular.
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(d)

Figura 34. Analisis estructural de enlaces de ASH/OXI ORI-M1 y ASH/OXI DOC-ML1. (ay b) Imagenes 3D
y 2D, respectivamente de IRL de ASH/OXI ORI-M1; (c y d) Imagenes 3D y 2D, respectivamente de IRL de
ASH/OXI DOC-M1; OXI ORI-M1 en cian; OXI DOC-M1 en salmoén; ASH en verde bosque; El codigo de
color de enlaces se muestra en las imagenes 2D.

Para corroborar el fenémeno de acoplamiento molecular electrénico de los enlaces
n-cation, se realizd una segunda modificacion del ligando oxifenilbutazona OXI ORI,
(Figura 36). En la interfaz ASH/OXI1 ORI-M2 se forman dos enlaces n-cation, en donde dos
anillos aromaticos en el ligando se orientan hacia una lisina en el receptor tal como se
presenta en el complejo ASH/OXI ORI-M1. (Figura S23 a).
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Figura 35. Modificacion 2 de OXI. (a) Estructura de OXI en blanco; (b) Localizacion de las modificaciones en
OXI; (c) Madificacion 2 de OXI en cyan; Flechas naranjas: sefialan los &tomos que se sustituyen por carbonos
en la estructura.

Con el fin de determinar si los anillos aromaticos de OXI ORI-M2 se orientan hacia
otros donadores cargados, se removieron todos los oxigenos para descartar errores en el
acoplamiento hacia la formacion de puentes de hidrdgeno.

El analisis de la mejor pose predicha por el docking, muestra que en la interfaz
ASH/OXI DOC-M2 (Figura 37 ¢ y d), los anillos aromaticos del ligando se orientan
ligeramente hacia un grupo cargado NH3* de una arginina sin perder la posicion para la
formacién de enlaces del grupo cargado NHs*de la lisina, de manera anéloga a la interfaz
ASH/OXI ORI-M2 (Figura 35 c y d).

La orientacion espacial de la posicién y conformacion del ligando hacia la
formacion de enlaces m-cation se atribuye a los fendmenos de acoplamiento molecular

estérico y electrdnico, debido al considerable volumen molecular de los anillos arométicos

que se determinaron en el calculo.
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(d)

Figura 36. Analisis estructural de enlaces de ASH/OXI ORI-M2 y ASH/OXI DOC-M2. (ay b) Imégenes 3D y
2D, respectivamente de IRL de ASH/OXI ORI-M2; (c y d) Iméagenes 3D y 2D, respectivamente de IRL de
ASH/OXI DOC-M2; OXI ORI-M2 en cian; OXI DOC-M2 en salmon; ASH en verde bosque; El cédigo de color

de enlaces se muestra en las imagenes 2D.

8.6. Analisis de areas SAS de interfaz en las C-R/L-Ms

Los anélisis de interfaz de area enterrada SAS de los complejos estructurales de

ligandos modificados se presentan en la Figura 38, en donde se muestra una mayor interfaz

en las interacciones determinadas por DOC-M en comparacién a ORI-M.

Arca enterrada SAS i-:lﬂ'j

4578

4180 L 4076
2338
1860
CIRI-MI DOC-MI ORIMZ  DOC-M2 ORI-M DOC-M
" J L J
T T T
ASHIONI ASHAO ASHAND

Receptor/Ligando

Figura 37. Area de interfaz enterrada SAS de las C-R/L-Ms.
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Area SAS de dtomos (A?)

El &rea enterrada de interfaz SAS en los complejos estructurales de ligandos

modificados muestra el mismo patron que en ligandos no modificados (\Véase seccion 8.2).

El area enterrada SAS, indica el acomodo espacial de la superficie molecular de la posicion

y conformacioén de los ligandos ORI-M y DOC-M. En la que el programa realiza una

prediccion en donde yuxtapone la interfaz ASH/DOC-M.

Sin embargo, el &rea enterrada SAS no brinda suficiente informacion hacia que

superficies con caracteristicas inherentes quimicas de la cavidad tienen contacto los

ligandos DOC-M. De acuerdo a la seccion (véase seccion 8.2), se calcul6 con el script

descrito anteriormente el area SAS de los &tomos que componen a los residuos de

aminoacidos polares y no polares que forman el area enterrada SAS, Figura 39.
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Figura 38. Area de interfaz SAS de los atomos que componen a los residuos polares y no polares de las C-R/L-

Ms. PSA: Area polar (cian); NPSA: Area no polar (naranja).

De la misma manera que en las interfaces con ligandos no modificados, los calculos

de superficie de atomos clasificados por residuos polares y no polares muestran que las

cavidades de la proteina ASH para los complejos DOC-M tienen mayor superficie de

interfaz hacia los &tomos que componen a los residuos polares, en donde estos patrones se
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repiten en todos los complejos analizados con ligandos modificados para DOC, por ende,
el fendmeno de acoplamiento tiende a inclinarse hacia residuos polares. Sin embargo, para
determinar hacia que atomos tiende a acomodar el AM la posicién y conformacién de los
ligandos modificados. Se realiz6 el calculo con el script descrito anteriormente, la suma del
area SAS de los atomos polares (N, O, P), no polares (carbonos de los residuos, incluyendo
anillos aromaticos) y carbonos de residuos aromaticos, los cuales se presentan en la Figura
40.
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Figura 39. Area de interfaz SAS de los 4tomos polares, carbonos y anillos aromaticos de las C-R/L-Ms. SAS de
atomos polares (N, O, S): azul cielo; SAS de carbonos totales: gris; SAS de carbonos de anillos aromaticos: verde.

De manera analoga a los complejos estructurales con ligandos sin modificar, se
identifico el aumento de SAS de los &tomos polares en los complejos con DOC-M, dicho
aumento se atribuye al fenémeno del acoplamiento molecular electrénico (véase seccion
8.1).

En el estudio del fendmeno del acoplamiento molecular en los anillos aromaticos
presenta un aumento de SAS en DOC-M, tal como se presenta en la seccion 8.2. En adicion,
se identifico un decremento de area SAS en los atomos no polares en DOC, a excepcion de
la interfaz ASH/IND DOC-M.

80



En un enfoque de interfaz de &rea enterrada SAS, se estudié el fendmeno de
acoplamiento molecular estérico, del ligando modificado indometacina IND ORI-M. En
donde se fragmento IND hasta reducirla en anillos aromaticos para el estudio de la

influencia del volumen molecular de los carbonos aromaticos en la interfaz (Figura 41).

Figura 40. Modificacion de IND. (a) Estructura de IND en blanco; (b) Localizaciéon de las
modificaciones en IND; (c) IND modificada en cyan; Flechas rojas: sefialan los atomos que se eliminan
de la estructura.

En el analisis de la mejor pose predicha por el AM de IND ORI-M, muestra que en
la interfaz ASH/IND DOC-M se presenta un mayor nimero de contactos hacia atomos de
carbono, &tomos de carbono que componen anillos aromaticos y un menor nimero de
contactos hacia atomos polares (Figura 42 b). Cabe sefialar que el ligando modificado IND
que carece de atomos polares, en la simulacion del AM pierde afinidad hacia contactos con
superficies de &tomos polares, en donde el programa yuxtapone la posicion y conformacion
de IND ORI-M hacia un mayor nimero de contactos de superficies de &tomos de carbono,
en donde se atenla el efecto electrénico y se comprueba el fendmeno del acoplamiento

molecular estérico, Figura 42.
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Figura 41. Contactos de las superficies atémicas que forman el area enterrada SAS de ASH/IND.
(a) ASH/IND ORI-My (b) ASH/IND DOC-M. Los contactos de las superficies atébmicas que forman
el area enterrada SAS de la cavidad de ASH con IND ORI-M y DOC se muestran en forma de
bastones; Los atomos de los residuos que no forman interfaz se muestran en forma de cables; ASH
en verde bosque; IND ORI-M en blanco; IND DOC-M en magenta.
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Volumen (A?)

#e
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8.7. AnAlisis de volumenes de interfaz en las C-R/L-Ms

Los célculos de volumenes de las interfaces C-R/L-M se presentan en la Figura 43,
en donde las cavidades de los receptores en interfaz con los ligandos modificados de los
complejos estructurales analizados presentan en DOC-M un menor volumen total y de
solvente que en los complejos ORI-M, el cual comprueba una mayor interfaz en los

complejos DOC como se presenta en la Figura 19.
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Figura 42. Volimenes de interfaz de las C-R/L-Ms. Total: Volumen total en la interfaz de la C-R/L-M
(Amarillo); Solvente: Volumen predicho del solvente en la interfaz de la C-R/L-M con un radio de=1.4 A de
formacion de esferas que equivalen a moléculas de agua (Azul).

8.8. Analisis de residuos en las C-R/L-Ms

En la Figura 44, se presentan los residuos que participan en las interfaces del area
enterrada SAS de las C-R/L-Ms, descritos y clasificados de acuerdo a la seccion 8.3, en
donde se descartaron las cisteinas ya que no presentaron patrones fijos de interaccién, por

lo que se considerd en el calculo para los residuos que participan en las interfaces del area
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enterrada SAS de las C-R/L-Ms los atomos polares (N, O, S), carbonos totales y carbonos

que forman anillos aromaticos.
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Figura 43. Residuos de las C-R/L-Ms que forman la interfaz del area enterrada SAS. NP: no polares; P: polares;
ARO: arométicos (Phe, His, Tyr, Trp); CN: cargados negativos; CP: cargados positivos.

En el mismo sentido que en el analisis de residuos que participan en las interfaces
del area enterrada SAS de las C-R/Ls, se determin6 un incremento de residuos polares en
la mayoria de los complejos estructurales analizados, el cual se debe al fenémeno de
acoplamiento molecular estérico, en donde en la interfaz se presenta una mayor cantidad de
residuos hidr6fobos aromaticos y residuos polares, tal como se presenta en la Figura 22. En
el complejo ASH/IND ORI-M no se presenta un incremento de residuos polares debido a
la remocidén de a&tomos polares en el ligando IND. Los resultados demuestran que incluso
en los ligandos modificados presentan patrones similares en donde el AM tiende a
yuxtaponer la posicion y conformacion del ligando hacia atomos polares y carbonos que

componen a los anillos aromaticos.
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IX. CONCLUSIONES

El amplio estudio desarrollado y enfocado a encontrar nuevas interacciones que el
acoplamiento molecular resuelve indirectamente nos llevé a determinar interacciones de
importancia bioldgica. Hasta la fecha permanecia poco claro para los usuarios hacia queé tipo
de interacciones moleculares e interfaces el software tiende a yuxtaponer el arreglo espacial
de los ligandos en las cavidades en términos atomo-atomo y superficie-superficie.

En el presente trabajo se ha desarrollado un método con cierto grado de complejidad
que determina interfaces que subyacen en el acoplamiento molecular basados en scripts,
modificacion de scripts y algoritmos ya establecidos. Dichas interfaces se basan en el
fendmeno del acoplamiento molecular electrénico que implica superficies de atomos de carga
opuesta y halégenos, asi como interfaces de superficies que se traslapan (&rea enterrada) en
donde la variable SAS no es considerada por el programa.

La resolucion de estos fendmenos nos llevo a determinar otro panorama del
acoplamiento molecular desde un punto de vista quimiomeétrico a escala atdmica.

Finalmente, los residuos identificados con el script disefiado podrian ser sitios de
interaccion de potencial de importancia para contribuir en el disefio de antivirales destinados
a la inhibicion del agente biolégico SARS Cov-2 y, por otro lado, ser determinantes
moleculares importantes en las ASH con funciones bioldgicas especificas. Por lo que podrian
ser estudiados en diversas areas como la protedmica, in silico, biologia molecular, industria
farmacéutica y simulaciones moleculares que demandan alto rendimiento como dinamicas

moleculares.
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Xl. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Estructuras quimicas de ligandos seleccionados en interfaz con ASH

Nombre Aripiprazol Tenipdsido Etopdsido Oxifenbutazona Diazepam
I ] OH 0
S vo, L o ,J' >
L al 5
—H N_;:.-"' % L I E Y -"‘{xe
I W p— D" o it P M
l"'-_l ,m l;_;l - 15 h OH Cl.—- o
Estructura ﬂ [ L < }-'
T 7 b i
M/ e {f |
| ..-:l “oH \:_:-:J
PDB/L-ID 6A7P/9SC 4L9Q/9TP 4LB9/EVP 2BXB/OPB 2BXF/DzZP
Caracteristicas Antipsicético Antineoplasico Antineoplasico Antiinflamatorio Ansiolitico
Nombre Diclofenaco Bicalutamida Lidocaina Fenilbutazona Indometacina
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L-ID: Cddigo de ligando de acuerdo a la base de datos PDB




Tabla S2. Estructuras quimicas de ligandos seleccionados en interfaz con PPS

Nombre Boceprevir Narlaprevir Telaprevir Inhibidor MI-23
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PDB/L-ID B6WNP/U5G 7D10/NNA 7C7P/SV6 2GZ8/F3F 7D31/GQU
Caracteristicas Inhibidor de la proteasa Inhibidor de la proteasa del Inhibir de la enzima NS3 del virus

del virus de la hepatitis C

virus de la hepatitis C

de la hepatitis C

Inhibidor de la proteasa

Inhibidor de la proteasa

L-ID: Cddigo de ligando de acuerdo a la base de datos PDB
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(© (d)
Figura S1. Andlisis estructural de interacciones de ASH/ARI. ay b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/ARI ORI (PDB: 6A7P); cy d: Imagenes 3D y 2D,

respectivamente de ASH/ARI DOC; ARI ORI, en blanco; ARl DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra en las imagenes
2D.
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(c) (d)
Figura S2. Andlisis estructural de interacciones de ASH/DIF. ay b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/DIF ORI (PDB: 4269); cy d: Iméagenes 3D y 2D,
respectivamente de ASH/DIF DOC; DIF ORI, en blanco; DIF DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra en las imagenes
2D.
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(d)
Figura S3. Andlisis estructural de interacciones de ASH/CAM. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/CAM ORI (PDB: 4L9K); cy d: Imagenes 3D y
2D, respectivamente de ASH/CAM DOC; CAM ORI, en blanco; CAM DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra en las
imégenes 2D.
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(d)
Figura S4. Analisis estructural de interacciones de ASH/PRO. a 'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/PRO ORI (PDB: 1E7A); cy d: Imagenes 3D y
2D, respectivamente de ASH/PRO DOC; PRO ORI, en blanco; PRO DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra en las
imégenes 2D.
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Figura S5. Andlisis estructural de interacciones de ASH/BIC. a'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/BIC ORI (PDB: 4LA0); cy d: Imégenes 3D y 2D,

respectivamente de ASH/BIC DOC; BIC ORI, en blanco; BIC DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra en las imagenes
2D.
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Figura S6. Analisis estructural de interacciones de ASH/OXI. a'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/OXI ORI (PDB: 2BXB); cy d: Imagenes 3D y
2D, respectivamente de ASH/OXI DOC; OXI ORI, en blanco; OXI DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra en las
imagenes 2D.
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(b)

(c) (d)
Figura S7. Andlisis estructural de interacciones de ASH/IND. ay b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/IND ORI (PDB: 2BXK); ¢y d: Imagenes 3D y
2D, respectivamente de ASH/IND DOC; IND ORI, en blanco; IND DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cddigo de color de enlaces se muestra en las
imégenes 2D.
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(a) (b)

(c) (d)
Figura S8. Analisis estructural de interacciones de ASH/LID. a 'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/LID ORI (PDB: 3JQZ); ¢y d: Imagenes 3D y
2D, respectivamente de ASH/LID DOC; LID ORI, en blanco; LID DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; EIl codigo de color de enlaces se muestra en las
imégenes 2D.
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(d)
Figura S9. Analisis estructural de interacciones de ASH/DZP. ay b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/DZP ORI (PDB: 2BXF); ¢y d: Imégenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/DZP DOC; DZP ORI, en blanco; DZP DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cddigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S10. Analisis estructural de interacciones de ASH/WAR. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/WAR ORI (PDB: 2BXD); c y d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/WAR DOC; WAR ORI, en blanco; WAR DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S11. Anélisis estructural de interacciones de ASH/FBZ. a'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/FBZ ORI (PDB: 2BXC); ¢y d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/FBZ DOC; FBZ ORI, en blanco; FBZ DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S12. Andlisis estructural de interacciones de ASH/TPS. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/TPS ORI (PDB: 4L9Q); ¢y d: Iméagenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/TPS DOC; TPS ORI, en blanco; TPS DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S13. Andlisis estructural de interacciones de ASH/IBC. a'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/IBC ORI (PDB: 4LB2); c y d: Iméagenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/IBC DOC; IBC ORI, en blanco; IBC DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imagenes 2D.
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Figura S14. Analisis estructural de interacciones de ASH/EPS. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/EPS ORI (PDB: 4LB9); c y d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/EPS DOC; EPS ORI, en blanco; EPS DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra
en las imagenes 2D.
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Figura S15. Analisis estructural de interacciones de ASH/APP. ay b: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/APP ORI (PDB: 2BX8); c y d: Imégenes
3Dy 2D, respectivamente de ASH/APP DOC; APP ORI, en blanco; APP DOC, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S16. Analisis estructural de interacciones de PPS/BCP. a y b: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de PPS/BCP ORI (PDB: 6WNP); c y d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de PPS/BCP DOC; BCP ORI, en blanco; BCP DOC, en magenta; PPS, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imagenes 2D.

115



Figura S17. Andlisis estructural de interacciones de PPS/MI23. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de PPS/MI23 ORI (PDB: 7D3l); cy d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de PPS/MI23 DOC; MI23 ORI, en blanco; MI23 DOC, en magenta; PPS, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S18. Analisis estructural de interacciones de PPS/NPV. a y b: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de PPS/NPV ORI (PDB: 7D10); c y d: Imégenes
3Dy 2D, respectivamente de PPS/NPV DOC; NPV ORI, en blanco; NPV DOC, en magenta; PPS, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S19. Analisis estructural de interacciones de PPS/TPV. a y b: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de PPS/TPV ORI (PDB: 7C7P); c y d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de PPS/TPV DOC; TPV ORI, en blanco; TPV DOC, en magenta; PPS, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S20. Analisis estructural de interacciones de PPS/F3F. a y b: Imégenes 3D y 2D, respectivamente de PPS/F3F ORI (PDB: 2GZ8); c y d: Imagenes
3Dy 2D, respectivamente de PPS/F3F DOC; F3F ORI, en blanco; F3F DOC, en magenta; PPS, en verde bosque; El cdigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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Figura S21. Andlisis estructural de interacciones de ASH/DIF-M. a 'y b: Iméagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/DIF ORI-M; ¢y d: Imagenes 3D y 2D,
respectivamente de ASH/DIF DOC-M; DIF ORI-M, en cyan; DIF-M DOC, en salmdn; ASH, en verde bosque; El cddigo de color de enlaces se muestra en las
imégenes 2D.
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Figura S22. Anélisis estructural de interacciones de ASH/BIC-M. a y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/BIC ORI-M; ¢y d: Imagenes 3D y 2D,

respectivamente de ASH/BIC DOC-M; BIC ORI-M, en cyan; BIC DOC-M, en salmén; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra en las
imégenes 2D.
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Figura S23. Analisis estructural de interacciones de ASH/OXI-M. a'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/OXI ORI-M; c y d: Imagenes 3D y 2D,
respectivamente de ASH/OXI DOC-M; OXI ORI-M, en blanco; OXI DOC-M, en magenta; ASH, en verde bosque; El codigo de color de enlaces se muestra
en las imagenes 2D.
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Figura S24. Anélisis estructural de interacciones de ASH/OXI-M2. a'y b: Iméagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/OXI ORI-M2; ¢ y d: Imagenes 3D y
2D, respectivamente de ASH/OXI DOC-M2; OXI ORI-M2, en blanco; OXI DOC-M2, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se
muestra en las imagenes 2D.
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Figura S25. Andlisis estructural de interacciones de ASH/IND-M. a 'y b: Imagenes 3D y 2D, respectivamente de ASH/IND ORI-M; cy d: Imagenes 3D y 2D,
respectivamente de ASH/IND DOC-M; IND ORI-M, en blanco; IND DOC-M, en magenta; ASH, en verde bosque; El cédigo de color de enlaces se muestra
en las imégenes 2D.
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11.1. Script en cddigo Python para la preparacion del receptor en Autodock4

# PrepRecAD4.py
import os

from MolKit import Read

import MolKit.molecule

import MolKit.protein

from AutoDockTools.MoleculePreparation import AD4ReceptorPreparation

if __name == '_main ':
import sys
import getopt

def usage():
"Print helpful, accurate usage statement to stdout."”
print "Usage: prepare receptor4.py -r filename"

print

print " Description of command..."

print " -r receptor filename "

print " supported file types include pdb,mol2,pdbqg,pdbgs,pdbgt, possibl
pqr,cif"”

print " Optional parameters:"

print " [-v] verbose output (default is minimal output)"

print " [-o pdbqt filename] (default is 'molecule name.pdbgt')"

print " [-A] type(s) of repairs to make: "

print " 'bonds hydrogens': build bonds and add hydrogens "

print " 'bonds': build a single bond from each atom with no bonds to its
closest neighbor"

print " 'hydrogens': add hydrogens"

print " 'checkhydrogens': add hydrogens only if there are none already"
print " 'None': do not make any repairs "
print " (default is 'None')"
print " [-C] preserve all input charges ie do not add new charges "
print " (default is addition of gasteiger charges)"
print " [-p] preserve input charges on specific atom types, eg -p Zn -p Fe"
print " [-U] cleanup type:"
print " 'nphs': merge charges and remove non-polar hydrogens'
print " 'lps': merge charges and remove lone pairs"
print " 'waters': remove water residues"
print " 'nonstdres': remove chains composed entirely of residues of"
print " types other than the standard 20 amino acids"
print " 'deleteAltB': remove XX@B atoms and rename XXG@A
atoms->XX"
print " (default is 'nphs lps waters nonstdres') "
print " [-e] delete every nonstd residue from any chain"
print " 'True': any residue whose name is not in this list:"
print " ['CYS','ILE','SER','VAL','GLN','LYS','ASN', "
print " 'PRO','THR','PHE','ALA','HIS','GLY','ASP', "
print " 'LEU', 'ARG', 'TRP', 'GLU', 'TYR','MET', "
print " 'HID', 'HSP', 'HIE', 'HIP', 'CYX', 'CSS']"

print " will be deleted from any chain. "
print " NB: there are no nucleic acid residue names at all "
print " in the list and no metals. "

print " (default is False which means not to do this)"

print " [-M] interactive "

print " (default is 'automatic': outputfile is written with no further user input)"
rint " [-d dictionary filename] file to contain receptor summary information"

P Y_ P Y

# process command arguments
try:
opt _list, args = getopt.getopt(sys.argv([l:], 'r:vo:A:Cp:U:eM:d:"')

except getopt.GetoptError, msg:
print 'prepare receptord.py: %s' 3%msg
usage ()
sys.exit(2)

files = os.listdir('Folder Dir')
# mol = []
for file in files:
# ligand filename = None
receptor filename = os.path.join("C: (Folder dir))# initialize

required parameters
#-s: receptor
#receptor filename = None

# optional parameters

verbose = None

#-A: repairs to make: add bonds and/or hydrogens or checkhydrogens
repairs = "'

#-C default: add gasteiger charges



charges to add = 'gasteiger'

#-p preserve charges on specific atom types
preserve charge types=None

#-U: cleanup by merging nphs lps, nphs, lps, waters, nonstdres
cleanup = "nphs lps waters nonstdres"

#-0 outputfilename

outputfilename = None

#-m mode

mode = 'automatic'

#-e delete every nonstd residue from each chain
delete single nonstd residues = None

#-d dictionary

dictionary = None

#'r:vo:A:Cp:U:eMh’
for o, a in opt_ list:
if o in ('-r', '--r'):
receptor filename = a
if verbose: print 'set receptor filename to ', a

if o in ('-v', '--v'):

verbose = True

if verbose: print 'set verbose to ', True
if o in ('-o', '--0'):

outputfilename = a

if verbose: print 'set outputfilename to ', a

if o in ('-A', '--A'"):

repairs = a

if verbose: print 'set repairs to ', a

if o in ('-C', '--C'):

charges to _add = None

if verbose: print 'do not add charges'
if o in ('-p', '--p'):

if not preserve charge types:

preserve charge types = a
else:
preserve charge types = preserve charge types + ','+ a

if verbose: print 'preserve initial charges on ', preserve charge types
if o in ('-U', '--U'):

cleanup = a

if verbose: print 'set cleanup to ', a
if o in ('-e', '--e'):

delete single nonstd residues = True

if verbose: print 'set delete single nonstd residues to True'

if o in ('-M', '--M'"):

mode = a

if verbose: print 'set mode to ', a
if o in ('-d', '-=d'):

dictionary = a

if verbose: print 'set dictionary to ', dictionary
if o in ('-h', '--'"):

usage ()

sys.exit ()

if not receptor filename:
print 'prepare receptor4: receptor filename must be specified.'
usage ()
sys.exit ()

mols = Read(receptor_ filename)
if verbose: print 'read ', receptor filename
mol = mols[0]
preserved = {}
if charges to _add is not None and preserve charge types is not None:
preserved types = preserve charge types.split(',')
if verbose: print "preserved types=", preserved types
for t in preserved types:
if verbose: print 'preserving charges on type->', t
if not len(t): continue
ats = mol.allAtoms.get (lambda x: x.autodock element==t)
if verbose: print "preserving charges on ", ats.name
for a in ats:
if a.chargeSet is not None:
preserved[a] = [a.chargeSet, a.charge]

if len(mols)>1:
if verbose: print "more than one molecule in file"
#use the molecule with the most atoms
ctr =1
for m in mols([1:]:
ctr +=1
if len(m.allAtoms)>len (mol.allAtoms) :
mol = m
if verbose: print "mol set to ", ctr, "th molecule with",
len(mol.allAtoms), "atoms"
mol.buildBondsByDistance ()
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if verbose:
print "setting up RPO with mode=", mode,
print "and outputfilename= ", outputfilename
print "charges to_add=", charges to add
print "delete single nonstd residues=", delete single nonstd residues

RPO = AD4ReceptorPreparation(mol, mode, repairs, charges to_add,

cleanup, outputfilename=outputfilename,
preserved=preserved,

delete single nonstd residues=delete single nonstd residues,
dict=dictionary)
if charges to add is not None:
#restore any previous charges
for atom, chargelList in preserved.items():
atom._charges|[chargeList[0]] = chargeList[1]
atom.chargeSet = chargeList[0]
# To execute this command type:
# PrepRecAD4.py -r pdb file -o outputfilename -A checkhydrogens
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11.2. Script en cddigo Python para la preparacion del ligando en Autodock4

# PrepLigAD4.py
import os

from MolKit import Read

from AutoDockTools.MoleculePreparation import AD4LigandPreparation

if __name == '__main ':
import sys
import getopt

def usage():
"Print helpful, accurate usage statement to stdout."
print "Usage: prepare ligand4.py -1 filename"
print
print " Description of command..."
print " -1 ligand filename (.pdb or .mol2 or .pdbg format)"
print " Optional parameters:"

print " [-v] verbose output”

print " [-o pdbgt filename] (default output filename is ligand filename stem
+ .pdbgt)"

print " [-d] dictionary to write types list and number of active torsions "

print " [-A] type(s) of repairs to make:\n\t\t bonds hydrogens, bonds,
hydrogens (default is to do no repairs)"
print " [-C] do not add charges (default is to add gasteiger charges)"

print " [-p] preserve input charges on atom type, eg -p Zn"

print " (default is not to preserve charges on any specific atom type)"

print " [-U] cleanup type:\n\t\t nphs lps, nphs, lps, '' (default is 'nphs lps')
"

print " [-B] type(s) of bonds to allow to rotate "

print " (default sets 'backbone' rotatable and 'amide' + 'guanidinium'
non-rotatable) "

print " [-R] index for root"

print " [-F] check for and use largest non-bonded fragment (default is not to do

print " [-M] interactive (default is automatic output)"

print " [-I] string of bonds to inactivate composed of "

print " of zero-based atom indices eg 5 13 2 10 "

print " will inactivate atoms[5]-atoms[13] bond "
print " and atoms[2]-atoms[10] bond "

print " (default is not to inactivate any specific bonds)"

print " [-Z] inactivate all active torsions "

print " (default is leave all rotatable active except amide and guanidinium)"
print " [-g] attach all nonbonded fragments "

print " [-s] attach all nonbonded singletons: "

print " NB: sets attach all nonbonded fragments too"
print " (default is not to do this)"

# process command arguments
try:

opt _list, args = getopt.getopt(sys.argv([l:], 'l:vo:d:A:Cp:U:B:R:MFI:Zgsh')
except getopt.GetoptError, msg:

print 'prepare ligand4.py: %s' 3%msg

usage ()

sys.exit(2)

# initialize required parameters
#-1: ligand

files = os.listdir('Dir Ligand')
mol = []
for file in files:
# ligand filename = None
ligand filename = os.path.join("Folder Directory", file)

# optional parameters

verbose = None

add bonds = False

#-A: repairs to make: add bonds and/or hydrogens repairs = ""
#-C default: add gasteiger charges

charges to add = 'gasteiger'

#-p preserve charges on specific atom types

this)"
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preserve charge types='"'

#-U: cleanup by merging nphs lps, nphs, lps
cleanup = "nphs lps"

#-B named rotatable bond type(s) to allow to rotate
#allowed bonds = ""

allowed bonds = "backbone"

#-r root

root = 'auto'

#-0 outputfilename

outputfilename = None

#-F check_for_ fragments
check for fragments = False

#-I bonds_to_inactivate
bonds_to_inactivate = ""

#-Z inactivate all torsions
inactivate all torsions = False
#-g attach nonbonded fragments
attach nonbonded fragments = False
#-s attach nonbonded singletons
attach singletons = False

#-m mode

mode = 'automatic'

#-d dictionary

dict = None

#'1:vo:d:A:CKU:B:R:MFI:Zgs"
for o, a in opt_list:
#print "o=", o, " a=", a
if o in ('-1', '--1"):
ligand filename = a
if verbose: print 'set ligand filename to ', a

if o in ('-v', '--v'):

verbose = True

if verbose: print 'set verbose to ', True
if o in ('-o', '--0'):

outputfilename = a
if verbose: print 'set outputfilename to ', a

if o in ('-d', '--d'):

dict = a

if verbose: print 'set dict to ', a
if o in ('-A', '--A'"):

repairs = a

if verbose: print 'set repairs to ', a
if o in ('-C', '--C'):

charges to _add = None

if verbose: print 'do not add charges'
if o in ('-p', '--p'):

preserve charge types+=a

preserve charge types+=',"'

if verbose: print 'preserve initial charges on ', preserve charge types

if o in ('-U', '--U'"):
cleanup = a
if verbose: print 'set cleanup to merge ', a
if o in ('-B', '--B'):
allowed bonds = a
if verbose: print 'allow ', a, 'bonds set to rotate'

if o in ('-R', '--R'):

root = a

if verbose: print 'set root to ', root
if o in ('-F', '--F'):

check for fragments = True
if verbose: print 'set check for fragments to True'

if o in ('-M', '--M'"):

mode = a

if verbose: print 'set mode to ', a
if o in ('-I', '--I'"):

bonds_to_inactivate = a

if verbose: print 'set bonds to_inactivate to ', a
if o in ('-2', '--Z2'):

inactivate all_ torsions = True

if verbose: print 'set inactivate all torsions to ', inactivate all torsions

if o in ('-g', '--g'):
attach nonbonded fragments = True

if verbose: print 'set attach nonbonded fragments to ',attach nonbonded fragments

if o in ('-s', '--s'):

attach singletons = True

if verbose: print 'set attach singletons to ', attach singletons
if o in ('-h', '--='"):

usage ()

sys.exit ()

if not ligand filename:
print 'prepare ligand4: ligand filename must be specified.'
usage ()
sys.exit ()
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if attach singletons:
attach nonbonded fragments = True

if verbose: print "using attach singletons so attach nonbonded fragments also"

mols = Read(ligand filename)
if verbose: print 'read ', ligand filename
mol = mols[0]
if len(mols)>1:
if verbose:
print "more than one molecule in file"
#use the one molecule with the most atoms

ctr =1
for m in mols([1:]:
ctr += 1
if len(m.allAtoms)>len(mol.allAtoms) :
mol =m
if verbose:
print "mol set to ", ctr, "th molecule with", len(mol.allAtoms),
"atoms"

coord dict = {}
for a in mol.allAtoms: coord dict[a] = a.coords

mol.buildBondsByDistance ()
if charges to add is not None:
preserved = {}
preserved types = preserve charge types.split(',')
for t in preserved types:
if not len(t): continue
ats = mol.allAtoms.get (lambda x: x.autodock element==t)
for a in ats:
if a.chargeSet is not None:
preserved[a] = [a.chargeSet, a.charge]

if verbose:
print "setting up LPO with mode=", mode,
print "and outputfilename= ", outputfilename
print "and check for fragments=", check for fragments
print "and bonds to inactivate=", bonds to inactivate
LPO = AD4LigandPreparation(mol, mode, repairs, charges to_add,
cleanup, allowed bonds, root,
outputfilename=outputfilename,
dict=dict, check for fragments=check for fragments,
bonds_to_inactivate=bonds_to_ inactivate,
inactivate all torsions=inactivate all torsions,

attach nonbonded fragments=attach nonbonded fragments,
attach singletons=attach singletons)
#do something about atoms with too many bonds (?)
#FIX THIS: could be peptide ligand (???)
# ??use isPeptide to decide chargeSet??
if charges to add is not None:
#restore any previous charges
for atom, chargelList in preserved.items():
atom._charges|[chargeList([0]] = chargeList[1]
atom.chargeSet = chargeList[0]
if verbose: print "returning ", mol.returnCode
bad list = []
for a in mol.allAtoms:
if a in coord dict.keys() and a.coords!=coord dict(a]:
bad list.append(a)
if len(bad list):
print len(bad list), ' atom coordinates changed!'
for a in bad list:
print a.name, ":", coord dict[a], ' -> ', a.coords
else:
if verbose: print "No change in atomic coordinates™
if mol.returnCode!=0:
sys.stderr.write (mol.returnMsg+"\n")
sys.exit (mol.returnCode)

# 4 execute --> command type:
# PrepLigAD4.py -1 pdb file -v
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11.3.

def

may

Script en cddigo Python para el calculo de area enterrada SAS

buried area(operation, atomsl, atoms2,
probeRadius = 1.4, vertexDensity = 2.0):

xyzr = atom xyzr(atomsl + atoms2)
nl = len(atomsl)

xyzrl = xyzr([:nl]

xyzr2 = xyzr[nl:]

xyzrl2 = xyzr

failed = False
import MoleculeSurface as ms
try:
sl = ms.xyzr surface geometry(xyzrl, probeRadius, vertexDensity)
s2 = ms.xyzr surface geometry(xyzr2, probeRadius, vertexDensity)
s12 = ms.xyzr surface geometry(xyzrl2, probeRadius, vertexDensity)
except ms.Surface Calculation Error:
failed = True

if failed or not sl[6] or not s2[6] or not sl2[6]:
# All component calculation failed.

try:
sl = ms.xyzr surface geometry(xyzrl, probeRadius, vertexDensity,
all components = False)
s2 = ms.xyzr surface geometry(xyzr2, probeRadius, vertexDensity,
all components = False)

s12 = ms.xyzr surface geometry(xyzrl2, probeRadius, vertexDensity,
all components = False)
except ms.Surface Calculation Error:
raise CommandError, 'Surface calculation failed.'
from chimera import replyobj

replyobj.warning('Calculation of some surface components failed. Using only single surface component.

give inaccurate areas if surfaces of either set of atoms or the combined set are disconnected.\n')

# Assign per-atom buried areas.

aareasl, aareas2, aareasl2 = s1[3], s2[3], s12[3]

asesl2]l = asasl2l = asesl22 = asasl22 = 0

for ai,a in enumerate (atomsl):
a.buriedSESArea = aareasl([ai,0] - aareasl2(ai,0]
a.buriedSASArea = aareasl([ai,l] - aareasl2(ai,l]
asesl2l += aareaslZ2[ai,0]
asasl2l += aareasl2[ai,1]

for ai,a in enumerate (atoms2) :
a.buriedSESArea = aareas2(ai,0] - aareasl2[nl+ai,0]
a.buriedSASArea = aareasZ2[ai,l] - aareasl2([nl+ai,l]
asesl22 += aareasl2[nl+ai,0]
asasl22 += aareasl2([nl+ai,1]

careasl, careas2, careasl2 = sl1([4], s2[4], s12[4]

asesl, asasl = area sums (careasl)

ases2, asas2 = area_sums (careasZ2)

asesl2, asasl2 = area_sums (careasl2)

bsasl = asasl - asasl2l

bsas2 = asas2 - asasl22

bsas = 0.5 * (bsasl + bsas2)

bsesl = asesl - asesl2l

bses2 = ases2 - asesl22

bses = 0.5 * (bsesl + bses2)

# TODO: include atomspec's in output message.
msg = ('Buried solvent accessible surface area\n'
' BISAS = %.6g, B2SAS = %.6g, BaveSAS = %.6g\n'
' (Al = %.6g, A2 = %.6g, Al2 = %.6g = %.69 + %.6g)\n' %
(bsasl, bsas2, bsas,asasl, asas2, asasl2, asasl2l, asasl22) +
'Buried solvent excluded surface area\n ' +
" BISES = %.6g, B2SES = %.6g, BaveSES = %.6g\n"
' (Al = %.6g, A2 = %$.6g, Al2 = %.6g = %.6g9 + %.6g)\n' %
(bsesl, bses2, bses,asesl, ases2, asesl2, asesl2l, asesl22))
from chimera import replyobj
replyobj.info (msg)
smsg = 'Buried areas: SAS = $%$.6g, SES = $%$.6g\n' % (bsas, bses)
replyobj.status (smsg)

This
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