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RESUMEN

TITULO: MODELAMIENTO DE COMPLEJOS DE MICHAELIS ENTRE LA LIPASA
B DE Candida antarctica Y EL (R,S)-ATENOLOL. ANALISIS COMPARATIVO:
AUTODOCK4.2 y VINA.*

AUTORA Wendy Loreing Llanos Cruz**

PALABRAS CLAVES: Lipasa B de Candida antarctica, Atenolol, AutoDock4.2,
Acoplamiento molecular.

DESCRIPCION: El acoplamiento molecular (Molecular Docking) se puede utilizar
para analizar detalles de los mecanismos de reaccién catalizados por enzimas. En
el Grupo de Bioquimica Teorica, el acoplamiento molecular se ha utilizado para el
estudio de los complejos entre la lipasa B de Candida antarctica (CalB) y el
propranolol. Este aminoalcohol se usa como medicamento contra la hipertension y
se vende como mezcla racémica. Uno de los dos isomeros presenta efectos
colaterales. De ahi la importancia de contribuir a comprender el mecanismo de la
acilacion de los enantiomeros de aminoalcoholes catalizado por CalB. En este
trabajo de grado para optar al titulo de Quimica se realizé un estudio comparativo
de los complejos entre CalB y el (R,S)-atenolol obtenidos utilizando los programas
AutoDock4.2 y Vina. ElI (R,S)-atenolol es otro aminoalcohol utilizado como
antihipertensivo. Los complejos de Michaelis entre CalB y el (R,S)-atenolol se
modelaron utilizando un enfoque rigido. Para el andlisis se tuvo en cuenta la
poblacién de complejos de Michaelis obtenida con cada programa, la energia libre
de unidn, los modos de union del (R,S)-atenolol en el sitio activo de CalB y las
interacciones no covalentes entre el sustrato y la enzima. Los resultados de este
estudio indican que los complejos de Michaelis (MCCs) obtenidos con Vina tienen
una energia libre de unién mayor que los obtenidos con AutoDock4.2. Con ambos
programas se obtiene un nimero de MCCs similar y dos tipos de modos de unién
del atenolol en el sitio activo de CalB. Esto permite concluir que tanto Autodock4.2
como Vina pueden utilizarse de manera indistinta para predecir la formacion de
complejos de Michaelis entre la lipasa B de Candida antarctica y los aminoalcoholes
(R,S)-atenolol y (R,S)-propranol.

* Trabajo de grado
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores: Martha Daza, Markus Doerr, Andrés Escorcia.
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ABSTRACT

TITLE: MODELING OF MICHAELIS COMPLEXES BETWEEN Candida antarctica
LIPASE B AND (R,S)-ATENOLOL. COMPARATIVE ANALYSIS: AUTODOCK4.2
AND VINA.*

AUTHOR: Wendy Loreing Llanos Cruz**

KEYWORDS: Candida antarctica lipase B, Atenolol, Autodock4.2, molecular
docking.

DESCRIPTION: Molecular docking can be used to analyze details of the reaction
mechanisms catalyzed by enzymes. In the Grupo de Bioquimica Teo6rica, molecular
docking has been used for the study of the complexes between Candida antarctica
lipase B (CalB) and propranolol. This amino alcohol is used to treat hypertension
and is sold as a racemic mixture. One of the two isomers present side effects. Hence
the importance of contributing to understand the mechanism of the acylation of this
amino alcohol catalyzed by CalB. (R,S)-atenolol is another amino alcohol used as
an antihypertensive drug. In this work a comparative study of the Michaelis
complexes between atenolol and CalB was performed using two different molecular
docking programs: AutoDock4.2 and AutoDock Vina. Using molecular docking, the
Michaelis complexes (MCCs) between atenolol and CalB have been investigated
employing a completely rigid protein. The populations of MCCs, the free binding
energy, the binding modes of (R,S)-atenolol in the active site of CalB and non-
covalent interactions of the MCCs have been analyzed. The results indicate that the
MCCs obtained with the Vina program are binding more strongly than MCCs
obtained with AutoDock4.2 program. The populations of MCCs obtained with both
programs are very similar and two binding modes of atenolol in the active site of
CalB are obtained with AutoDock4.2 and Vina. These results suggest that
AutoDock4.2 and Vina can be used interchangeably to predict the MCCs between
CalB and the (R,S)-atenolol.

* Bachelor Thesis.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores: Martha Daza, Markus Doerr, Andrés Escorcia.
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INTRODUCCION

El atenolol (Figura 1) es un farmaco [(-bloqueante utilizado en tratamientos de
enfermedades cardiacas y de hipertensién 2. Normalmente se comercializa en
forma de mezcla racémica. Al enantidmero S-atenolol se le atribuye la accion
terapéutica, mientras que el enantibmero R-atenolol presenta efectos no deseados?.

Figura 1. Estructura de los enantiomeros del atenolol en su forma R- (derecha) y S-
(izquierda).

H OH HO g

////," H ///",‘ H
(0] - N YCHS (0] > N \|/CH3

CH CH
HoN 8 HoN 8

Un método para resolver racematos es la resolucién cinética enziméatica utilizando
lipasas. Las enzimas son catalizadores quirales y pueden distinguir los
enantiomeros de una mezcla racémica 3. Las lipasas son enzimas enantio-, quimio-
y regioselectivas 4 en medios acuosos y en solventes organicos °. Las lipasas son
catalizadores estereoselectivos eficientes en la resolucion cinética de muchos
compuestos quirales .

De acuerdo al mecanismo catalitico propuesto para las lipasas °, la reaccion consta
de dos pasos (ver Figura 2). El primer paso es una acilacion y el segundo paso es
una desacilacion. En el primer paso de la reaccion un donador acilo realiza la
acilacion de la enzima. Luego de que la enzima ha sido acilada, ésta transfiere su
grupo acilo a un nucledfilo, ya sea agua, un alcohol, una amina, un amino alcohol o
un epoxido, dando como productos la regeneracion de la enzima mediante su
desacilacion, y la obtencién del producto acilado. Los aminoécidos que conforman
la triada catalitica son Serina, Aspartato o Glutamato e Histidina. La reaccién tiene
lugar por medio de Complejos de Michaelis (conformaciones enzima-sustrato no
covalentes en los que el sustrato se estabiliza en el sitio activo de la enzima, MCC)
e intermediarios tetraédricos (ver Figura 4) hasta completar la reaccion.
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Figura 2. Mecanismo de las reacciones catalizadas por lipasas.

Paso 1: Acilacion
His
Ser
— Ser o} |

o

0 o'\) _ R1.

Serina activada
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Tomado de referencia 5 con modificaciones hechas por la autora.

Para mejorar la comprensién del proceso de la resolucion cinética a nivel atbmico
se puede utilizar el modelado molecular. EI modelado molecular se utiliza con
frecuencia para racionalizar los resultados experimentales y provee informacion
sobre la geometria y la energia de interaccion entre el catalizador y los
enantiomeros que puede ser (til para el disefio de nuevos catalizadores . El
modelado molecular se ha convertido en una herramienta util para mejorar la
comprension de las reacciones catalizadas por lipasas & °, dando una idea de éstas
en detalles que no son accesibles experimentalmente.

La lipasa B de Candida antarctica (CalB) ha sido utilizada exitosamente para
resolver mezclas racémicas de alcoholes secundarios o0 aminas secundarias. La
combinacion de la cinética enzimatica con el modelado molecular, se ha utilizado
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para construir un modelo de como los enantiomeros de alcoholes secundarios se
unen al sitio activo de ésta enzima durante las reacciones de transesterificacion ©
permitiendo encontrar de este modo estructuras que son la base para una
investigacion mas detallada de la informacion.

Los métodos de modelado molecular son herramientas valiosas para obtener
informacion sobre la geometria y la energia de interaccion de los complejos enzima-
sustrato. Con el fin de comprender los posibles mecanismos de reconocimiento
quiral de algunos racematos se han realizado estudios de acoplamiento molecular
(Molecular Docking). Esta técnica permite obtener los parametros estructurales y la
energia de interaccion entre los complejos enzima-sustrato. Ademas, puede
proporcionar informacion valiosa para explicar la selectividad enantiomérica de una
enzima 7 aunque es necesario llevar a cabo un estudio completo de la reaccion
porque solo con el acoplamiento molecular no es suficiente.

Hay varios programas de acoplamiento molecular. A manera de ejemplo se
mencionan: DOCK, SYBYL, AutoDock, AutoDock Vina, y GRAMM . Algunos de
éstos tienen licencias libres y otros son altamente costosos. Dos paquetes
computacionales con software libre son AutoDock4 y AutoDock Vina (méas conocido
como Vina). AutoDock Vina es méas répido que AutoDock4 y mejora
significativamente la precision de la prediccion de los modos de union. Su velocidad
es mejorada por paralelismo, ya que puede utilizar multihilos en méquinas de varios
nacleos. Ademas, Vina calcula automaticamente los mapas de red y los resultados
son agrupados sin que el usuario vea todo el proceso 2.

En el Grupo de Bioquimica Tedrica de la UIS se ha estudiado la reaccion de
acilacion del (R,S)-propranolol & 13y el (R,S)-atenolol * con CalB utilizando dinamica
molecular y métodos hibridos de mecénica molecular y mecanica cuantica (QM/MM)
para comprender el mecanismo de enantioselectividad que tiene CalB por estos
aminoalcoholes.

Los diferentes estudios de acoplamiento molecular que se han llevado a cabo, se
han realizado con el programa Vina para modelar los MCCs. Con el animo de
estudiar qué tanto dependen los resultados de los detalles del acoplamiento con
cada programa (AutoDock4.2 y Vina) se propuso estudiar la reaccion de acilacion
del (R,S)-atenolol catalizada por CalB con el programa AutoDock4.2 debido a que
ya se estudio con el programa Vina y analizar si los resultados son muy diferentes
entre ellos.
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Para lograr esto, se modelaron los MMCs ente la enzima CalB y el (R,S)-atenolol
utilizando el programa AutoDock4.2. Se utilizd un planteamiento anélogo al
planteamiento utilizado en el trabajo realizado con el programa Vina 4 para la
reaccion. Tanto la CalB como el (R,S)-atenolol recibieron un tratamiento rigido. Se
analizé la poblacion de MCCs obtenidos, la energia libre de union, las interacciones
entre el sustrato y el sitio activo de la enzima y los modos de union del (R,S)-atenolol
en el sitio activo de CalB. Finalmente se realizé un andlisis comparativo de los
resultados obtenidos con el programa AutoDock4.2 y los resultados reportados para
el programa Vina realizado en un trabajo previo en el GBQT 4.

El contenido del libro se encuentra distribuido en 4 secciones. La primera seccion
corresponde a los conceptos importantes para comprender el desarrollo del trabajo
de investigacion. La segunda explica la metodologia utilizada para llevar a cabo el
acoplamiento molecular y la seleccién de los MCCs. La tercera el analisis y la
discusion de los resultados obtenidos. Y por ultimo, las conclusiones del trabajo. El
trabajo cuenta con tres apéndices (Apéndice A, Apéndice B y Apéndice C) en los
gue se provee informacion complementaria de la metodologia llevada a cabo, de los
resultados obtenidos y de las imagenes de los MCCs obtenidos.

Parte de los resultados de este trabajo se presentaron en el Ill Congreso
Colombiano de Biologia Computacional y Bioinformatica, Septiembre 16-18,
Medellin, Colombia, 2015.

Loreing Llanos C., Martha C. Daza, Markus Doerr, Andrés M. Escorcia.
“Modelamiento de complejos de Michaelis entre la lipasa B de Candida antarctica y
el (R,S)-atenolol. Analisis comparativo: AutoDock4.2 vs Vina”. lll Congreso
Colombiano de Biologia Computacional y Bioinformatica, Septiembre 16-18,
Medellin, Colombia, 2015.

También se presentaron resultados en el | Encuentro Cientifico de la Facultad de
Ciencias, Noviembre 25-26, Bucaramanga, Colombia, 2015.

Loreing Llanos C., Andrés M. Escorcia, Markus Doerr, Martha C. Daza.
“Modelamiento de complejos de Michaelis entre la lipasa B de Candida antarctica y
el (R,S)-atenolol. Analisis comparativo: AutoDock4.2 y Vina”. | Encuentro Cientifico
de la Facultad de Ciencias, Noviembre 25-26, Bucaramanga, Colombia, 2015.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Estereoquimica

La estereoquimica es la rama de la quimica que estudia la estructura de los
compuestos 1°. Es el estudio de los isémeros (Esquema 1).

Esquema 1. Clasificacion de los isémeros.

Isémeros

Son aquellos compuestos que poseen la misma
férmula molecular pero diferente estructura.

Estereoisémeros Isomeros estructurales
Isémeros en los que todos los enlaces Isolmferos q‘ée difieren en
idénticos pero se diferencian por la aforma ge unir sus
atomos.

posicion espacial de los grupos.

, L Isbmeros de cadena, de
Isémeros geométricos posicién y de funcion.

. " Isbmeros opticos
Isbmeros Geomeétricos
Cisy Trans.

Enantidbmeros

Ima&genes especulares que no se
pueden superponer una de la otra.

Los enantibmeros poseen un atomo de carbono unido a cuatro grupos distintos
llamado carbono asimétrico o quiral. Se diferencian porque uno de los enantiomeros
produce rotacion de la luz polarizada a la derecha (dextrogiro) y el otro a la izquierda
(levogiro). Una forma de separar los enantiomeros es transformar la mezcla de
enantiomeros en mezcla de diastereoisdmeros por adicion de un reactivo quiral y
asi ya es posible separarlos por métodos fisicos 6. Cuando una mezcla contiene
cantidades iguales de un enantiomero, ésta se denomina mezcla racémica. Son
necesarias algunas técnicas para separar dichas mezclas tales como cristalizaciéon
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preferencial, resolucion cinética, cristalizacion de derivados diastereoméricos 1.

1.2. Resolucion cinética

La separacion de racematos por resolucion cinética se basa en la diferencia de
velocidad con la que reaccionan los enantiomeros del racemato con un reactivo
quiral o en un entorno quiral. En estas condiciones los estados de transicion tienen
diferente energia de modo que una reaccién es mas rapida que la otra '’. Los dos
enantibmeros reaccionan a diferentes velocidades con una entidad quiral. La
entidad quiral debe estar presente en cantidades cataliticas, y puede ser un
biocatalizador (enzima libre 0 microorganismos) o un quimiocatalizador (4cido o
base quiral o incluso un complejo quiral de un metal). Idealmente un enantidmero
reacciona mucho mas rapido que el otro 8.

1.2.1. Resolucioén cinética enzimatica

El uso de enzimas con el propdésito de transformar compuestos de interés presenta
numerosas ventajas ya que las reacciones catalizadas por enzimas tienen lugar en
condiciones suaves y proporcionan los productos con excelente estereoselectividad
17, La resolucién cinética puede llegar a proporcionar mas del 50% de rendimiento
si de combina con un proceso dinamico de equilibracién de ambos enantibmeros
basado en la hidrolisis enantioselectiva de una mezcla racémica en equilibrio en el
medio basico de reaccién .

Las enzimas aumentan la velocidad de las reacciones quimicas combinandose
transitoriamente con los reactivos, de manera que éstos alcanzan un estado de
transicion con una energia de activaciéon menor que la de la reaccion no catalizada.
La actividad catalitica esta restringida a una zona de la molécula llamada sitio activo.
La interaccion enzima-sustrato se realiza a través de enlaces de naturaleza débil
(interacciones no covalentes) entre la molécula del sustrato y el sitio activo *°.

Muchas reacciones enzimaticas siguen un patrén de comportamiento cinético
conocido como la cinética de Michaelis-Menten 1% 20, Los catalizadores enzimaticos
requieren que el sustrato se una de forma no-covalente a la enzima en el sitio activo
de la enzima. El complejo enzima-sustrato formado, ES, es llamado el complejo de
Michaelis-Menten y la constante de Michaelis-Menten, Ku, es igual a la
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concentracion del sustrato a la cual la velocidad de reacciéon es un medio de su
maximo valor 29,

1.3. Atenolol

El atenolol, ((x)-2-[4-[2-hidroxi-3-(isopropilamino)propoxi]fenilletanamida), (Figura
1) es un bloqueante de los receptores p-adrenérgicos en el corazén. Se usa en el
tratamiento de hipertension, taquicardia sinusal, arritmias, enfermedades coronarias
del corazoén, ataques cardiacos. El enantidmero (S) posee mucha mayor afinidad
para los receptores B-adrenérgicos que el enantiémero (R) 2% 22, Los blogueadores
B-adrenérgicos se comercializan en forma de mezcla racémica, la actividad de éstos
generalmente es asociada con el enantiomero (S) mientras que el enantibmero (R)
carece de actividad y puede ser responsable de efectos indeseados 2. Por este
motivo hay una urgente necesidad en desarrollar un método rapido y selectivo para
su resolucion enantiomérica 2% 22,

1.4. Lipasas

Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que hidrolizan a los triglicéridos en una interfaz
lipido-agua. La actividad de las lipasas se incrementa dramaticamente tras la unién
a la superficie de lipidos debido a un cambio conformacional de la enzima. Las
lipasas han mostrado una amplia variacién en la eficiencia y la especificidad por el
sustrato. Las lipasas tienen especificidades diferentes dependiendo de la longitud
de los acidos grasos presentes en los triglicéridos 23,

Algunas lipasas presentan un lid o tapa que controla el acceso al sitio activo de la
proteina. Cuando hay un sustrato presente, éste lid se abre y permite la activacion
de la lipasa mientras que sin sustrato, la enzima es inactiva. La lipasa B de Candida
antarctica por ejemplo, no presenta activacion interfacial y se dice que esto es
debido a que esta enzima carece del lid que regula el acceso al sitio activo > 23 24,

Las lipasas tienen un gran potencial en aplicaciones industriales como aditivos para
detergentes en polvo, en la produccién de aceites y grasas y para su uso en otro
tipo de sintesis organica. También han demostrado ser catalizadores
estereoselectivos eficientes en la resoluciébn cinética de una variedad de
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compuestos quirales. Reaccionan selectivamente con uno de los dos enantiomeros
de los alcoholes secundarios °.

1.5. Candida antarctica

La levadura Candida antarctica exhibe una actividad de lipasa no especifica hacia
los triglicéridos. Se han aislado de esta levadura dos lipasas denominadas Ay B
con diferentes puntos isoeléctricos (pl) y pesos moleculares. La lipasa B tiene un
peso molecular de 33 kDa y un pl de 6,0. Esta enzima ha demostrado ser una
enzima muy estereoespecifica tanto en la hidrdlisis y en la sintesis organica y tiene
una aplicacion potencialmente importante en la sintesis de glucolipidos 23.

1.5.1. Lipasa B de Candida antarctica

La lipasa B de Candida antarctica (CalB) se compone de 317 aminoacidos con un
peso férmula de 33273 Da. La secuencia de aminoacidos no muestra ninguna
homologia significativa con otras lipasas. Es una proteina a/f globular con
dimensiones aproximadas de 30A x 40A x 50A. En la estructura hay 10 a-hélices,
la hoja B central estd compuesta de siete hilos de los cuales los ultimos seis son
paralelos. La triada catalitica de CalB se compone de Serl105, His224 y Asp187 2.

El sitio activo de CalB esta constituido por los residuos Aspl87, His224 y Ser105.
La His224 se encuentra localizada de tal manera que su cadena lateral queda
expuesta en el sitio activo justo en medio de Aspl87 y Serl05 en la proteina
silvestre. El entorno de Ser105 presenta una naturaleza polar: ademas de His224
se encuentra Thr40, GIn106, Aspl34 y GIn157. Comun a todas las lipasas es la
triada catalitica de aspartato, histidina y serina y su mecanismo de reaccion es
similar al de las proteasas de serina ® 23, La CalB tiene una gran superficie
hidrofobica que rodea la entrada del canal del sitio activo. El sitio activo consiste en
un embudo eliptico y delgado con paredes constituidas predominantemente por
residuos aminoacidicos hidrofébicos alifaticos 6 2.
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1.5.1.1. Caracteristicas del sitio activo de CalB

La lipasa B de Candida antarctica ha sido usada exitosamente para resolver
alcoholes secundarios y aminas secundarias 2°. La combinaciéon de la cinética
enzimatica y modelado molecular se utilizé para construir un modelo de cémo los
enantiomeros de alcoholes secundarios se unen en el sitio activo de esta enzima
durante las reacciones de transesterificacion. Los dos enantiomeros de los
alcoholes secundarios se muestran en dos orientaciones diferentes en el sitio activo.
Todos los enlaces de hidrogeno esenciales para la catélisis estan presentes. La
enantioselectividad depende de la diferencia de energia entre los MCCs y los
estados de transicion que se forman entre el enantiémero y la enzima °.

En la Figura 3 se muestra que el sitio activo de CalB esta formado por los residuos
de Serl05, His224 y Aspl187 que haen parte de la triada catalitica, el hueco
oxianiénico formado por los residuos Thr140y GIn106, un bolsillo hidrofébco grande
ubicado por encima de la triada catalitica formado por los residuos lle189, Val190,
Vall54, Leuld0, Leuld4, Aspl34 y GInl57, y un bolsillo hidrofébico mediano
ubicado por debajo de la triada catalitica formado por los residuos Trpl104, Leu278
— Ala287 13

De acuerdo a la ubicacion del grupo feniletanamida del atenolol dentro del sitio
activo de CalB se consideran dos modos de unién: Modo | y Modo Il 8. En el modo
de unién | la cadena feniletanamida del (R,S)-atenolol se ubica en el bolsillo
hidrofébico grande mientras su cadena isopropilamino se ubica en el bolsillo
hidrofébico mediano. En el modo de union |l la cadena feniletanamida del (R,S)-
atenolol se ubica en el bolsillo hidrofébico mediano y la cadena isopropilamino en el
bolsillo hidrofébico grande.
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Figura 3. Sitio activo de CalB. Los residuos seleccionados en representacion licorice
son los residuos de la triada catalitica de CalB. La representacion surf muestra los
residuos con los que interacciona el sustrato: En color azul el bolsillo hidrofébico
grande. En color amarillo el bolsillo hidrofébico mediano.
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1.5.1.2. Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccién es basado en dos etapas, la acilacion y desacilacion del
residuo de Serl105 e involucra dos intermediarios tetraédricos (Figura 4). El primer
intermediario tetraédrico es el resultado de un ataque nucleofilico del acetato de
vinilo sobre la Serl05 originando el complejo acil-enzima. Este intermediario
tetraédrico se estabiliza por medio de la formacion de puentes de hidrégeno con los
residuos del hueco oxianionico. En esta primera parte de la reaccién se obtiene la
enzima acilada. El segundo intermediario tetraédrico se deriva del ataque
nucleofilico del (R,S)-atenolol sobre el acil-enzima permitiendo la liberacion del
producto éster, (R,S)-O-acetil-atenolol, y de la enzima libre (CalB), este segundo
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intermediario tetraédrico, también es estabilizado por la formacion de puentes de
hidrogeno con los residuos del hueco oxianiénico > & 9,

Figura 4. Mecanismo de reaccion catalitico de la lipasa B de Candida antarctica.
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1.6. Complejos de Michaelis (MCCs)

La primera etapa de las reacciones catalizadas por enzimas es la formacion de un
complejo entre el sustrato y el sitio activo de la enzima 25 27, Este complejo recibe
el nombre de complejo enzima-sustrato o complejo de Michaelis. Los complejos de
Michaelis se pueden considerar como una etapa de la reaccion en la que el sustrato
es estabilizado por puentes de hidrogeno 22. La ecuacion general para la formacion
de complejos enzima-sustrato es:

R
E+S = ES 5E+P
ko1



Doénde: (E) enzima, (S) sustrato y (ES) complejo enzima-sustrato y (P) producto, Ka:
constante de velocidad de formacion, k-1: constante de disociacion del complejo
enzima-sustrato y ko: constante de la velocidad de conversién de laE a P 25,

En el paso de desacilacion de una reaccion catalizada por lipasas, es que tienen
lugar la formacion de los MCCs. Estos son formados entre la AcCalB y el (R,S)-
atenolol como se muestra en la Figura 5. Las distancias mostradas en rojo (a-f) son
las distancias interatdbmicas mas importantes para el proceso catalitico. Se muestran
en lineas punteadas porque son los nuevos enlaces que se forman al formarse el
MCCs y continuar la reaccion.

Figura 5. Formacion de los complejos de Michaelis entre CalB y el (R,S)-atenolol
durante el proceso catalitico de la reaccion.
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1.7. Acoplamiento molecular (Molecular Docking)

El acoplamiento molecular es un procedimiento computacional que intenta predecir
de manera eficiente la union no covalente de macromoléculas o, con mayor
frecuencia, de una macromolécula (receptor) y una molécula pequefia (ligando),
comenzando con sus estructuras no enlazadas, estructuras obtenidas a partir de
simulaciones de dinamica molecular o modelado por homologia. El objetivo es
predecir las conformaciones de enlace y la afinidad de enlace 2 2%, El acoplamiento
molecular combina algoritmos de busqueda y funciones de puntuacion para la
busqueda de los complejos formados entre la proteina y el ligando. La idea del
acoplamiento es generar un conjunto de conformaciones (MCCs) y clasificarlas de
acuerdo a su estabilidad. El procedimiento en general es: generar una pose (cada
pose es una posicién, estructura y orientacion del ligando en el sitio activo),
puntuarla y compararla con las demas poses de modo que es aceptada o rechazada
de acuerdo a la puntuacién que obtenga 30 31,

29



La mayoria de algoritmos de busqueda, empleados en el acoplamiento molecular,
son capaces de generar un gran niumero de estructuras posibles (MCCs) y requieren
de un medio (una funcién de puntuacién) para puntuar cada estructura y asi
identificar las de mayor interés. Un problema con el acoplamiento molecular implica
muchos grados de libertad: hay seis grados de libertad traslacional y rotacional por
cada molécula, y han sido desarrollados varios algoritmos para abordar este
problema. Los algoritmos sencillos tratan la proteina y el ligando como cuerpos
rigidos y exploran solo los seis grados de libertad traslacional y rotacional 3% 32,

El acoplamiento molecular ideal deberia permitir al ligando y la proteina ser tratados
como cuerpos flexibles. Una forma para incorporar la flexibilidad del sitio de unién
es por medio de una simulacion de dindmica molecular del complejo receptor-
ligando, pero estos métodos solo son Utiles para refinar las estructuras mediante
otros métodos de acoplamiento. Otra forma de incorporar la flexibilidad de la
proteina (al menos algunas cadenas laterales de los aminoacidos) pero esos
métodos toman mas tiempo que hacer el acomplamiento con la proteina en forma
rigida 3.

Los programas de acoplamiento molecular generalmente utilizan una funcién de
puntuacion que puede ser vista como un intento de aproximar los potenciales
quimicos estandar del sistema '2. Existen varios programas de acoplamiento
molecular entre los cuales se pueden mencionar: DOCK, SYBYL, AutoDock,
AutoDock Vinay GRAMM 1'%, Dos paguetes computacionales con software libre son
AutoDock y AutoDock Vina 12 33,

1.7.1. AutoDock4

AutoDock combina un campo de fuerza empirico de energia libre con un algortimo
genético Lamarckiano para proveer una prediccion de las conformaciones de enlace
(MCCs) con sus energias libres de unién 343, Se han ido desarrollando varias
versiones gue han incluido mejoras en el programa.

AutoDock4 utiliza algoritmos genéticos para buscar los MCCs y los resultados del
acoplamiento se dan como estimaciones de la variacion de energia libre tras la
unién del ligando al receptor y como una prediccién de conformacion tridimensional
de un complejo ligando-receptor. AutoDock4 requiere mayor tiempo de calculo que
otros programas de acoplamiento molecular °.
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Para realizar la busqueda en el espacio conformacional disponible de un ligando en
una enzima, AutoDock usa un método basado en rejillas(grids) para facilitar la
evaluacion de la energia libre de enlace de las conformaciones de prueba 2. Estas
rejillas contienen el espacio de basqueda en el sitio activo calculando la energia de
enlace entre la proteina y un atomo sonda, ver Figura 6. Este valor es guardado en
unas tablas que contienen el resultado de la puntuacién de cada nodo de la rejilla.
Las rejillas son calculadas para cada tipo de atomo del ligando 3 35,

Figura 6. Explicacion del uso de mapa de rejillas.

espaciado { it

|

|_— region de interés

vidE de la proteina

sonda atémica

Tomado de referencia 30.

El método de busqueda de AutoDock4.2 es por medio de un algoritmo genético
Lamarckiano 24, el cual crea una poblacién de conformaciones de prueba y en las
siguientes generaciones esas conformaciones individuales mutan, cambiando sus
pardmetros conformacionales y compitiendo entre ellos de modo que al final se
seleccionan los individuos con las energias libre de enlace mas bajas. Este
algoritmo permite que con una estructura ya encontrada se busquen otras
conformaciones cercanas a esta estructura de una forma local pero de manera
aleatoria y de ese modo la informacion pasa a las generaciones de conformaciones
siguientes hasta encontrar su minimo local 3°.

AutoDock4 utiliza un campo de fuerza semiempirico de energia libre para predecir
la energia libre de unién entre moléculas pequeiias y macromoléculas. El campo de
fuerza se basa en un modelo termodinamico que permite la incorporacion de
energias intramoleculares en la prediccion de la energia libre de enlace. Esto se
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realiza mediante la evaluacién de la energia para los estados enlazados y no
enlazados. También incorpora un meétodo de desolvatacion que incluye términos
para todos los tipos de atomos. El campo de fuerza fue calibrado con un conjunto
de 188 complejos proteinas-ligando de estructura y energia de enlace conocida
mostrando un error estandar de 2-3 kcal/mol en la prediccion de la energia libre de
unién 35 36,

AutoDock4 permite el modelado flexible de secciones especificas de la proteina asi
como el ligando es tratado de una forma flexible en el acoplamiento. Los usuarios
seleccionan cadenas laterales especificas y durante el acoplamiento, estas cadenas
son tratadas explicitamente permitiendo la rotacion alrededor de los enlaces
utilizando el mismo método para explorar el espacio conformacional del ligando
flexible 3°, el resto de la proteina se sigue considerando de forma rigida ¥’.

Las conformaciones (MCCs) encontradas con el programa AutoDock4.2 se agrupan
de acuerdo a un criterio de semejanza (RMSD), es decir, de acuerdo a la orientacion
del ligando en el sitio activo (pose) y a la energia libre de unién de cada uno. Cada
cluster presenta su conformacién mas estable que no siempre es la que cumple
todos los criterios requeridos para continuar con la reaccién 3338 39,

1.7.2. AutoDock Vina

Vina es un programa para acoplamiento molecular, disefiado para ser compatible
con los formatos de archivo de AutoDock4. Vina utiliza un algoritmo de busqueda
iterado diferente con un método de optimizacion de su funcién de puntuacion
basada en el gradiente de la misma, en su procedimiento de optimizacion local °.

Vina usa un método de optimizacion de la funcién de puntuacion empirica basado
en la derivada de las coordenadas espaciales de los atomos en su procedimiento
de optimizacion para localizar un minimo, el calculo del gradiente da al algoritmo de
optimizacién un sentido de direccion a partir de una evaluacién individual. Vina
puede acelerar el acoplamiento molecular mediante el aprovechamiento de
multiples CPUs o nlcleos 12 4%,

Vina realiza una busqueda aleatoria del espacio conformacional, optimiza la
estructura encontrada con el gradiente de la funcién de puntuacion y encuentra sus
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minimos locales. Vina utiliza un algoritmo de busqueda de Monte Carlo para el
acoplamiento proteina-ligando. En cada iteracion, la conformacién interna del
ligando es cambiada (debido a la rotacion de un enlace o a que el ligando es
aleatoriamente trasladado o rotado en el sitio activo) generarando una nueva
configuracion. La nueva configuracion es aceptada si su energia libre de enlace es
menor que la de su predecesor y por medio de enfriamiento simulado (simmulated
annealing) se busca la conformacién de mas baja energia 4% 43,

1.7.3. Similitudes y diferencias entre AutoDock4 y Vina

Vina fue disefiado para ser compatible con el formato de archivos de entrada para
AutoDock4. Tanto Vina como AutoDock4 requieren una especificacion del espacio
de busqueda en el que se va a realizar el acoplamiento. AutoDock4 requiere
escoger manualmente el tipo de atomos para el mapa de red calculando los archivos
con AutoGrid, elegir los pardmetros de busqueda y la agrupacién de los resultados
después del acoplamiento. Vina por el contrario calcula su propio mapa de red
rapida y automaticamente, agrupa y clasifica los resultados sin exponer al usuario
los detalles intermediarios *2.

Para comparar la exactitud de las predicciones de las estructuras experimentales
se usO una medida de distancia entre las estructuras experimentales y predichas
tomando en cuenta la simetria. Teniendo un conjunto de 199 complejos proteina-
ligando de los que se conoce su estructura cristalografica y tienen un nimero de
enlaces rotables entre 0 y 32 se realiz6 un acoplamiento molecular con los
programas AutoDock4.0.1 y Vina. Las predicciones de las estructuras son
mejoradas con Vina. Esto se puede observar al calcular la desviacion cuadratica
m;dia (RMSD) con respecto a los complejos reportados, el valor del RMSD es de
2

Para dos estructuras a y b de una molécula idéntica, el RMSD se define como

RMSD,;, = max(RMSD', ,RMSD’ ;)

1
RMSD',, = NZ--min T2
ij
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La sumatoria es sobre todos los atomos pesados N de la estructura a, el minimo es
sobre todos los atomos en la estructura b con el mismo tipo de atomo i en la
estructura a.

En la Figura 7 se muestra la grafica de los valores de RMSD para AutoDock4 como
para Vina para los diferentes complejos con diferente nimero de enlaces rotables
en la molécula, el corte de RMSD de 2A es usado frecuentemente como un criterio
de la prediccion correcta de enlaces en la estructura. De ese modo y utilizando el
mismo valor de RMSD como criterio de seleccion, se puede observar que a medida
que se encuentran presentes mas enlaces rotables en el ligando, AutoDock predice
con mas dificultad las estructuras con respecto a Vina *2.

En la Figura 8 se muestra el resumen de las fracciones de prediccion de las
estructuras para AutoDock4 y Vina, esta fraccidbn es mayor con el programa Vina
cuando el RMSD es menor a 2A en comparacion con AutoDock, lo cual quiere decir
que las predicciones de las estructuras con Vina son mejores que con AutoDock 12,

AutoDock Vina muestra una mejora de aproximadamente dos 6rdenes de magnitud
en velocidad y simultdneamente una mejora significativa de la precision de los
modos de prediccion de enlace sobre AutoDock4. Ademas el algoritmo de busqueda
de Vina es iterado y realiza una optimizaciéon de la funcién de puntuacién basada en
el gradiente de la misma que AutoDock no utiliza 1% 33,
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Figura 7. Grafica con el valor de RMSD para las conformaciones de enlace del
ligando predichas dependiendo de la cantidad de enlaces rotables presentes en la

molécula. AutoDock4 (+ rojas) y Vina (x verdes).

12

10|

RMSD
L=2]

+

*a

|+'+
i*-_

+
i

-:-i.i.’

Y

i L2

L
% "

g

10

15

20 25 30

Active Rotatable Bonds

Tomado de la referencia 12.

Figura 8. Resumen de las fracciones de prediccion de los complejos con RMSD <
2A para AutoDock4 y Vina.
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Otro estudio realizado para AutoDock y Vina, fue comparar los dos programas en el
contexto de virtual screening usando el acoplamiento para seleccionar compuestos
activos en contra de la proteasa del VIH. El acoplamiento se utilizé para clasificar
los compuestos de dos bibliotecas quimicas que contienen ligandos
experimentalmente verificados a la proteasa del VIH 33,

Durante el estudio, se encontré que los resultados del acoplamiento con AutoDock4
son procesados en un analisis de clusteres, y se escogen como representativas las
conformaciones de menor energia mientras que Vina selecciona solamente las
conformaciones con mas baja energia sin proveer el analisis de clusteres. El método
de busqueda local de AutoDock4 emplea pequefios pasos aleatorios mientras
busca las conformaciones més favorables, no calcula ningun gradiente mientras que
Vina calcula derivadas para generar un gradiente realizando su optimizacion 32,

La conclusion a la que se lleg6 al terminar el estudio, es que ambos programas son
capaces de proveer predicciones Utiles cuando se modelan compuestos con un
pequefio nimero de enlaces rotables. Cuando AutoDock tiene méas de 8-10 enlaces
rotables en una molécula se empiezan a ver problemas en la reproduccion de los
resultados del acoplamiento mientras que Vina puede reproducir resultados de
acoplamiento de moléculas de hasta 20 enlaces rotables 33 34 4445,

1.8. Funciones de puntuacion

Una funcion de puntuacion es una funcion que estima la energia de enlace entre el
ligando y la proteina para clasificar los resultados del acoplamiento molecular de
acuerdo con las energias libre de unién de los diferentes ligandos “6. La funcién de
puntuacién deberia permitir la distincién entre las conformaciones aceptadas y
todas las demas conformaciones alternativas que fueron exploradas 2.

Se emplean en acoplamiento molecular como una forma eficiente de discriminar
entre las orientaciones del ligando dentro del sitio activo de la proteina. Un problema
importante en el acoplamiento molecular es el desarrollo de una funcion de
puntuacion que pueda describir la interaccion entre la proteina y el ligando de
manera rapida y precisa 1 32,
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Algunos términos que permiten a las funciones de puntuacién calcular la energia
libre de enlace son: interacciones de van der Waals, interacciones electrostaticas,
puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y algunas incluyen los efectos de
solvatacion 3246,

1.8.1. Funcion de puntuacién de AutoDock4.2

AutoDock4.2 utiliza un campo de fuerza semiempirico en su funcién de puntuacion.
El campo de fuerza evalla la dinamica de la interaccion en dos pasos (Figura 9): El
ligando y la proteina comienzan en una conformacion no enlazada. En el primer
paso, se evalla la energia intramolecular de la transicion del estado no enlazado a
la conformacién que adoptaran el ligando y la proteina en el complejo enlazado. El
segundo paso se evalla la energia intermolecular de combinar el ligando y la
proteina en su conformacién enlazada 364,

Figura 9. Explicacion de la evaluacion de las interacciones del campo de fuerza en
AutoDock4.2.
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intramolecular del intramolecular del
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intermolecular no
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Conformacion

intramolecular
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Conformacion intramolecular
de la proteina enlazada

Tomada de referencia 36 con modificaciones hechas por la autora.
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El campo de fuerza incluye la evaluacion de seis parejas de términos (V) y una
estimacion de la entropia conformacional perdida en la unién (ASconf)

AG = ( bound -V nbound) + (Vbound Vin_b%und
+ (Vbound Vunbound + ASconf)

Donde: L ligando y P proteina en el complejo proteina-ligando. Los primeros dos
términos de la ecuacidn son la energia intramolecular del ligando y la proteina en
su estado enlazado y no enlazado, el ultimo término es el cambio en la energia
intermolecular entre los estados enlazado y no enlazado 3.

La evaluacion de la funcién de puntuacion incluye los siguientes términos 34 36. 47

_ Dy qi9;
V= Wvdw Z U + thound z E(t) Welec z -
€ (le)rlj

+ Wsol Z(Siv} + SjVi) e(—rl-]-/ZJ ) + WtorNtor

- Dos potenciales de Lennard-Jones para la energia de las interacciones de
Van der Waals y los enlaces de puentes de hidrogeno. El término de punte
de hidrégeno tiene una direccionalidad debida al factor E(t) que es funcion
del angulo t.

- Un potencial de Coulomb para evaluar las interacciones electrostaticas.

- Un potencial de desolvatacion basado en el volumen (V) de los atomos
alrededor de un atomo dado, con pardmetros de solvatacion (S) y un término
exponencial basado en la distancia.

- Por dultimo, un término para los efectos entrépicos que es directamente
proporcional al nUmero de enlaces rotables en el molécula.

Todos los pesos de las constantes W son los que se optimizaron para la calibracién

de la energia libre de unibn de un conjunto experimental de complejos
caracterizados.
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1.8.2. Funcion de puntuacién de Vina

La forma general de la funcién de puntuacion de con la que Vina esta disefiada para

trabajar es:
c= thitj(rij)

i<j

donde la sumatoria es sobre todos los pares de atomos que pueden moverse entre
si, excluyéndose las interacciones 1-4. Cada &tomo i esta asignado a un tipo ti y se
define un conjunto de funciones de interacciones fii; de una distancia interatomica
rij. Este valor puede ser visto como la suma de las contribuciones intermoleculares
e intramoleculares:

C = Cinter T Cintra

El algoritmo de optimizacién (blusqueda) de Vina intenta encontrar el minimo global
de c y otras conformaciones de baja puntuacion que han sido clasificadas. La
energia libre de unién es calculada de la parte intramolecular de las conformaciones
con mas baja puntuacion:

S1 = g(cl - Cintral) = g(cinterl)

donde g es una funcion independiente de la conformacién que tiene en cuenta los
enlaces de la molécula que rotan. En el archivo de salida del programa, otras
conformaciones de baja energia dan sus valores s pero se tiene en cuenta €l Cintra
como el mejor modo de unién:

s; = 9(¢i — Cintra1)

Las funciones de interaccion fi; son definidas de acuerdo a la distancia interatomica:
frit; (1) = hey,(dyj)

dij = 1ij — Ry, — Ry,
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donde R: es el radio de van der Waals del tipo de atomo t. En la funcion de
puntuacion htiji es una suma de los pesos de las interacciones estéricas, las
interacciones hidrofébicas para los atomos hidrofobicos y donde se aplique, los
puentes de hidrogeno. Los terminos estéricos son:

gauss;(d) = e~ (a/054)"

gauss,(d) = e~ ((a-34)/28)°

sid<0

2
repulsion(d) = [Cé sid > 0

Los términos hidrofébicos son iguales a 1 cuando d < 0,5A; 0 cuando d > 1,5A y se
interpola linealmente entre esos valores. Los términos de puente de hidrégeno son
iguales a 1 cuando d < -0,7A; 0 cuando d > 0, y se interpola linealmente entre estos
valores. Todas las funciones de interaccion ftitjtienen un cut off en rj = 8A.

La funcion de conformacion independiente g fue escogida como:

Cinter

9(Cinter) = HT]Vrot

donde Nrot €s el nimero de enlaces rotables entre los &tomos pesados en el
ligando, y w es el peso asociado.
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2. METODOLOGIA

2.1. Preparacién de la estructura de CalB acetilada (AcCalB).

Las coordenadas iniciales de CalB se tomaron de la estructura cristalina con cédigo
1TCA en el Protein Data Bank. Esta estructura contiene dos unidades de N-acetil-
glucosamina (NAG) las cuales fueron removidas debido a que estan ubicadas lejos
del sitio activo y no afectan la selectividad de la enzima & 48.

Se utiliz6 el programa PDB2PQR #° para afiadir los &tomos de hidrégeno ausentes
en la estructura cristalina, y el programa PROPKA %% 51 para generar los estados de
protonacion de las cadenas laterales de los aminoacidos. Con base en este
procedimiento, todos los amino&cidos polares y los potencialmente cargados fueron
usados en su forma ionizada, excepto el Asp134 que fue protonado & 4.

Después de la protonacién de la estructura de CalB, el grupo OH del residuo Ser105
se reemplazé por el grupo acetato (complejo acilenzima: AcCalB). El oxigeno del
grupo acetato se orienté de tres formas diferentes, de forma que se garantizo la
formacion de los puentes de hidrogeno con los residuos del hueco oxianiénico
imitando la orientacion del oxianion en el segundo intermediario tetraédrico. Las tres
estructuras para AcCalB fueron llamadas Ace01, Ace02 y Ace03 de acuerdo a su
orden de creacion & 48,

Estas tres estructuras se utilizaron como las estructuras iniciales para una primera
serie de simulaciones de MD (Molecular Dynamics) con tolueno explicito como
solvente y con tiempo de simulaciéon de 2ns 8. Se utiliz6 el campo de fuerza
CHARMM22 52-54 | os parametros del campo de fuerza CHARMM para la nueva
serina (serina acetilada SEA) se adaptaron de la serina y del grupo metil & 48 (Ver
Apéndice A).

De acuerdo a la informacién obtenida después de la simulacion de MD, las tres
estructuras para AcCalB se mantuvieron estables durante la dindAmica y conservaron
estable la triada catalitica después de la simulacién MD “8. Con base en lo anterior,
se decidio utilizarlas como la enzima para el acoplamiento molecular 8. Los puentes
de hidrégeno necesarios para que la reaccion se lleve a cabo se muestran en la
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Figura 10 y estan sefalados en color rojo.

Figura 10. Puentes de hidégeno a, d, e y f (color rojo) necesarios para que la
reaccion de acilacidn catalizada por CalB se lleve a cabo.
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2.2. Formacién de los complejos de Michaelis entre AcCalB y el (R,S)-
atenolol

Se realiz6 el acoplamiento molecular no covalente para simular los complejos de
Michaelis usando el programa AutoDock4.2 %°. Se utiliz6 un enfoque rigido para la
AcCalB y flexible para los enantiomeros del atenolol que se acoplan en el sitio activo
por medio de interacciones no covalentes.

Se utilizaron los tamafios de caja, de 22x22x22A y de 24x24x24A, centrada en la
triada catalitica de CalB (Ca de la Ser105), (Figura 11). Esto con el fin de variar el
espacio de bulsqueda conformacional 4. Se utilizé el algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) y en las simulaciones se evaluaron 2000 conformaciones
diferentes (parametro ga run). Los demas parametros utilizados fueron los
parametros por defecto del programa AutoDock4.2.
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Figura 11. Dimensiones del tamafio de caja utilizados en el acoplamiento con las
conformaciones de AcCalB, Ace0Ol y Ace03. La de la izquierda fue la utilizada con
la conformacién AceOl y a la derecha con la conformacion Ace03.

2.3. Seleccién de los MCCs

Los MCCs se seleccionaron con base en su energia libre de unién, en criterios
geométricos y valores de RMSD > 0,5A. Los criterios geométricos tenidos en cuenta
se muestran en la Figura 12. Estos son la longitud del puente de hidrégeno entre el
H del grupo hidroxilo del atenolol y el &tomo His224:N¢ (distancia -b-) y la distancia
entre el O del grupo hidroxilo del atenolol con el atomo SEA:C de la serina catalitica
(distancia -c-) y los puentes de hidroégeno entre el &tomo de oxigeno, Ok, de la acil-
serina y el hueco oxianiénico. Las distancias b y ¢ deben tener un valor < 4A 8 55.
%6, Y deben estar presentes al menos dos de los tres puentes de hidrégeno (d, e y
f) que se forman con el hueco oxianiénico entre el O del grupo acetato de la Seal05
y los residuos aminoacidicos Thr40 y Glu106.
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Figura 12. Puentes de hidrégeno (color rojo a, b, c, d, e y f) formados en los MCCs
entre acCalB y el (R,S)-propranolol.
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Otro criterio utilizado después de analizar las distancias b y ¢ < 4A, fue comparar
las estructuras de las poses (MCCs) del sustrato con un RMSD entre 0A a 0,5A
siendo agrupadas de esta forma y se escogié una pose representativa de cada
grupo. Los MCCs seleccionados se etiguetaron con AD (obtenidos con
AutoDock4.2) y OR- u OS- para el enantidmero R o S del atenolol. Para diferenciar
los MCCs seleccionados se les asigndé un numero. Los MCCs seleccionados son
ADOR1-ADOR18 y ADOS1-ADOS20. En el Apéndice B se presentan las tablas con
los valores de las distancias b y ¢ para cada uno de los MCCs seleccionados.

2.4. Andlisis de los MCCs entre AcCalB y el (R,S)-atenolol

Se analizo la poblacion y la energia libre de enlace de los MCCs. Se analizaron las
interacciones no covalentes en los MCCs. Los MMCs encontrados fueron
agrupados de acuerdo a la orientacion, en el sitio activo de CalB, del grupo
feniletanamida del atenolol. Se encontraron dos modos de unibn como se muestra
en la Figura 13: modo de union | y modo de union 1l. En el modo de union | la cadena
feniletanamida del (R,S)-atenolol se ubica en el bolsillo hidrofébico grande, mientras
que su cadena isopropilamino se ubica en el bolsillo hidrofébico mediano del sitio
activo. En el modo de union Il la cadena feniletanamida del (R,S)-atenolol se ubica
en el bolsillo hidrofébico mediano y la cadena isopropilamino en el bolsillo
hidrofébico grande &.

44



Figura 13. Modos de unién del (R,S)-atenolol en el sitio activo de CalB. La imagen
de la izquierda muestra el modo de union | y la imagen de la derecha el modo de

union Il.

Los MCCs entre AcCalB y el (R,S)-atenolol obtenidos con el programa AutoDock4.2
fueron comparados con los MCCs obtenidos con el programa Vina!4. Se tuvo en
cuenta los valores de energia libre de afinidad y la ubicacion del sustrato en el sitio

activo de la enzima.
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3. RESULTADOS

3.1. Conformaciones de AcCalB seleccionadas

Se obtuvieron MCCs entre AcCalB y el (R,S)-atenolol con las confomaciones AceO1l
y Ace03 considerando tanto la enzima como el sustrato como cuerpos rigidos. Con
la conformacion Ace02 de la AcCalB no se obtuvieron MCCs debido a impedimentos
estéricos por la posicion del grupo acilo en el residuo de Serl05 y a que las
conformaciones del sustrato en el sitio activo solo formaron dos puentes de
hidrégeno con el hueco oxianiénico #8. La superposicion de las conformaciones
Ace01, Ace02 y Ace03 y de los residuos aminoacidicos involucrados en la reaccion
se observa en la Figura 14. La Figura 15 da una idea mas clara de los atomos
involucrados en la formacioén de los puentes de hidrégeno en los MCCs. Los puentes
de hidrégeno importantes en el proceso catalitico de CalB se muestran en la Tabla
1. Estos corresponden a las distancias de los puentes de hidrégeno formados para
cada una de las conformaciones Ace01, Ace02 y Ace03.

Figura 14. Superposicion de las conformaciones AcCalB. AcCalB representada en
su estructura secundaria. Los residuos de la triada catalitica y el hueco oxianionico
en representacion licorice y para las conformaciones AceO1 en azul, Ace02 en rojo
y Ace03 en verde.
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Figura 15. Atomos de los residuos aminoacidicos (de la triada catalitica y el hueco
oxianionico) involucrados en la formacién de los puentes de hidrégeno para llevarse
a cabo la reaccion catalitica para las conformaciones Ace01 en azul, Ace02 en rojo

y Ace03 en verde.

ASP187:0D,

Tabla 1. Valores de las distancias (A) de los puentes de hidrogeno en las
conformaciones de  Ace0l, Ace02 y Ace03. La distancia a
(Asp187:0D2---Hsd224:HD1), la distancia d (Seal05:0E---GIn106:HN), la
distancia e (Seal05:0E:--Thr40:HG1) y la distancia f (Seal05:0E:--Thr40:HN).

Conformaciones de AcCalB

Distancia =261 Ace02 Ace03
a 1,943 1.935 1,918
d 2,391 1,850 2,065
e 1,684 3,284 1,894
f 1,963 1,681 2,044

3.2. MCCs entre la AcCalB y el (R,S)-atenolol

En la Tabla 2 se muestra la poblacion total de las conformaciones obtenidas
(Poblacion simulada) y los MCCs obtenidos en cada una de las simulaciones de
acoplamiento aplicando los criterios de seleccion de los MCCs (distancias by ¢ <

4A y un RMSD entre 0 a 0,5A).
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Tabla 2. MCCs entre las conformaciones Ace0l1 y Ace03 de AcCalB y el (R,S)-
atenolol obtenidos segun los criterios de seleccion. Entre paréntesis se indica el
modo de unién del sustrato.

Poblacion de los MCCS

%gr;];o;\rzgglcg\ Sustrato Z?r?llt?l(zg; Por 3 Por sustrato Por RMSD
conformacion  (modo) (modo)
Ace0L (R)-atenolol 2000 16 16 (1) 10 (1)
(S)-atenolol 2000 7 43N  4()3(ID)
Ace03 (R)-atenolol 2000 9 7(2H 6(@M2(Nn
(S)-atenolol 2000 30 6 (D24 (1) 49

Analizando el primer criterio de seleccion, se obtuvo el mayor numero de MCCs (24)
entre la conformacion Ace03 y el isomero S-atenolol en el modo de unién Il. Con el
R-atenolol y la conformacién AceO1 el mayor niumero de MCCs se obtuvieron para
el modo de unién 1 (16). Al aplicar adicionalmente el criterio de seleccion RMSD
(entre 0 a 0,5A) se reduce la cantidad de MCCs seleccionados. Sin embargo, se
observa la misma tendencia en los MCCs entre el R-Atenolol y la conformacion de
AcCalB, Ace0l1 que entre el S-atenolol y la conformacion de AcCalB, Ace03. Al
utilizar el criterio de RMSD se hace mas facil el analisis de los MCCs porque se
descartan algunos MCCs que son estructuralmente muy similares entre ellos.

En la Tabla 3 se muestran solamente los MCCs seleccionados de acuerdo a los
criterios de distancias interatobmicas y RMSD. Se puede decir que con el criterio de
las distancias b y ¢ < 4A favorece la formacién de MCCs con el R-atenolol y la
conformaciéon Ace01; y con S-atenolol y la conformacion Ace03. Al aplicar el criterio
de RMSD la tendencia en el nimero de MCCs se mantiene, mas MCCs para el R-
atenolol con la conformacién AcCalB, Ace0l y para el S-atenolol con la
conformacién AcCalB, Ace03. Pero debido a que la diferencia en el nimero de
MCCs es baja, 3 MCCs mas para la conformacion AcCalB, Ace03 con el S-atenolol,
no es posible evaluar la enantioselectividad de la reaccion solo con los MCCs ya
que es necesario estudiar los intermediarios tetraédricos de la reaccion para la
acilacion del atenolol y asi saber si se lleva a cabo la reaccion.
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Tabla 3. Poblacion de MCCs para cada criterio de seleccion (distancias b y ¢ < 4A
y RMSD entre 0A a 0,5A) para las conformaciones Ace01 y Ace03. En paréntesis
se muestra el modo de union del sustrato.

Conformacién de la Sustrato Poblacién de los MCCs
AcCalB Distancia b y ¢ < 4A RMSD
(R)-atenolol 16 (1) 10 (1)
Ace0l (S)-atenolol 40y 3(n 40) 3()
(R)-atenolol 7 2 6(1) 2
Ace03 (S)-atenolol 6() 24 (1) 4) 9

En la Grafica 1 se puede observar la poblacion de MCCs obtenida con cada
conformaciéon de AcCalB para el (R,S)-atenolol teniendo en cuenta el criterio de
seleccién de las distancias b y ¢ < 4A. Para el R-atenolol hay mayor nimero de
MCCs para AcCalB, Ace01l y para el S-atenolol hay mayor poblacion de MCCs para
AcCalB, Ace03.

Gréfica 1. Poblacién de los MCCs para las conformaciones Ace0l1l y Ace03 de
AcCalB con el criterio de distancias b y ¢ < 4A. La poblacion del enantiomero R se
muestra en color azul y del enantiomero S en color morado.
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En la Tabla 4 se muestra los promedios de los valores de energia libre de union de
los MCCs con las diferentes conformaciones de AcCalB (Ace01 y Ace03) utilizadas
con los enantidmeros del atenolol. En el Apéndice B se encuentran las tablas con
los MCCsy sus valores de energia libre de union. En la Grafica 2 se ve la explicaciéon
gréfica de la Tabla 4 del promedio de los valores de energia libre de union para los
MCCs para cada conformacion de AcCalB y para el (R,S)-atenolol.

Tabla 4. Promedio y desviacion estandar de los valores de la energia libre de union
(kcal/mol) para los MCCs obtenidos con las diferentes conformaciones de AcCalB y
el (R,S)-atenolol.

Conformacion de AcCalB

Sustrato Ace01 Ace03
(R)-atenolol -4,2+0,2 -42+0,5
(S)-atenolol -34+0,6 -42+0,6

Grafica 2. Promedio de la energia libre de unién para la poblacién de los MCCs
simulados con las diferentes conformaciones de AcCalB (Ace0Ol1 y Ace03). La
poblacion del enantiomero R se muestra en color azul y del enantidmero S en color
morado.
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De acuerdo a la Gréfica 2, se observa que la conformacion Ace03 tiene los mismos
valores de la energia libre de unién para los MCCs del (R,S)-atenolol, y tanto para
el R-, como para el S-atenolol se tiene el mismo valor promedio (-4,2 kcal/mol).
Comparando los valores de energia libre de union para las conformaciones de
AcCalB, Ace0l y Ace03, se puede observar que el (R)-atenolol mantiene el mismo
promedio de energia en comparacion del (S)-atenolol que con la conformacion
Ace03 tiene valores de energia libre de unidén ligeramente mayores que los
obtenidos con la conformacion AceO1.

3.3. Interacciones de contacto cercano y puentes de hidrégeno de los MCCs
entre AcCalB y el (R,S)-atenolol.

Las interacciones de contacto cercano y los puentes de hidrogeno formados en los
MCCs se analizaron con el programa AutoDockTools 34 Entre los residuos
aminodcidicos con los que el sustrato presenta mayor contacto se encuentran
Thr40, Seal05, His224, Glul88, I1le189, Leu278, Ala282, lle 285 entre otros. Todos
los MCCs presentan interaccion de tipo de contacto cercano con el residuo 11e189,
inclusive en algunos MCCs se forma un puente de hidrégeno con este residuo. Hay
indicios que este residuo ayuda a la estabilizacion del sustrato en el sitio activo!3,
En la Figura 16, se muestra una imagen del (R,S)-atenolol con los atomos
namerados para poder entender mejor cuéles atomos del (R,S)-atenolol se
encuentran involucrados en los puentes de hidrégeno.

Figura 16. Atomos del (R,S)-atenolol numerados para ver los atomos involucrados
en los puentes de hidrégeno formados.
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Entre los puentes de hidrogeno formados para ayudar a la estabilizacion del (R,S)-
atenolol en el sitio activo se encuentran en varios MCCs un puente de hidrégeno
entre el H7 del grupo amido de la parte feniletanamida del atenolol y el O del residuo
lle189 (11e189:0--H7:Sub-N1:Sub). Este puente de hidrégeno se presenta en los
MCCs del (R,S)-atenolol con cualquiera de las dos conformaciones de la enzima
pero que se encuentran en modo de unién I. Otro puente de hidrogeno que se
presenta es entre el otro hidrogeno del grupo amido (Hs) y el residuo Glul88
(Glu188--H8:Sub-N1:Sub). En la Figura 17 se muestran los enlaces de puente de
hidrogeno descritos anteriormente. Las distancias de los puentes de hidrogeno
encontrados es de 2,115y 2,201 A para el puente de hidrogeno de Glu188--H8:Sub-
N1-Suby lle189:0--H7:Sub-N1:Sub respectivamente, estas distancias estan dentro
de las aceptadas para enlaces de puente de hidrégeno.

Figura 17. Ejemplo de las interacciones de contacto cercano (mostradas en esferas
color gris) y los puentes de hidrogeno (izquierda y de color verde) formados en
algunos de los MCCs entre el grupo amida del (R,S)-atenolol y los residuos Glu188
e 11e189.
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Otro de los puentes de hidrogeno que pueden ser observados, es el formado entre
el Ne de la His224 y el H del grupo hidroxilo del atenolol (Hsd224:Ng2--H22:Sub-
03:Sub). Este puente de hidrégeno se presenta en los MCCs del (R,S)-atenolol con
cualquiera de las dos conformaciones de la enzima y en cualquiera de los dos
modos de unién. Se ejemplifica en la Figura 18 y presenta una distancia de 2,1A.
Otro de los puentes de hidrogeno que se observa es entre el Hia del grupo amino
de la parte isopropilamino del atenolol y el residuo de Ser105 (Seal05:0--H14:Sub-
N2:Sub) con una distancia de 2,048A. Estos puentes de hidrogeno pueden ser
observados en la Figura 18.

Otro puente de hidrégeno que se observa es el que se forma entre el Hs del grupo
amida de la parte feniletanamida del atenolol (Ala282:0--H8:Sub-N2:Sub) y el
residuo Ala282, este puente de hidrégeno se presenta en la Figura 18 y tiene una
distancia de 2,002A. Las distancias para estos tres puentes de hidrégeno se
encuentran dentro de las distancias aceptadas para puentes de hidrégeno. Los
MCCs que presentan este tipo de puentes de hidrégeno encuentran orientados en
modo de unién Il en el sitio activo tanto para la conformacion Ace01 como para
Ace03.

Figura 18. Ejemplo de las interacciones de contacto cercano (mostradas en esferas
de color gris) y los puentes de hidrégeno (izquierda y de color verde) formados en
algunos de los MCCs entre el grupo hidroxilo del (R,S)-atenolol y la Seal05, His224
y Ala282.
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3.4. Modos de union de los MCCs entre la AcCalB y el (R,S)-atenolol

En la Figura 19 se muestra ejemplos de los modos de unién del (R,S)-atenolol en el
sitio activo de CalB. En la Figura 19 se muestran las conformaciones con el valor de
energia libre de union mas negativo para las conformaciones de AcCalB, Ace0l y
Ace03, en los dos modos de unién en el sitio activo. El anillo feniletanamida se
encuentra ubicado hacia el bolsillo hidrofébico grande y la parte isopropilamina
hacia el bolsillo hidrofébico mediano (Modo de union 1) y el anillo feniletanamida se
encuentra ubicado hacia el bolsillo hidrofébico mediano y la parte isopropilamina
hacia el bolsillo hidrofébico grande (Modo de union Il). Para la conformacion Ace01
los MCCs solo se encuentran en el modo de union | como se muestra en ADOR3 y
ADOSS. Para la conformacion Ace03 los MCCs se encuentran en los dos modos de
unién: ADOR13 Y ADOS12 (modo de unién 1) Y ADOR16 Y ADOS10 (modo de
union II).

Figura 19. Ejemplos de los modos de unién de los MCCs obtenidos para el (R)-
atenolol (arriba) y para el (S)-atenolol (abajo) con las conformaciones de AcCalB,
Ace01 y Ace03.
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3.5. Comparacion entre los MCCs obtenidos con las confomaciones de
AcCalB en el acoplamiento con los programas AutoDock4.2 y Vina 14

3.5.1. Energia libre de unidon y poblacién obtenida

Con los dos programas de acoplamiento, AutoDock4.2 y Vina, solo se obtuvieron
MCCs para las conformaciones AceOl y Ace03 de la AcCalB. En la Tabla 5 se
presentan los promedios de los valores de energia libre de unidon para el
acoplamiento con AutoDock4.2 y Vina 4. En la Gréafica 3 se puede observar que el
valor del promedio de la energia libre de unién de los MCCs obtenidos para los dos
enantiomeros del atenolol con el programa Vina son mas negativos que los valores
obtenidos con el programa AutoDock4.2. Esto puede deberse a que ambos
programas trabajan con funciones de puntuacion diferente (descritas en la seccion
1.8) y tienen un procedimiento diferente para encontrar sus minimos locales. Otra
de las cosas a tener en cuenta, es que aunque se trabaja con el mismo sustrato
cada programa provee predicciones de conformaciones diferentes dependiendo de
la cantidad de enlaces que rotables presentes en la molécula, de acuerdo con esto
Vina acepta mas enlaces rotables en una molécula en comparaciéon con los que
AutoDock4.2 puede trabajar.

Tabla 5. Promedio y desviacion estandar de la energia libre de union para los MCCs
obtenidos con el programa AutoDock4.2 y Vina. Se muestra la poblacion de MCCs
obtenida que cumple con los criterios de seleccion en los dos programas. Los modos
de unién se indican entre paréntesis.

Promedio de la

Programa Sustrato energia libre de MCCs Modos de union
union (kcal/mol)
(R)-atenolol -42+04 18 16 (1) 2(1)
AUtoDOCKA.2 " o ool -3.8+ 0,6 20 () 12 (II)
Vina (R)-atenolol -52+0,2 20 1() 19D
(S)-atenolol -49+0,2 19 1() 18(l)
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Grafica 3. Promedio de la energia libre de unién para la poblacién de los MCCs
obtenidos con el programa AutoDock4.2 y Vina. La poblacion del enantiomero R se
muestra en color azul y del enantiomero S en color morado.
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Como se puede observar en la Gréfica 3, la diferencia en la energia libre de union
es solo de 1 a 1,1 kcal/mol entre los dos programas y con el R- y S-atenolol
respectivamente. También se puede observar una tendencia de que la energia libre
de unién es mas negativa para el (R)-atenolol que para el (S)-atenolol en ambos
programas.

En la Grafica 4 se observa la poblacion de los MCCs obtenidos con cada uno de los
programas para cada enantiomero del (R,S)-atenolol. Se puede observar por medio
de la gréfica que la cantidad de MCCs obtenidos después de analizar los criterios
de seleccion (distancia b y ¢ <4A y el valor de RMSD entre 0 a 0,5A) es
aproximadamente la misma, sin poder decir cual enantibmero se ve mas o menos
favorecido en la reaccion de acilacion.
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Grafica 4. Poblacion de los MCCs, que cumplen con los criterios de seleccion con
los programas de acoplamiento AutoDock4.2 y Vina. La poblacion del enantibmero
R se muestra en color azul y del enantiomero S en color morado.
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3.5.2. Interacciones de contacto cercano

Como se mencion6 anteriormente en la seccion 3.3, para todos los MCCs obtenidos
con el programa AutoDock4,2 se encontro interaccién de contacto cercano con el
residuo aminoacidico 11e189 y los mismo sucedi6é con los MCCs obtenidos con el
programa Vina, asi como también con residuos aminoacidicos como Ser 105, Glu
188, Leu278, Ala282 e lle 285. En los MCCs obtenidos con el programa Vina
también se encuentran algunos enlaces de hidrégeno como se puede ver en la
Figura 20. Los puentes de hidrégeno encontrados en los MCCs del programa Vina
son menos que los encontrados en los MCCs del programa AutoDock4.2. En la
Figura 16 se puede ver la numeracién de los atomos del (R,S)-atenolol.

Figura 20. Ejemplo de las interacciones de contacto cercano (mostradas en esferas
de color gris) y los puentes de hidrégeno (izquierda y de color verde) formados en
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algunos de los MCCs entre el grupo amida del (R,S)-atenolol y los residuos Glu188
e 11e189.

F"\ > Py

Como se puede observar en la Figura 20, se encuentran puentes de hidrégeno
formados entre el H7 del grupo amido de la parte feniletanamida del atenolol y el O
del residuo 1le189 (1le189:0--H7:Sub-N1:Sub) y entre el otro hidrogeno del grupo
amido (Hs) y el residuo Glul88 (Glul188:0-+H8:Sub-N1:Sub), las distancias de
dichos puentes de hidrogeno son de 2,226 y 2,078 A respectivamente.

Estos dos puentes de hidrogeno se encuentran en los MCCs obtenidos con el
programa AutoDock4.2 y con el programa Vina (ver Figura 17 y Figura 20). Y también
se puede observar que cuando se forman estos puentes de hidrogeno entre el grupo
amido del atenolol con los residuos Glu188 e 1le189 los MCCs de ambos programas
se encuentran orientados en el sitio activo en el modo de unién I. Estos puentes de
hidrégeno ayudan a estabilizar los MCCs en el sitio activo.
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3.5.3. Modos de union de los MCCs obtenidos con AutoDock4.2
y los obtenidos con Vina

Para los MCCs reportados con el programa Vina se obtienen dos modos de union
al igual que para los obtenidos con el programa AutoDock4.2. Estos dos modos de
union se diferencian de la misma forma en los dos programas. El anillo
feniletanamida orientado hacia el bolsillo hidrofébico grande y la parte
isopropilamina del atenolol ubicado hacia el bolsillo hidrofébico mediano (modo de
union 1) o el anillo feniletanamida ubicado hacia el bolsillo hidrofébico mediano y la
parte isopropilamina del atenolol ubicado hacia el bolsillo grande (modo de unién ).

En la Tabla 5 se puede observar que con el programa AutoDock4.2 se encuentran
mas MCCs en el modo de unién | contrario a lo que se observa por el programa
Vina que se encuentran mas MCCs en el modo de unién Il. Con Vina solo se
encuentran dos MCCs en modo de union |, la mayoria de los MCCs acoplados con
Vina se encuentran en modo de unién Il contrario a lo que sucede con AutoDock4.2
aunqgue se encuentra una gran cantidad de MCCs en modo de unién Il la cantidad
de MCCs en modo de unién | es un poco mayor (15 a 23 respectivamente).

En la Figura 21 se observan los dos diferentes modos de unién para los MCCs del
(R)-atenolol con los programas AutoDock4.2 y Vina. Estos MCCs tiene el valor de
energia libre de uniébn méas negativo de todos los MCCs encontrados para el (R)-
atenolol. ADOR3 y ADOR16 fueron encontrados con el programa AutoDock4.2
mientras que OR6 y OR1 fueron encontrados con el programa Vina. ADOR3 y OR6
se encuentran orientados en modo de unién | y ADOR16 y OR1 se encuentran
orientados en modo de union Il

En la Figura 22 se observan los dos diferentes modos de unién para los MCCs del
(S)-atenolol con los programas AutoDock4.2 y Vina. Estos MCCs tiene el valor de
energia libre de unién mas negativo de todos los MCCs encontrados para el (S)-
atenolol. ADOS3 y ADOS10 fueron encontrados con AutoDock4.2 mientras que
0OS3 y 0OS6 se encontraron con el programa Vina. ADOS3 y OS3 se encuentran
orientados en modo de union | mientras que ADOS10 y OS6 se orientan en modo
de union 11

En las Figura 21 y Figura 22 se puede observar que con los dos programas, en el
modo de unidn Il el anillo feniletanamida del atenolol se encuentra ubicado hacia la
parte de afuera del sitio activo y la parte isopropilamina hacia la parte interior del
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sitio activo. Las demas imagenes de los modos de union de los MCCs se encuentran
en el Apéndice C.

Figura 21. Modos de unién para los programas AutoDock4.2 (arriba) y Vina (abajo)
para el (R)-atenolol. ADOR3 Y ORG6 estan orientados en modo de unién | y ADOR16
y OR1 se orientan en modo de unién |l.
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Figura 22. Modos de unién para los programas AutoDock4.2 (arriba) y Vina (abajo)
para el (S)-atenolol. ADOS3 Y OS3 estan en modo de union | y ADOS10 y OS6 se
ubican en modo de union Il
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4. CONCLUSIONES

El uso de diferentes programas de acoplamiento, sea AutoDock4.2 o Vina, da como
resultado un nimero similar de MCCs en los resultados del acoplamiento molecular
de la reaccién de acilacion del (R,S)-atenolol con CalB de modo que es posible
utilizar cualquiera de los dos programas en esta reaccion.

Los valores de la energia libre de afinidad calculados con el programa Vina son méas
negativos que los calculados con el programa AutoDock4.2 esto puede ser debido
a las diferencias que presentan los programas de acuerdo a la cantidad de enlaces
rotables en el sustrato, en su funcién de puntuacién diferente o en la forma de
busqueda global que utiliza el programa.

Se encontrd que los dos modos de unidn predichos para el (R,S)-atenolol en el sitio
activo de CalB se encuentran con AutoDock4,2 y con Vina. Estos modos de unién
dependen de la orientacion del anillo feniletanamida del atenolol en el sitio activo de
CalB.

Se encontré6 que los MCCs obtenidos con los programas AutoDock4.2 y Vina,
presentan puentes de hidrogeno entre los residuos aminoacidicos Glu188 e 1le189
con el grupo amido de la parte feniletanadamida del atenolol ayudando a estabilizar
el atenolol en el sitio activo de CalB.

El estudio muestra que para poder comprender la enantioselectividad de CalB con
el (R,S)-atenolol es necesario realizar un estudio completo de la reaccion donde se
puedan ver las demas especies quimicas participantes en la reaccién debido a que
los MCCs no muestran cual enantidmero es favorecido en la acilacion.
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Apéndice A

Detalles computacionales - Parametros CHARMM para la serina acetilada
(SEA)

La topologia para el residuo SEA (ver abajo) se cred removiendo un atomo de
hidrogeno del grupo metilo del acetato de metilo (topppar_all22_prot_model.str,
MAS) y reemplazando la cadena lateral de la serina (top_all27_prot_lipid.rtf, SER)
por el resto de MAS. Para una descripcion correcta del residuo SEA el nombre de
algunos atomos que pertenecen a MAS y que poseen el mismo nombre que atomos
de la serina fueron modificados (C por CE, O por OE). La carga del atomo de carbono
C2 en MAS fue ajustada de -0.14 a -0.05 (este valor fue obtenido mediante la adicién
de la carga (0.09) del a&tomo de hidrégeno que fue removido en MAS). El atomo C2
fue asignado como un tipo de atomo CT2 (CH2) en lugar de CT3 (CH3):

NI MAS TOPOLOGY NI
RESI MAS 0.00 !

GROUP

ATOM Cl1 CT3 -0.17! H22

ATOM C CD 0.63! |
ATOM OM OS -0.34! H21-C2-H23

ATOM C2 CT3 -0.14! \
ATOM O OB -052! oM
ATOM H11 HA 0.09! /

ATOM H12 HA 0.09! O=C
ATOM H13 HA 0.09! |
ATOM H21 HA 0.09! H11-C1-H13
ATOM H22 HA 0.09! |
ATOM H23 HA 0.09! H12
BOND C1 C C OM OM C2
DOUBLE C O

BOND C1 H11 C1 H12 C1 H13
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BOND C2 H21 C2 H22 C2 H23
IMPR C C1 OM O

RESI SER 0.00
GROUP

ATOM N NH1 -0.47!

ATOM HN H 031! |

ATOM CA CT1 007!HN-N HB1
ATOM HA HB 009! | |
GROUP | HA-CA--CB--0G
ATOM CB CT2 0.05! ]\

ATOM HB1 HA 0.09! O=C HB2 HG1

ATOM HB2 HA 0.09!]

ATOM OG OH1-0.66

ATOM HG1 H 043

GROUP

ATOM C C 051

ATOM O O -051

BOND CBCA OGCB NHN NCA
BOND CCA C+N CAHA CBHB1
BOND CB HB2 OG HG1
DOUBLEOC

IMPRN-C CAHN CCA +NO
CMAP-CN CAC NCA C+N
DONOR HNN

DONOR HG1 OG

ACCEPTOR OG
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ACCEPTOR OC

i imsSEA TOPOLOGY T
RESI SEA 0.00

GROUP

ATOM N NH1 -0.47

ATOM HN H 0.31! |

ATOM CA CT1 0.07! HN-N H21 OE H11
ATOM HA HB 0.09! | | I |

GROUP | HA-CA--C2--OM-CE--C1-H12
ATOM C1 CT3 -0.17! | |
ATOM CE CD 063! 0O=C H23 H13

ATOM OM OS -0.34! |
ATOM C2 CT2 -0.05

ATOM OE OB -0.52

ATOM HI11 HA 0.09

ATOM H12 HA 0.09

ATOM H13 HA 0.09

ATOM H21 HA 0.09

ATOM H23 HA 0.09

GROUP

ATOM C C 0.1

ATOM O O -051

BOND C2CA OMC2 NHN NCA
BOND CCA C+N CAHA C2H21
BOND C2H23 OMCE C1CE
BOND C1H11 C1H12 C1H13
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DOUBLE OC CECOE

IMPR N-CCAHN CCA+N O CE C10M OE
CMAP -CNCAC NCAC+N

DONOR HNN

ACCEPTOR OM

ACCEPTOR OC

ACCEPTOR OE CE

Los parametros ausentes para describir el enlace OS-CT2 y el angulo OS-CT2-CT1
en SEA fueron asignados en analogia a los parametros para OSL-CTL2-CTL1 y
OSL-CTL2 en lipidos (par_all_27 prot_lipid.prm).

La informacion dada anteriormente ha sido tomada de Escorcia et al. (2013) [?]
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Apéndice B

Tablas complementarias a la seccion de resultados.

En las tablas B.1. a B.8. se muestran los MCCs que cumplen con los criterios para
llevar a cabo la reaccion con sus respectivos valores distancias interatomicas
importantes para la catalisis. Las tablas B.4. a B.8. fueron tomadas de * con
modificaciones realizadas por la autora. La energia libre de union en las tablas es
nombrada como Afinidad.

Tabla B. 1. Distancias interatébmicas en los MCCs del (R,S)-atenolol acoplados con
Ace01 obtenidos con el programa AutoDock4.2.

Conforma}cién Sustrato Nombre Sub1:03- Sub1:H22-  Afinidad
de la enzima Seal05:CE HSD224:NE2 (kcal/mol)

ADOR1 3,343 3,963 -4,14

ADOR2 3,401 3,922 -4,45

ADOR3 3,334 3,858 -4,52

ADOR4 3,735 3,463 -4,10

(R)-atenolol ADORS5 3,783 3,744 -4,48

ADORG6 3,614 2,800 -3,98

ADOR7 3,824 3,334 -3,93

ADORS8 3,767 3,163 -3,99

Ace01 ADOR9 3,448 2,846 -4,05

ADOR10 3,354 3,731 -4,23

ADOS1 3,636 3,071 -4,08

ADOQOS?2 3,427 3,730 -2,60

ADOS3 3,757 2,941 -4,17

(S)-atenolol ADOS4 3,720 2,124 -3,58

ADOS5 3,786 3,746 -2,94

ADOS6 3,714 2,225 -3,03

ADOS7 3,535 2,282 -3,19
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Tabla B. 2. Distancias interatomicas en los MCCs del (R,S)-atenolol acoplados con
Ace03 obtenidos con el programa AutoDock4.2.

Conforma}cién Sustrato Nombre Subl:03- Subl:H22-  Afinidad
de la enzima Seal05:CE HSD224:NE2 (kcal/mol)

ADOR11 3,432 3,377 -3,27

ADOR12 3,009 2,079 -4.7

ADOR13 3,835 1,839 -5,00

(R)-atenolol ADOR14 3,836 2,703 -4,14

ADOR15 3,698 3,005 -4,32

ADOR16 3,891 2,783 -4,21

ADOR17 3,599 3,137 -4,16

ADOR18 3,490 2,343 -411

ADOS8 3,272 3,543 -3,76

ADOS9 3,213 3,240 -3,49

Ace03 ADOS10 2,762 2,100 -4,78
ADOS11 3,562 3,797 -4,82

ADOS12 2,890 3,871 -5,18

ADOS13 3,221 3,243 -3,82

(S)-atenolol ADOS14 3,888 3,626 -3,64

ADOS15 2,946 3,996 -4,77

ADOS16 3,197 3,299 -3,82

ADOS17 3,045 3,150 -3,57

ADOS18 2,934 3,739 -5,02

ADOS19 3,189 3,258 -3,81

ADOS20 2,863 2,113 -4,68
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Tabla B. 3. Modos de unién para los MCCs obtenidos con Ace01 que cumplen los
criterios de las distancias interatdmicas y RMSD con el programa AutoDock4.2.

Conformacion S Nomb Afinidad Modo de
de la enzima ustrato ombre (kcal/mol) unién
ADOR1 -4,14 I
ADOR2 -4,45 |
ADOR3 -4,52 I
ADOR4 -4,10 |
ADOR5 -4,48 I
(R)-atenolol ADORE 3.08 |
ADORY -3,93 I
ADORS8 -3,99 I
Ace01 ADOR9 -4,05 I
ADORI10 -4,23 |
ADOS1 -4,08 I
ADOQOS?2 -2,60 I
ADOS3 -4,17 I
(S)-atenolol ADOS4 -3,58 I
ADOS5 -2,94 I
ADOS6 -3,03 I
ADOS7 -3,19 I

Tabla B. 4. Modos de union para los MCCs obtenidos con Ace03 que cumplen los
criterios de las distancias interatbmicas y RMSD con el programa AutoDock4.2.

Conformacion S Nomb Afinidad  Modo de
de la enzima ustrato ombre (kcal/mol) union
(R)-atenolol ADOR11 -3,27 I
ADORI12 -4,7 |
ADOR13 -5,00 I
ADOR14 -4,14 |
Ace03 ADOR15 4,32 |
ADOR16 -4,21 I
ADOR17 -4,16 I
ADOR18 -4,11 I
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(S)-atenolol

ADOSS8
ADOS9
ADOS10
ADOS11
ADOS12
ADOS13
ADOS14
ADOS15
ADOS16
ADOS17
ADOS18
ADOS19
ADOS20

3,76
-3,49
4,78
-4,82
5,18
-3,82
-3,64
4,77
-3,82
-3,57
5,02
-3,81
-4,68

Tabla B. 5. Distancias interatébmicas en los MCCs del (R,S)-atenolol acoplados con
Ace01 obtenidos con el programa Vina.

Conformgcién de Sustrato Nombre Sub1:03- Sub1:H22-  Afinidad
la enzima Seal05:CE  HSD224:NE2 (kcal/mol)

OR1 3,90 3,53 -4,9

OR2 3,45 3,58 -4,9

OR3 4,04 3,59 -4,8

(R)-atenolol o) 3,95 3,52 47

OR5 3,66 4,22 -4,6

Ace01 OR6 2,55 3,89 -4,3

OS1 3,55 3,57 -4,5

0Ss2 3,02 3,34 -4,5

(S)-atenolol 0S3 2,68 3,63 -4,5

0S4 2,63 3,33 -4,5

0S5 3,33 3,67 -4,3
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Tabla B. 6. Distancias interatémicas en los MCCs del (R,S)-atenolol acoplados con

Ace03 obtenidos con el programa AutoDock4.2.

Conforma}ci()n de la Sustrato Nombre Sub1:03- Sub1:H22- Afinidad
enzima Seal05:CE HSD224:NE2  (kcal/mol)

OR7 3,33 3,01 -5,8

OR8 4,00 3,34 -5,8

OR9 2,50 3,28 -5,7

OR10 3,19 3,43 -5,7

OR11 2,55 3,41 -5,7

(R)- OR12 4,01 3,39 -5,7

atenolol OR13 2,70 3,43 -5,6

OR14 2,57 3,24 -5,6

OR15 2,86 3,39 -5,5

OR16 2,46 3,38 -5,5

OR17 3,75 3,38 -5,5

OR18 2,54 3,36 -5,4

OR19 3,98 3,42 -5,4

OR20 3,15 3,30 51

Ace03 056 2.41 3,43 56

0Ss7 2,72 3,31 -5,5

0S8 3,43 3,39 -5,5

0S9 2,67 3,35 -5,4

0S10 2,53 3,37 -5,3

0S11 3,42 3,42 -5,3

(S)- 0S12 3,12 3,41 5,3

atenolol 0S13 3,11 3,42 -5,2

0S14 2,83 3,30 5,1

0S15 3,25 3,34 51

0S16 2,93 3,37 -5,0

0OS17 3,31 3,40 -5,0

0S18 3,19 3,34 -4,9

0S19 3,47 3,38 -4,9
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Tabla B. 7. Modos de unién para los MCCs obtenidos con Ace01 que cumplen los
criterios de las distancias interatdmicas y RMSD con el programa Vina.

Conformacion de Afinidad Modo de
la enzima Sustrato Nombre (kcal/mol) union

OR1 -4,9 I

OR2 -4,9 I

OR3 -4,8 I

(R)-atenolol OR4 47 I

OR5 -4,6 I

Ace01 OR6 -4,3 I
0Os1 -4,5 I

0S2 -4,5 I

(S)-atenolol 0s3 -4,5 I

0S4 -4,5 I

0S5 -4,3 I

Tabla B. 8. Modos de union para los MCCs obtenidos con Ace03 que cumplen los
criterios de las distancias interatomicas y RMSD con el programa Vina.

Conformacioén de la b Afinidad Modo de
enzima Sustrato Nombre (kcal/mol) union
OR7 -5,8 I
ORS8 -5,8 I
OR9 -5,7 I
OR10 -5,7 1
OR11 -5,7 I
OR12 -5,7 1
(R)-atenolol OR13 -5,6 I
Ace03 OR14 -5,6 I
OR15 -5,5 I
OR16 -5,5 1
OR17 -5,5 I
OR18 -5,4 1
OR19 -5,4 I
OR20 5,1 1
(S)-atenolol 0S6 -5,6 I
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OS7

0S8

0S9

0S10
OS11
0S12
0OS13
0S14
0OS15
OS16
OS17
0OS18
0S19

-5,5
-5,5
-5,4
-5,3
-5,3
-5,3
-5,2
-5,1
-5,1
-5,0
-5,0
-4,9
-4,9
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Apéndice C

Imagenes complementarias de los MCCs obtenidos con el programa
AutoDock4.2 y Vina en los diferentes modos de union.

Figura C. 1. Imagenes de los MCCs (ADOR1 hasta ADOR12) obtenidos para el (R)-
atenolol con el programa AutoDock4.2.
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Figura C. 2. Imagenes de los MCCs (ADOR13 hasta ADOR18) obtenidos para el
(R)-atenolol con el programa AutoDock4.2.
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Figura C. 3. Imagenes de los MCCs (ADOS1 hasta ADOS12) obtenidos para el (S)-
atenolol con el programa AutoDock4.2.
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Figura C. 4. Imagenes para los MCCs (ADOS13 hasta ADOS20) obtenidos para el
(S)-atenolol con el programa AutoDock4.2.

ADOS13
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Figura C. 5. Imagenes de los MCCs (OR1 hasta OR12) obtenidos para el (R)-
atenolol con el programa Vina.
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Figura C. 6. Imagenes de los MCCs (OR13- hasta OR20) obtenidos para el (R)-
atenolol con el programa Vina.
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Figura C. 7. Imégenes de los MCCs (OS1 hasta OS12) obtenidos para el (S)-
atenolol con el programa Vina.
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Figura C. 8. Imdgenes de los MCCs (0S13 hasta OS19) obtenidos para el (S)-
atenolol con el programa Vina.
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