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Resumen

Los neuroreceptores Do y 5-HT9s pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs), los cuales desempenan un papel central en la modulacién de la senalizacién neuronal en
el sistema nervioso central. Estas biomoléculas han sido identificadas como blancos terapéuticos en
el tratamiento de trastornos neuropsiquidtricos como la esquizofrenia. Histéricamente, el desarrollo
de farmacos antipsicoticos dirigidos a estos receptores ha contribuido en la mejora de la calidad de
vida de los pacientes; sin embargo, su uso prolongado presenta efectos secundarios considerables,
como los denominados sintomas extrapiramidales, lo que evidencia la necesidad de comprender con
mayor profundidad el mecanismo que regula su activacién e inactivacién.

Las interacciones intermoleculares en los complejos proteina—ligando son las intermediarias en la
estabilizacion de conformaciones y, por tanto, estan estrechamente relacionadas con la funcionalidad
biolégica de estos receptores. Se han identificado regiones estructurales asociadas con los procesos
de activacién e inactivacién, conocidas como microinterruptores, asi como zonas de reconocimiento
molecular denominadas microdominios. En ese contexto, la Quimica Cudntica proporciona un marco
tedrico para la caracterizacion de dichas interacciones considerando su naturaleza electronica.

La formacién de dichas interacciones no dependen tnicamente del farmaco, sino también del
ambiente quimico. En particular, el plegamiento de los receptores de membrana estan fuertemente
influenciados por la composicion lipidica, la cual no necesariamente es capturada en las condiciones
presentes en estudios de cristalografia estructural. Para ello, se requiere la incorporacién de modelos
de membrana neuronal.

En este trabajo se realizé un analisis de las principales interacciones entre el neuroreceptor Do y
diversas moléculas con actividad neuropsiquidtrica (haloperidol, risperidona, aripiprazol, rotigotina
y dopamina) utilizados en el tratamiento de trastornos neurolégicos, empleando la Teoria Cudnti-
ca de Atomos en Moléculas, con énfasis en regiones estructurales asociadas a los mecanismos de
activacién e inactivacién. Dado que las estructuras cristalograficas disponibles no necesariamente
representan conformaciones bioactivas, se propuso un modelo explicito de membrana neuronal y
se llevaron a cabo simulaciones de Dinamica Molecular para evaluar la estabilidad estructural y
el entorno de interaccién. Derivado de lo anteriormente descrito, se propone un protocolo para el
estudio de las interacciones no covalentes entre los ligandos y los GPCRs.

Con el fin de comprender el papel del receptor en la distribucién electrénica y energética de los
ligandos, también se analiz6 de manera exploratoria el receptor 5-HT94, otro blanco farmacolégico
fundamental en el desarrollo de antipsicoticos.

Los resultados revelan patrones de interaccién distintivos entre agonistas y antagonistas. Asimis-
mo, se identifican caracteristicas diferenciales en el comportamiento modulador del aripiprazol en
comparacién con otros farmacos, lo que respalda su mecanismo de accion como modulador parcial
y fortalece el cuestionamiento sobre la concepcién cldsica de los antipsicéticos como antagonistas
puros del receptor Do. Finalmente, se caracteriza el papel de la dopamina como ligando enddgeno,



Resumen

evidenciando propiedades electrénicas e interaccionales particulares que la distinguen de los com-
puestos sintéticos.

Finalmente, se explora un campo escalar derivado de la densidad electrénica que proporciona
una descripcion adicional de las interacciones intermoleculares no direccionales, el cual podria ser
una herramienta en el estudio de complejos neuroreceptor—ligando.



Abstract

The Dy and 5-HT94 neuroreceptors belong to the family of G protein-coupled receptors (GPCRs),
which play a central role in modulating neuronal signaling within the central nervous system.
These biomolecules have been identified as therapeutic targets in the treatment of neuropsychiatric
disorders such as schizophrenia. Historically, the development of antipsychotic drugs targeting these
receptors has contributed to improving patients’ quality of life; however, their prolonged use presents
considerable side effects, such as extrapyramidal symptoms, highlighting the need to understand in
greater depth the mechanism that regulates their activation and inactivation.

Intermolecular interactions in protein—ligand complexes mediate the stabilization of conforma-
tions and are therefore closely related to the biological functionality of these receptors. Structural
regions associated with activation and inactivation processes, known as microswitches, as well as
molecular recognition zones termed microdomains, have been identified. In this context, Quantum
Chemistry provides a theoretical framework for the characterization of such interactions by consi-
dering their electronic nature.

The formation of these interactions does not depend solely on the drug, but also on the chemical
environment. In particular, the folding of membrane receptors is strongly influenced by lipid compo-
sition, which is not necessarily captured under the conditions present in structural crystallography
studies. For this reason, the incorporation of neuronal membrane models is required.

In this work, an analysis of the main interactions between the Dy neuroreceptor and various
molecules with neuropsychiatric activity (haloperidol, risperidone, aripiprazole, rotigotine, and do-
pamine) used in the treatment of neurological disorders was performed using the Quantum Theory
of Atoms in Molecules, with an emphasis on structural regions associated with activation and inac-
tivation mechanisms. Given that available crystallographic structures do not necessarily represent
bioactive conformations, an explicit neuronal membrane model was proposed, and Molecular Dyna-
mics simulations were carried out to evaluate structural stability and the interaction environment.
Building upon the aforementioned, a protocol is proposed for the study of noncovalent interactions
between ligands and GPCRs.

In order to understand the role of the receptor in the electronic and energetic distribution of the
ligands, an exploratory analysis was also performed on the 5-HT3a receptor, another fundamental
pharmacological target in antipsychotic development.

The results reveal distinctive interaction patterns between agonists and antagonists. Further-
more, differential features in the modulating behavior of aripiprazole compared to other drugs are
identified, supporting its mechanism of action as a partial modulator and strengthening the ques-
tioning of the classical conception of antipsychotics as pure D5 receptor antagonists. Finally, the
role of dopamine as an endogenous ligand is characterized, demonstrating particular electronic and
interactional properties that distinguish it from synthetic compounds.

Finally, a scalar field derived from electron density is explored, providing an additional des-
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cription of non-directional intermolecular interactions, which could serve as a tool in the study of
neuroreceptor—ligand complexes.




1 Introduccion

Los desérdenes mentales, también conocidos como desérdenes neuropsiquiatricos y del comporta-
miento, son padecimientos muy complejos, de origen multifactorial e incapacitantes por el deterioro
que sufren aquellos que la padecen. Ademas, las personas cercanas a los pacientes se ven afectadas
debido al desarrollo inadecuado de las relaciones afectivas. Actualmente, se sabe que alrededor del
1.2 % de la poblacién a nivel mundial sufre de algtin desorden mental; en México alrededor de 15 mi-
llones de personas padecian algtin desorden en el ano 2003 y 18.1 millones para el 2021, aumentando
su incidencia principalmente por factores como la pandemia del COVID-19 [1-3]. La poblacién més
afectada son las mujeres, siendo una de las 10 primeras causas de pérdida de vida saludable [3].

De entre estos desérdenes destaca la esquizofrenia, trastorno crénico degenerativo y de alta
heredabilidad que se caracteriza principalmente por la percepcién anémala de la realidad [2,4-6].
Estudios apuntan a que la esquizofrenia se trata m&s de un sindrome heterogéneo que de una
enfermedad especifica, pues se le atribuyen una combinacién de factores que la desencadenan, como
son los bioldgicos, de los cuales estan los genéticos (alrededor de un 80 % de heredabilidad); los
psicolégicos y los sociales [4,5]. Quienes la padecen presentan graves problemas a lo largo de su
vida, ademads del estigma social y una reduccién de la esperanza de vida en un 20 %, pues hay un
mayor riesgo de suicidio o problemas cardiovasculares [5,6]. En lo socioeconémico, el 80 %-90 %
son desempleados, considerando que ademds deben mantenerse en tratamiento, sin contar con los
estigmas sociales sobre el padecimiento [5].

La complejidad de la sintomatologia propia de la esquizofrenia dificulta su diagnéstico. Los
pacientes no necesariamente presentan todos los sintomas en todo momento, por lo que se habla mas
de un espectro psicético, ademds de que su desencadenamiento se da por episodios anémalos [4]. La
edad también es importante, pues se ha observado que la mayoria de los pacientes son adolescentes
y adultos jévenes, aunque hay casos en que se presenta después de los 40 anos [7]. Pese al desafio
del diagnéstico, es posible reconocer y clasificar los sintomas de la esquizofrenia en tres grupos, los
cuales pueden variar en cada paciente [2,4,5]:

» Sintomas positivos. También llamados sintomas psicéticos, se caracterizan por ser iden-
tificables ya que una persona en condiciones normales no los presentaria. En este grupo se
encuentran las alteraciones en la personalidad, la pérdida de la percepciéon de la realidad
como las alucinaciones tanto auditivas como visuales, delirio de persecucién y movimientos
anormales o repetitivos.

» Sintomas negativos. Se caracterizan por ser sintomas que podrian presentarse en cualquier
persona en algin momento de su vida, por lo que dificultan el diagnéstico del trastorno.
Entre ellos se encuentra la depresién y la ansiedad; la dificultad de formar lazos afectivos y el
aislamiento.
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= Sintomas cognitivos. Estos sintomas se caracterizan por la dificultad de realizar actividades
cognitivas como son la construccién de pensamiento légico, concentracién y atencién, lo que
compromete su capacidad de aprendizaje. Son los mas dificiles de atender.

Parte de la terapia para el tratamiento de la esquizofrenia es el uso de farmacos llamados anti-
psicéticos. De acuerdo con el manual MSD (Merck Manual of Diagnosis and Therapy, por sus siglas
en inglés), los farmacos son moléculas que sélo influyen en las funciones bioldgicas existentes; no
puede crearlas, cambiar su naturaleza ni tampoco reestablecer aquellas funciones danadas, tnica-
mente pueden controlar los sintomas [8]. Bajo esta definicién, los antipsicéticos tienen la funcién de
aminorar los sintomas, mas no posibilitan que el paciente se cure del padecimiento.

Los primeros antipsicéticos, llamados de primera generacion, tienen como caracteristica principal
su alta selectividad a los receptores dopaminérgicos tipo 2, especialmente al receptor Ds. Pese
al avance de los antipsicéticos de primera generacién, se observé que a largo plazo, su consumo
prolongado generaba trastornos neuromotores; movimientos involuntarios similares a los presentes
en el mal de Parkinson, a estos efectos se les llaman Sintomas Extrapiramidales (SEP) [9-11]. Se sabe
que existen al menos tres vias neuronales principales controladas por la dopamina: mesocortical,
mesolimbica y nigroestriatal; mientras que las dos primeras estdn asociadas a la regulacién del
comportamiento como las emociones y el sentido de recompensa, la via nigroestrial controla el
sistema neuromotor [12-14].

Relacionado con lo anterior, los antiparkinsonianos, farmacos destinados a tratar el mal de Par-
kinson, actiian como agonistas del receptor Do, por lo que por mucho tiempo se establecié una
regla que definia a los antagonistas del mismo receptor como potenciales antipsicéticos, mientras
que los agonistas como posibles antiparkinsonianos. Esta regla prevalecié hasta la llegada del aripi-
prazol, ya que su accién como agonista parcial y antagonista cambié el entendimiento de la accion
antipsicética [10].

Como estrategia para aminorar los SEP, el enfoque de la segunda generacién de antipsicéticos
ha sido el sintetizar moléculas con una menor selectividad al receptor Do. Lo anterior trajo varios
resultados positivos, entre los cuales esta la disminucién de los SEP y una mayor eficacia, como es el
caso de la risperidona [10,15,16]. Esta mayor eficacia se le adjudica a que, al tener antipsicéticos con
menor selectividad, pueden actuar en otros neuroreceptores que podrian estar también relacionados
con la esquizofrenia. Lamentablemente, la disminucién de los SEP no ha sido garantia de tener
anispicéticos mas seguros. Una menor selectividad aumenta la probabilidad de que los antipsicoticos
interfieran en la regulacién de otras vias de senalizacién, por lo que su uso prolongado aumenta la
posibilidad de desarrollar trastornos metabdlicos (aumento de peso), cardiovasculares y hormonales
(hiperprolactemia) [6,15,17].

La disminucion de la afinidad de estos farmacos también motivé a centrarse en el receptor
serotoninérgico 5-HT24 . Este neuroreceptor se conoce principalmente por su relacién con la percep-
cién de alucinaciones, como la que se efectia bajo el consumo de alucinégenos como el LSD o la
psilocibina [10, 18].

El esfuerzo actual ha llevado a una mayor comprensién de los neuroreceptores Dy y 5-HT9p y
su relacion con los antipsicéticos. Ambos son receptores que pertenecen a una clase de proteinas
denominadas Receptores Acoplados a Proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés), proteinas trans-
membranales compuestas por siete hélices o que participan en las principales vias de senalizacion
y de estructura altamente conservada [19, 20].

De manera particular, los receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos, en conjunto con los
adrenérgicos, muscarinicos e histaminérgicos pertenecen a una subclase de receptores denominados
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aminérgicos, debido a que las moléculas senal con las que interacciona son derivados de aminoécidos
como la tirosina, el triptéfano o la histidina [21-23]. En estos tltimos anos se han identificado
ciertas regiones conservadas de estas proteinas (motivos) que apuntan a su participacién en el
cambio conformacional de la proteina activa, y por lo tanto, de su funcién en la regulacién de la
senalizacién celular. Esto les ha valido el nombre de microinterruptores, pues se piensa en ellos como
regiones de encendido y apagado [24-26]. Si bien se tienen identificados algunos microinterruptores,
principalmente en aquellos receptores provenientes de la familia A o de la rhodopsina, todavia no
se tiene claro su acoplamiento para definir el mecanismo universal de activacién de los GPCR.

Por otra parte, los microdominios tambien son regiones que han cobrado relevancia en el re-
conocimiento molecular, especificamente en los receptores de dopamina [27]. Un ejemplo es el as-
partato conservado en la hélice transmembranal TM3 (Asp 3.32 segun la numeracién Ballesteros-
Weinstein [28]). Hay estudios que sugieren la formacién de un puente salino con el ligando, ya sea
por un neurotransmisor o farmaco [27,29-31].

En ese sentido, para el estudio de los neuroreceptores Do y 5-HT94, es importante el enten-
dimiento de las interacciones no covalentes, ya que estas cobran importancia en la estructura y
funcién en el organismo, especialmente en las regiones anteriormente mencionadas. En el estudio
de proteinas, la dindmica molecular permite entender la estructura y dindmica de los sistemas de
miles de atomos, pero limitada al entendimiento de su naturaleza electronica. Esta tltima puede
abordarse mediante herramientas de la quimica cudntica, las cuales proporcionan una caracteriza-
cién mas precisa de las interacciones no covalentes. Dicho enfoque puede dar pistas sobre la accion
de los ligandos y el mecanismo de activacién de los receptores.

En este contexto, la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas (QTAIM por sus siglas en inglés)
permite relacionar los puntos criticos de la densidad electréonica con las interacciones no covalentes,
como los puentes de hidrégeno; mientras que el indice de Interacciones No Covalentes (NCI por
sus siglas en inglés) brinda una descripcién semicuantitativa de las interacciones a partir de las
isosuperficies del gradiente reducido de la densidad. Existen estudios que han explorado la presencia
de estas interacciones en estructuras activas e inactivas de varios GPCR, esto con el fin de identificar
aquellas que estan relacionadas con el reconocimiento de los ligandos y el mecanismo de activacion
del receptor [29,32].

Ya que las interacciones no covalentes que existen entre los complejos proteina - ligando median
el funcionamiento de los receptores, en esta tesis se analiza a mayor profundidad la relacién que hay
entre la naturaleza de las interacciones no covalentes entre los neuroreceptores Dy y 5-HT4 con
ligandos que tienen relacion con la actividad antipsicética por medio del andlisis de la QTAIM, con
especial énfasis en los microinterruptores y microdominios. Los patrones de interaccién obtenidos
podria contribuir al diseno de farmacos de manera racionalizada y més seguros, esto es, disminu-
yendo los efectos secundarios. Ademas, se requiere contemplar las condiciones bioquimicas de estos
receptores, ya que se encuentran enbebidos en la membrana neuronal, la cual posee concentracio-
nes particulares de colesterol y esfingomielina, por lo que se analiza el medio en el estudio de las
interacciones intermoleculares neuroreceptor - ligando.
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2 Planteamiento del problema

Los neuroreceptores que pertenecen a la familia de los GPCR son de gran importancia para el trata-
miento de trastornos mentales, como es el caso de la esquizofrenia. De entre los neuroreceptores, el
receptor dopaminérgico Do ha sido el mas estudiado por ser molécula blanco de muchos antipsicoti-
cos. A pesar de que este receptor, como los deméas de su clase, han sido ampliamente estudiados,
todavia se desconoce su mecanismo de activacién global.

A partir del estudio de este receptor, es que se han desarrollado firmacos conocidos como
antipsicéticos, los cuales son indicados para el tratamiento de la esquizofrenia. Los antipsicoticos
al ser estructuralmente diversos entre si, no comparten necesariamente una estructura molecular
caracteristica, por lo que su clasificacion responde principalmente a un trasfondo histérico y clinico,
por lo que actualmente se cuenta con tres generaciones.

La primera generacion se caracteriza por una alta selectividad al receptor Do pero con efectos
secundarios nocivos en periodos largos de administracién; la segunda generacién o también denomi-
nados atipicos, presentan una menor selectividad, ampliando su espectro de accién a otro tipo de
receptores, caracteristica que les ha permitido su indicacion en otros trastornos neurolégicos como
el trastorno de ansiedad, trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (TDAH), trastornos
de la conducta alimentaria, trastorno obsesivo-compulsivo, entre otros [33]. Finalmente, la tercera
generacién rompe con el esquema tradicional de antipsicéticos como antagonistas, al introducir me-
canismos de accién mas complejos, como la modulacién parcial de la actividad dopaminérgica [10].

La diversidad estructural de los ligandos con accién terapéutica en un mismo blanco, lleva a
pensar en que estas moléculas interaccionan en zonas especificas que se relacionan con la activacién
e inactivacién de los GPCR, los cuales son denominados microinterruptores [24-26], por lo que
identificar patrones de interaccion podria brindar pistas sobre la relacién estructura-funcionalidad
del receptor Ds y otros asociados con los trastornos neurolégicos como el 5-HT94 . Para el sitio activo,
se tienen identificados al microswitch de transmision CWxP y el conector PIF [24,34]. También se
ha identificado al aspartato Asp 3.32, como residuo caracteristico de los GPCR aminérgicos y con la
capacidad de formar puentes salinos con los neurotransmisores como la dopamina, entre otros sitios
llamados microdominios [27,29]. El estudio de la interaccién neuroreceptor-ligando presenta algunos
desafios. Si bien se cuenta con informacion cristalografica en el Protein Data Bank del neuroreceptor
D2 como por ejemplo, en complejo con el haloperidol (PDB ID:6LUQ) o la risperidona (6CM4), se
debe tener en cuenta que la conformacién resultante no representa necesariamente una conformacion
bioactiva [35].

La metodologia propuesta por Caffrey y Cherezov [36] ha sido una de las estrategias més utiliza-
das para la purificacién y cristalizacién de proteinas transmembranales, debido al uso de monooleina
para simular un entorno lipidico similar al de la bicapa celular. Esta aproximacién ha sido empleada
en la cristalizacién del receptor Do en complejo con haloperidol [37] y con risperidona [30].

Adicionalmente, en sistemas cristalizados en complejo con antagonistas, como en los menciona-
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dos anteriormente, es comun la introduccién de mutaciones puntuales, particularmente en residuos
asociados al conector PIF, con el objetivo de reducir la flexibilidad conformacional del receptor y
facilitar la obtencion de patrones de difraccién de rayos X. Sin embargo, estos ajustes experimenta-
les en la composicién del entorno lipidico y en la introduccién de mutaciones estabilizantes, pueden
comprometer la obtencién de conformaciones representativas del estado bioactivo del receptor, lo
que limita la interpretacién funcional de las estructuras cristalograficas obtenidas.

A diferencia de la mayoria de las células del cuerpo humano, los neuroreceptores estdn pre-
sentes en las neuronas, las cuales poseen una composiciéon muy caracteristica, como una mayor
concentracién de colesterol, que le brinda mayor rigidez a la célula; ademéas de la presencia de es-
fingomielina y otros glicolipidos, a los que se les asocia funciones de ancla para el reconocimiento
de otras biomoléculas [38-42].

En ese sentido, la Dindmica Molecular (DM) permite modelar sistemas con muchos dtomos como
las proteinas embebidas en una membrana. Uno de los estudios tedricos més relevantes bajo esta
metodologia ha sido el trabajo de Dror y col. [34], el cual consiste en la simulacién de la desactivacion
del receptor adrenérgico 2 unido con el agonista BI-167107 y un nanocuerpo en el sitio de unién
de la proteina G. Entre los resultados destaca la identificacién del conector PIF, cercano al motivo
CWxP y que conecta a los dos sitios de unién. La observacion de sus conformaciones asi como el
RMSD en residuos clave mostraron que no hay un acoplamiento arménico y sistematizado entre
las regiones; el sitio de union a la proteina G presenta cambios conformacionales en sintonia con el
conector, mientras que el sitio de unién del ligando cambia de manera independiente. Si bien este
estudio aporta resultados relevantes, no se contempla la insercién de la proteina a un modelo de
membrana con composicion cercana a la fisiolégica.

Otro aspecto a destacar es el papel de las interacciones formadas en la cavidad del receptor y
su naturaleza electronica, la cual no puede capturarse adecuadamente mediante DM. La Quimica
Cuaéntica, en contraste, permite describir fenémenos dependientes de la densidad electrénica, aunque
restringida a sistemas de menor tamano. En este sentido, Tosso y col. [29] estudiaron la cavidad del
receptor de dopamina D2 en complejo con la dopamina, empleando acoplamiento molecular para
proponer conformaciones plausibles del ligando y del sitio de unién en el estado activo.

Posteriormente, mediante la Teoria Cudntica de Atomos en Moléculas [43,44] (QTAIM por sus
siglas en inglés), caracterizaron las interacciones presentes, ofreciendo una primera descripcién de
los contactos que sustentan su modelo y, junto con un estudio de la superficie de energia potencial de
la dopamina, determinaron la conformacién méas probable y, por lo tanto, bioactiva de la dopamina.

A partir de la importancia de las interacciones no covalentes en la estructura, funcionalidad y
capacidad de reconocimiento molecular de los neuroreceptores, y considerando los avances y desafios
expuestos en este ambito, este trabajo presenta un estudio de las interacciones intermoleculares
entre neuroreceptores, con énfasis en el neuroreceptor dopaminérgico Dy y ligandos asociados a
la actividad antipsicética —tanto de manera cualitativa como cuantitativa— en sitios clave y bajo
condiciones cercanas al ambiente celular, lo cual podria aportar informacién relevante para el disefio
de farmacos.

Por la cantidad de atomos del neuroreceptor Do y la relevancia de la naturaleza de las inter-
acciones proteina—ligando, resulta necesario adoptar un enfoque combinado que integre la DM y el
andlisis topolégico de la densidad electrénica mediante la QTAIM. En este sentido, los complejos
del neuroreceptor con ligandos representativos se abordan mediante DM, embebidos en un modelo
de membrana cercano al entorno neuronal, con el fin de identificar las conformaciones mas proba-
bles. Este procedimiento permite relajar el sistema desde una condicién cristalina hasta estados que
emulan de manera mas realista el ambiente fisioldgico.
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Una vez seleccionados dichos sistemas, la construccién de modelos reducidos, denominados ca-
vidades, posibilita el estudio detallado de las interacciones no covalentes, con un enfoque particular
en microinterruptores y microdominios relevantes para la activacién del receptor. En este contexto,
el andlisis topolégico de la densidad electrénica mediante QTAIM permite caracterizar interac-
ciones no covalentes direccionales, como los puentes de hidrégeno, asi como describir patrones de
interaccion determinados por la distribucion de la densidad electrénica, los cuales pueden resultar
determinantes para la comprensién de la actividad farmacolédgica.
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3 Objetivos

3.1. Objetivo general

Dilucidar el papel de las interacciones no covalentes que se establecen entre los farmacos anti-
psicéticos con los microinterruptores y microdominios del sitio activo de neuroreceptores, con el
fin de encontrar patrones que aporten indicios sobre su influencia en los procesos de activaciéon e
inactivacion y su consecuente actividad terapéutica.

3.2. Objetivos particulares

= Proponer un protocolo para el estudio de interacciones no covalentes en los sistemas proteina
- ligando de interés.

» Determinar las interacciones de los neuroreceptores aminérgicos Dy con algunos ligandos (ha-
loperidol, risperidona, aripiprazol y rotigotina) mediante el analisis de la densidad electrénica,
que permitan diferenciar su accién terapéutica.

= Explorar algiin campo escalar derivado de la densidad electrénica que permita el andlisis de
las interacciones proteina - ligando en estos sistemas.
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4 Marco teorico

4.1. Actividad farmacolégica de los antipsicéticos

En farmacologia, la afinidad se define como la capacidad de un fArmaco para unirse con el receptor,
independientemente de sus conscecuencias funcionales. La actividad intrinseca se define como el
efecto de un farmaco en los cambios funcionales en la molécula blanco, en este caso especifico los
neuroreceptores Do y 5-HT9,. Si bien la afinidad puede cuantificarse en el laboratorio mediante
la obtencién de la constante de afinidad o inhibicién (Kj;), la actividad requiere de una medicién
relativa de la potencia, eficacia intrinseca y efectividad del farmaco [45-48]. En la Tabla 4.1 se

presentan los términos farmacolégicos mencionados con anterioridad.

Tabla 4.1: Términos clave en farmacologia tomados de las referencias [45-48].

Término Definicion Ejemplo

Afinidad Propiedad de un farmaco que El haloperidol presenta una afi-
describe su capacidad para unir- nidad de K; &~ 1 nM [49] por el
se a un receptor de manera cuan- receptor Ds.
titativa.

Potencia Cantidad o concentracién de Si para el dolor de cabeza, 5 mg

Eficacia intrinseca

Efectividad

farmaco necesaria para producir
un efecto determinado. A menor
dosis requerida, mayor potencia.

Propiedad del farmaco que des-
cribe el efecto que este tiene so-
bre la actividad del receptor, lo
cual puede conducir a un cam-
bio en la actividad celular. No se
puede medir directamente.

Grado de efectos benéficos en la
practica real.

del farmaco A tienen el mismo
efecto que 10 mg del farmaco B,
entonces el farmaco A es el doble
de potente.

La bromocriptina activa el recep-
tor Do (agonista), mientras que
el haloperidol lo inactiva (anta-
gonista).

El haloperidol es un antipsicotico
muy eficaz, pero poco efectivo si
se consideran sus efectos adver-
SOs.

Histéricamente, se ha definido a los agonistas como farmacos con afinidad hacia el receptor y
actividad intrinsica al devolver una respuesta por parte del receptor. Los antagonistas por el con-
trario, si bien son afines al receptor de interés, estos no producen una respuesta e incluso reducen la
probabilidad de unién de algun agonista [45]. El problema con estas definiciones es que actualmente
se sabe que los receptores son en cierto modo flexibles, pues aunque con baja probabilidad, pueden
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adoptar la conformacién activa sin necesidad de ligando [50]. A esta facilidad de cambio entre una
conformacién inactiva a una activa se le conoce como eficiencia de isomerizacién [45].

Estos cambios han requerido de nuevas definiciones que permitan determinar la actividad de un
farmaco méas como la capacidad de estabilizar ciertas conformaciones, razén por la cual actualmente
se ha acunado el término de agonista inverso. Tanto el agonista como el agonista inverso poseen una
eficiencia intrinseca excluyente, pues mientras que uno dirige al receptor a adoptar una conformacién
activa, el segundo la reprime. El antagonista por su lado, mantiene su definicién en no poseer eficacia
intrinseca [45].

Los esfuerzos actuales van dirigidos al disefio racional de farmacos antipsicoticos que tenga la
mayor eficiencia. De esta manera, su uso repercutird lo menos posible en la vida de los pacientes, que
ya de por si estdn comprometidos con la enfermedad. Existen muchos factores que desencadenan la
esquizofrenia y su estudio representa un desafio interdisciplinario, ya que es necesario comprender
la bioquimica del cerebro. Entre los trabajos que buscan criterios no relativos para determinar la
accién farmacoldgica esté la asociacion de descriptores de reactividad electrénicos como la capacidad
electrodonadora y electroaceptora [51,52].

Hipétesis dopaminérgica y serotoninérgica

El descubrimiento de los primeros antipsicoticos y el estudio de algunas drogas psicomiméticas
marcaron la pauta para proponer hipdtesis que explicaran la bioquimica del cerebro detras de la
esquizofrenia. La primera hipdtesis y la mas aceptada hoy en dia es la hipdtesis dopaminérgica,
la cual ha sido clave en el desarrollo de antipsicoticos. Hoy en dia, se conoce que la dopamina es
un neurotransmisor que participa en la regulacion del sistema neuromotor, el placer, el sistema de
recompensa y otros efectos en el comportamiento [9].

En primer lugar, los multiples estudios que se hicieron con anfetaminas mostraron que los adictos
presentaban un comportamiento psicotico cuando se les suministraban dosis altas de la droga.
Aquellos que ya tenfan un cuadro psicético empeoraban después del consumo de la droga [12,53].
Las anfetaminas se convirtieron entonces en moléculas modelo para la promocion de episodios
psicéticos con el objetivo de relacionar la esquizofrenia con la bioquimica del cerebro. Ensayos en
primates confirmaron que bajo los efectos de anfetaminas, exhibian comportamientos erraticos y
repetitivos, distanciamiento social, hipervigilia e hiperactividad [53]. Actualmente, se sabe que las
anfetaminas se encargan de liberar la dopamina de reserva e interaccionar con el transportador de
dopamina para invertir su funcionamiento, liberando dopamina en vez de capturarla [10,53].

Por otro lado, el descubrimiento de los antipsicéticos se dio con la sintesis de la clorpromazina,
desarrollada en la Segunda Guerra Mundial como molécula prueba en el desarrollo de nuevos anti-
histaminicos, la cual, luego de su administracién en pacientes, se observé que los mantenia con una
actitud calmada y somnolienta [9]. En 1959, se sintetiza el haloperidol, una butirofenona sintetizada
a partir de un analgésico opioide, cuyo efecto antipsicético era mayor al de la clorpromazina [12,54].

Los resultados obtenidos motivaron la busqueda de la causa de la esquizofrenia, lo que llevo entre
los anos 60s y 70s al descubrimiento del receptor Do, el cual ha sido considerado como el receptor de
la esquizofrenia [9]. El descubrimiento se dio a partir del uso de haloperidol marcado con el is6topo
tritio ([*H] haloperidol, en la notacién de moléculas marcadas isotépicamente). Los subsecuentes
experimentos con los receptores se hicieron con [*H] dopamina. Los resultados mostraron que no
todos los receptores interaccionaban con el [*H] haloperidol, lo que llevé a la conclusién de que
existen distintos tipos de receptores dopaminérgicos. Los que no interaccionan con el haloperidol se
les denominé receptores dopaminérgicos tipo 1, que engloba a los receptores D1 y D5, mientras que
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aquellos que si interaccionaban se les denominé receptores dopaminérgicos tipo 2, que incluye a los
receptores Do, D3 y Dy [9].

El estudio de las anfetaminas y los antipsicéticos arrojaron la formulacién de dos hipdtesis do-
paminérgicas que, posteriormente se combinaron. La primera establecia que la accién antipsicética
se debia al bloqueo de los receptores de dopamina tipo 2. La segunda relacionaba el exceso de dopa-
mina con la mayor parte de la causa de la esquizofrenia [55]. A partir de esta hipétesis, la estrategia
a seguir para tratar la esquizofrenia era a partir del bloqueo de los receptores dopaminérgicos tipo
2, principalmente el receptor Do, base en el desarrollo de los antipsicéticos de primera generacién y
aun algunos de segunda generacién [9, 54].

La hipétesis dopaminérgica ha sido esencial en el descubrimiento de la bioquimica cerebral detrés
de la esquizofrenia, pero no es la tinica propuesta ya que existen otros estudios que apuntan a la
importancia de otras vias de senalizacién [10,11]. Entre las propuestas, se destaca las controladas
por receptores serotoninérgicos del tipo 2, que tiene como caracteristica principal su relacién con la
generacién de alucinaciones, especialmente el neuroreceptor 5-HT9a [56-58].

Otra caracteristica observada es la afinidad de los antipsicéticos de segunda generacién al re-
ceptor 5-HT'94, la cual puede ser incluso mayor que la exhibida para los receptores dopaminérgicos,
por lo que se ha propuesto la relacién de la afinidad Dy /5-HT25 como criterio para el disenio de an-
tipsicoticos. Esta relacién tiene en su propésito la disminucién de los SEP, pues se ha observado que
disminuye su presencia en aquellos fArmacos que tienen una afinidad mayor al receptor 5-HT24 [59].

Actualmente, la tercera generacion de antipsicéticos se caracteriza por el agonismo parcial sobre
los receptores dopaminérgicos Do y D3, junto con efectos antagonistas sobre receptores serotoninérgi-
cos 5-HT94 [60]. Este perfil farmacoldgico confiere un efecto modulador sobre la via dopaminérgica
al evitar el bloqueo completo de los neuroreceptores en los circuitos estriatales, lo que favorece
la estabilizacion del estado de dnimo con una menor incidencia de efectos secundarios, ademas de
efectos sobre los procesos neurotroficos, es decir, aquellos relacionados con la protecciéon, manteni-
miento y plasticidad de las neuronas [60,61]. Entre estos farmacos se encuentran la lumateperona,
la cariprazina y el aripiprazol.

4.2. Receptores Acoplados a Proteinas G

El aspecto en comun que comparten los neuroreceptores Dy y 5-HTa, principales biomoléculas
blanco de los antipsicéticos, es que ambos pertenecen a una clase de proteinas denominadas Re-
ceptores Acoplados a Proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés), proteinas transmembranales
compuestas por siete hélices o que participan en las principales vias de senalizacién y de estructura
altamente conservada [19, 20, 50]. Estas proteinas son alostéricas, ya que su funcionalidad depen-
de de la interaccién con las seniales quimicas extracelulares, llamadas ligando, y una proteina G,
involucrada principalmente con la via de senalizacién de la adenil ciclasa (AMPc) y la via de la
fosfolipasa C [19,20] (Figura 4.1).

Existe una gran diversidad de GPCR, las cuales se encargan de captar las sefiales bioquimicas
del exterior: la secrecién de otras biomoléculas de importancia, la modulacién de las senales sinapti-
cas,la regulacién de funciones homeostaticas, cognitivas, sensoriales y conductuales, al grado de que
alrededor del 30 % de los fArmacos estdn destinados a este tipo de neuroreceptores [19,25,62].

La estructura terciaria general de los GPCR se encuentra sin cambios considerables. Los do-
minios que constituyen estos receptores son siete hélices o transmembranales, denominados TMx,
donde x es el nimero de hélice transmembranal (por ejemplo, la TM3 serfa la hélice 3), tres bucles
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Neurotransmisor

GPCR
a) Dopaminérgico
b) Serotoninérgico

GTP

Vias de sefalizacion

a) cAMP
b) Fosfolipasa C
C) Otras vias

Figura 4.1: Senalizacién celular mediada por GPCR. a) En la sefializacién neuronal se conocen como
neuroreceptores, los cuales reconocen la molécula sefial o neurotransmisor y la proteina G. b) Los cambios
conformacionales del GPCR permite el intercambio de GDP a GTP. c) Las subunidades de la proteina G se separan,
disparando diferentes vias de senalizacién.

extracelulares (ECL, por sus siglas en inglés), tres bucles intracelulares (ICL, por sus siglas en inglés)
y una hélice intracelular (H8). También se conocen los dos sitios de unién, los cuales se ubican entre
la TM3, TMb5, TM6 y TM7 del lado extracelular y los bucles ICL2 e ICL3 para el ligando senal
y la proteina G, respectivamente [19,50]. Ademds, estudios recientes muestran que la hélice TM3
funciona como eje de los cambios conformacionales importantes en la activacion del receptor, pues
en ella se presentan la mayor cantidad de interacciones interhelicoidales [32]. Alrededor de la TM3,
se observa mayores cambios en las hélices TM5,TM6 y TM7 mientras que las hélices restantes se
muestran sin variaciones considerables [32] (Figura 4.2).

Se calcula que existen alrededor de 800 GPCR, la mayoria intermediarios de respuestas olfatorias
[62] v que se reparten en cinco familias: la familia A o de la rodopsina, la cual es la més extensa y
de mayor estudio pues cuenta con alrededor del 84 % de los receptores [63]; la familia B, donde se
encuentran los receptores de secretina; la familia C o del glutamato, fundamentales en varios procesos
neuronales; la familia F o receptores Frizzled; y la familia de los receptores de adhesién [50,64,65].

Dentro de la familia A (o de rodopsina) se encuentran los receptores aminérgicos, los cuales tie-
nen un ligando natural un derivado de algiin aminoécido, tales como los receptores adrenérgicos (L-
adrenalina), muscarinicos (acetilcolina), histaminérgicos (histamina), dopaminérgicos (dopamina) y
serotoninérgicos (serotonina) [21-23]. Para efecto de los antipsicéticos y su relacién con la esquizo-
frenia, se han identificado a los receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos (5-hidroxitriptamina)
como los encargados de regular muchas de las actividades sindpticas cerebrales y relacionados con
la esquizofrenia, especialmente los receptores dopaminérgicos D2 y serotoninérgicos 5-HT; y 5-
HT, [15].

Ya que los GPCR proceden de una estructura terciaria comin con residuos altamente conserva-
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Figura 4.2: Estructura terciaria de los GPCR, con los motivos més importantes. Las regiones TM son las hélices
transmembranales, mientras que S.U. es el sitio de unién del ligando.

dos, en su estudio se ha convenido en el uso de una numeracién especial propuesto por Ballesteros-
Weinstein [28], la cual permite identificar y comparar los residuos que iteraccionan con los ligandos,
aquellos que han sufrido de una mutacién e identificar motivos que pueden asociarse al mecanismo
de activacién de los GPCR de una manera mas versatil.

La numeracién consiste en lo siguiente:

» El niimero principal corresponde a uno de los dominios del receptor (hélices transmembranales
1-7 , bucles extracelulares, bucles intracelulares y hélice intracelular 8)

e Si el residuo se encuentra en una de las hélices a;, se le asignard el nimero de dicha hélice
(1-7).

e Si el residuo se encuentra en un bucle, se colocan los ntimeros de las hélices que son
conectados por dicho bucle. Por ejemplo, si el bucle conecta las hélices 4 y 5, se asignard
el ntimero 45.

= El nimero secundario se asignara con respecto a la posicién del residuo més conservado
separado por un punto.
e Al residuo més conservado de cada zona se le asignara el niimero 50.
e La numeracién disminuird en direccion N-terminal por una unidad y aumentard una

unidad direccién C-terminal.

En este trabajo también se ha optado por emplear esta numeracién para etiquetar los residuos
de los GPCR, principalmente para mantener la convencién utilizada en gran parte de la literatura
especializada.
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Microinterruptores y microdominios de los GPCR aminérgicos

Los GPCR en general poseen una estructura secundaria y terciaria altamente conservada, por lo que
su mecanismo de activacion parece ser comun, aunque desconocido hasta el dia de hoy. Los estudios
con los que se cuenta han identificado ciertas regiones conservadas de estas proteinas (motivos) que
podrian estar relacionadas a su participacion en el cambio conformacional de la proteina activa. Esto
les ha valido el nombre de microinterruptores, pues se piensa en ellos como regiones de encendido
y apagado [24-26]. Los cuatro motivos que se tienen identificados como microinterruptores son los
siguientes, haciendo mencién que las maytusculas indican que el residuo es altamente conservado en
este microinterruptor:

(d/e)Rg. En este motivo, el residuo de arginina R 3.50 (Los residuos se etiquetan segin la
numeracién de Ballesteros-Weinstein) forma interacciones electrostéticas con el dcido glutdmi-
co Glu 6.30, por lo cual se le ha denominado interruptor iénico; se encarga de estabilizar las
conformaciones inactivas [25]. La ruptura de este microinterruptor también da lugar a la in-
troducciéon de moléculas de agua y la preparacién del acoplamiento de la proteina G. Este
microinterruptor se ubica entre las hélices TM3 y TMS6 en la regién citoplasmatica.

= CwxP. Este sitio ha sido identificado como un interruptor de transmision, pues a partir de
estudios cristalograficos se ha observado la rotacion de la hélice TM6 a partir de estos residuos
en el proceso de activaciéon de la rodopsina. Su caracteristica principal es que se encuentra
entre el sitio de unién de ligando y una zona intermedia [34].

= PIF. Este sitio es identificado como un conector entre el sitio de unién de ligando y el sitio
de unién de la proteina G [34]. Existe una cercania de los residuos de isoleucina Ile 3.40 y
fenilalanina Phe 6.44, propios de este motivo con el microinterruptor CwxP, por lo que se
le considera importante en el movimiento de la hélice TM6, y algunos investigadores han
propuesto que se trata de un solo complejo PIF/CwxP [34].

= nPxxY. Este motivo se ubica en la hélice TM7 y se le asocia a su residuo tirosina Tyr 7.53,
el cual actia como una barrera hidrofébica y que se rompe al momento de activarse. Esta
ruptura permite la reorganizacién de las moléculas de agua y posterior formacién de una red
de puentes de hidrégeno hacia el sitio (d/e)Rg y las subunidades de proteina G [25]. Por esta
razén se le ha dado el nombre de microinterruptor de tirosina. Se ha observado que la parte
terminal de esta hélice sufre un pliegue en direcciéon al sitio de unién de la proteina G debido
a la prolina Pro 7.50. Este plegamiento ha sido de interés porque este sitio es uno de los que
ha definido los diferentes estados conformacionales intermedios de las GPCR. [24,25,50].

La Figura 4.3 muestra la localizacion de los microinterruptores en los GPCR. Se destaca la
relevancia de las hélices TM3 y TMG6, pues en ellas se encuentran involucrados dos microinterrup-
tores. La TM3 se ha identficado como parte del sitio de unién del ligando y como hélice eje, pues
es donde se dan la mayor cantidad de interacciones interhelicoidales. La TMG6, por su parte, es la
hélice que presenta mas cambios conformacionales, tanto rotacionales como traslacionales. Entre la
TM3 y la TM6 podemos ubicar a los dos sitios de unién tanto de ligando como de proteina G, asi
como la ubicacién de los microinterruptores iénico y de transmisién. Actualmente, se cuenta con
investigaciones tanto experimentales como tedricas de estos sitios que han ayudado a aclarar su
participacién en el mecanismo de activacién [66-68].
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Figura 4.3: Microinterruptores de los GPCR aminérgicos. Los residuos en ”x”significa que puede ser cualquier
aminodacido. En el caso de los receptores serotoninérgicos tipo 2, en el microinterruptor de transmisién estd presente
una metionina en vez de una cisteina.

Otras regiones de interés se han encontrado dentro de los receptores aminérgicos y que pertenecen
a la cavidad principal, los cuales son denominados microdominios. Su atenciéon recae en que la
acumulacién de un tipo de residuos puede promover cierto tipo de interacciones con el ligando,
como son los puentes de hidrégeno (microdominio de serinas), puente salino (microdominio Asp)
o interacciones de tipo m (microdominio aromético). Este dltimo podria estar relacionado con el
movimiento de la TM6, debido a que el Trp 6.48 esta relacionado con este microdominio y el
microinterruptor CWxP [27].

De los tres microdominios mencionados anteriormente, el microdominio del aspartato tiene su
nombre por el residuo Aspartato 3.32, localizado en la hélice transmembranal TM3 y que es parti-
cular de los GPCR aminérgicos por ser el inico aminoacido acido de la cavidad con la capacidad
de formar un puente salino con alguna amina cargada propia del ligando [27,29]. Esto es posible si
el farmaco poseé un grupo con un pK, que, a condiciones fisiolégicas, favorezca su protonacion. En
la Tabla 4.2 se presentan los neurotransmisores candnicos o endégenos de los GPCR aminérgicos.
La excepcion de entre los neurotransmisores presentados es la acetilcolina, la cual tiene como grupo
funcional un catién de amonio cuaternario permanente, esto es, independiente del medio.
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Tabla 4.2: Algunos neurotransmisores que funcionan como intermediarios en vias de senalizacién mediadas por
GPCR aminérgicos.

Molécula Nombre Neuroreceptor blanco Aminoacido precursor pK,
OH
J—G“
HaN- Dopamina Dopaminérgicos Tirosina 9.27
OH
_NH, H OH
o« Adrenalina (Epinefrina) Adrenonérgicos Tirosina 8.91
+ -OH
o : p-Tiramina TAAR; Tirosina 9.66
H3N*
OH
4
NH Serotonina Serotoninérgicos Triptéfano 10.00
(5-hidrtoxitriptamina)
HaN> _
N
NHY Histamina Histaminérgicos Histidina 9.58
HC_ CHa CH,4
N
N
i’ 0/go Acetilcolina Muscarinicos Colina y acetil-CoA -

4.3. Interacciones no covalentes

Para hablar de la modulacién de las conformaciones activas o inactivas de los GPCR mediante un
ligando, es necesario partir de las interacciones que se forman, las cuales son de menor magnitud
que el enlace covalente, energéticamente hablando, aunque de gran importancia en la materia que
nos rodea. A este tipo de interacciones se les conoce como interacciones no covalentes y poseen una
gran relevancia en las biomoléculas.

De entre todas las interacciones no covalentes, los puentes de hidrégeno son interacciones de
gran interés por su naturaleza electrénica, por lo que actualmente siguen siendo objeto de estudio.
Ademis, en los sistemas vivos, son uno de los principales reguladores de la funcionalidad y estructura
de las proteinas. Historicamente, los puentes de hidrégeno han sido conocidos como la interaccion
resultante de dos heterodtomos electronegativos A y B mediados por un dtomo de hidrégeno (A-H--
-B), en donde los heterodtomos participantes son principalmente O, N y F [69].

Desde 1902, ya se reconocia esta interaccién como Nebrenvalenz o valencia secundaria, identifi-
cada en las sales de amonio [70]. Es Pauling quien reconoce a Latimer y Rodebush como los autores
que acunaron el término hydrogen bond o enlace de hidrégeno en 1920, a partir del estudio del
agua. Ellos le dotaron de caracter “débil” a la interaccién, debido a que desafiaba de algiin modo la
regla del octeto de Lewis [69,70]. También Pauling en su libro The nature of the chemical bond de
1939 [71], expone algunas ideas concernientes hacia el puente de hidrégeno, en donde concluye que
la naturaleza del puente de hidrégeno es principalmente de tipo electrostatica, aunque también llegd
a atribuirle de manera minima un comportamiento de tipo covalente (alrededor del 5 %) [69,70]. La
IUPAC ha definido los puentes de hidrégeno de la siguiente manera [69]:
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Una forma de asociacién entre un atomo electronegativo y un atomo de hidrégeno unido
a un segundo atomo relativamente electronegativo. Este es considerado como una inter-
accién electrostatica intensificada por el tamano pequeno del hidrégeno, el cual permite
una proximidad de las cargas o dipolos interactuantes. Ambos dtomos electronegativos
son usualmente (pero no necesariamente) del segundo periodo de la tabla periddica, i.e.,
el N, O, o F. Los enlaces de hidrégeno pueden ser intermoleculares o intramoleculares.
Con pocas excepciones que usualmente involucran al fldor, las energias de asociacion
son menores a 20-25 kJ/mol (5-6 kcal/mol).

Actualmente, a los puentes descritos de esta manera se les conoce como puentes de hidrégeno
clasicos o convencionales. La razén de la distincién ha sido porque actualmente se cuentan con evi-
dencias de otros puentes de hidrégeno que rompen con el esquema descrito por la IUPAC. Evidencia
recolectada sobre interacciones CH- - -C y CH- - - han definido la existencia de otros puentes de
hidrégeno con una naturaleza energética casi indistinguible de otras interacciones van der Waals,
denominados como puentes de hidrégeno no convencionales [70,72]. Por lo anterior, en el 2011 se
hace una recomendacién a la IUPAC para que se realice un cambio en la definicién del puente de
hidrégeno [73]:

El enlace de hidrégeno es una interaccién atractiva entre un atomo de hidrégeno de una
molécula o un fragmento molecular X-H en el que X es mas electronegativo que H, y un
atomo o un grupo de atomos en la misma molécula o en una diferente, en los que hay
evidencia de formacién de enlaces.

Ademsds de la evidencia que se pueda mostrar sobre la existencia de un puente de hidrégeno,
otro punto de interés es el entendimiento de la naturaleza del puente de hidrégeno, de donde
surgen dos perspectivas: la primera intenta descomponer la naturaleza del puente de hidrégeno en
contribuciones de caracter electrostatico, polarizacion, transferencia de carga, dispersién y repulsién,
mientras que en la otra se considera la imposibilidad de dividir su naturaleza en contribuciones
especificas [69, 74].

Existen otras variantes de puentes de hidrégeno que se han identificado en sistemas i6nicos, por
lo que la contribucién electrostatica toma importancia, y que se ve reflejada en una mayor energia
de interaccién en comparacién con otros puentes de hidrégeno. A estos puentes de hidrégeno se les
denomina puentes de hidrégeno asistidos por carga (CAHB, por sus siglas en inglés) y se dividen
en tres tipos : CAHB+ si el donador esté cargado, CAHB- si el aceptor esta cargado y CAHB+/- o
puentes asistidos por doble carga cuando ambos dtomos se encuentran cargados [75]. Los CAHB+/-
son ampliamente reconocidos en Bioquimica por su papel en la estabilizacién de las estructuras
secundaria y terciaria de las proteinas [76]. Estas interacciones se presentan predominantemente en
las proteinas como NTH---O", los cuales se establecen entre residuos dcidos, como el 4cido glutdmico
y el acido aspértico, y residuos bdsicos, como arginina, lisina e histidina [76].

En el area de la bioquimica, estas interacciones son conocidas como puentes salinos, aunque en
el libro The Nature of the Hydrogen Bond de Gilli y Gilli [75], uno de los referentes en el estudio de
puentes de hidrégeno, ha exportado este término para referirse a los CAHB+/- en general, y que
ha sido adoptado en trabajos de otras dreas de la Quimica [77]. Entre las investigaciones tedricas
hechas para comprender la naturaleza del puente salino ha sido el andlisis geométrico del enlace,
asi como célculos de la Quimica Cuantica a nivel de MP2 y la QTAIM, la cual se abordard maés
adelante [44,76,77].
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En cuanto a las interacciones proteina ligando, a partir de estructuras cristalograficas dispo-
nibles en el Protein Data Bank, se ha encontrado que la interaccién NTH--- O™ que existe entre
un aminodcido del tipo 4cido cargado y la amina cargada del ligando estd presente en un 7% en
proteinas de membrana, como es el caso de los neuroreceptores [76]. La revisién de las estructuras
cristalograficas disponibles de los receptores Do y 5-HT5p concuerdan con lo revelado en ese estudio,
tomando en cuenta que los ligandos poseen un valor de pKa mayor a 8.0 en el grupo amina, por
lo que en solucién se encuentran cargados en mayor proporcién. También es el caso de modelos
tedricos como el receptor Dy con dopamina [78]. La naturaleza del puente salino que se forma entre
el aspartato Asp 3.32 y los antispicéticos podria dar pistas acerca de su actividad farmacoldgica.

Por 1ltimo, existen otras interacciones no covalentes, como las fuerzas de dispersién de Lon-
don, que también son relevantes para la estructura y funcién de las proteinas, asi como para el
reconocimiento de ligandos.

4.4. Metodologias de la Quimica Teorica

Para el estudio de las interacciones no covalentes entre una proteina y un ligando de interés, la
Quimica Teorica ofrece herramientas metodolégicas que permiten predecir y analizar estas inter-
acciones bajo condiciones que serian dificiles de reproducir en el laboratorio, asi como explorar
escenarios o variaciones que complementan el conocimiento disponible sobre el sistema. La eleccion
de cada una de las metodologias depende del nivel de descripcion a la que se pretende llegar. En
el estudio de estructuras quimicas donde existe una interaccién entre biomoléculas y ligandos de
interés biolégico, se requiere de una descripciéon macromolecular, ideal para describir su estructura y
funcionalidad. Por otra parte, la naturaleza electrénica de las interacciones no covalentes requieren
una descripcion cuantica del sistema.

A continuacién, se hard una breve mencién de las metodologias funcionales que ofrece la Quimica
Teorica para el analisis estructural de las proteinas y de la descripcién de interacciones no covalentes
en complejos proteina-ligando.

4.4.1. Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas

La Teoria Cuéntica de Atomos en Moléculas (QTAIM), desarrollada por Richard Bader [43], propor-
ciona un marco teérico para relacionar la densidad electrénica (p(r)) con la estructura y propiedades
quimicas de las moléculas. Esta teoria permite definir a los 4tomos en una molécula, su estructura,
asi como el enlace quimico, las interacciones no covalentes a partir de la topologia de la densidad
electrénica, ofreciendo una descripcién rigurosa y cuantitativa de las interacciones covalentes y no
covalentes.

La densidad electrénica es una funcién que describe la probabilidad de encontrar un electrén en
una regién del espacio tridimensional. A diferencia de la funcién de onda, la densidad electrénica es
un observable fisico, por lo que puede determinarse tanto experimental como tedricamente. De ma-
nera experimental, puede obtenerse mediante técnicas de difraccién de rayos X, las cuales permiten
reconstruir mapas de densidad electronica en moléculas y cristales; mientras que, desde el punto de
vista tedrico, puede calcularse a partir de métodos de estructura electrénica a distintos niveles de
teoria, como la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés). La relacién
entre la densidad electrénica y la funcién de onda se muestra en la ecuacién 4.1.
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p(r) = N/' . ‘/daldxz o dxn ™ (x; X)) (x; X) (4.1)

La densidad electrénica, p(r), proporciona informacién sobre la distribucién electrénica local,
mostrando, por ejemplo, la concentracién de densidad en los nticleos (atractores nucleares), donde
se forman maximos locales o cuspides, asi como en las regiones internucleares. Por su parte, el
gradiente de la densidad, Vp(r), define las trayectorias de flujo de la densidad, que indican cémo
se distribuye y dirige la densidad en el espacio. Una propiedad particularmente importante es que,
a partir de estas trayectorias, es posible definir un atomo dentro de una molécula, mediante la
construccién de su superficie de flujo cero, la cual cumple la condicién:

Vp(r) -n(r) =0 (4.2)

donde n(r) es el vector normal a la superficie interatémica en el punto r. Esta superficie delimita de
manera precisa la regién de influencia de cada nicleo, definiendo asi la frontera entre cada atomo.

Otra relacién que se obtiene a partir de Vp(r) es la localizacién de los puntos criticos de la
densidad, los cuales se definen como los puntos del espacio donde Vp(r) = 0. Estos corresponden a
regiones de maxima y minima densidad electrénica, asi como a puntos de inflexién o puntos silla.
Los puntos criticos permiten identificar las posiciones nucleares, predecir la existencia de enlaces
quimicos e interacciones no covalentes, asi como delimitar zonas de baja densidad electrénica. Para
su caracterizacién, se evalia la curvatura en los puntos criticos mediante la matriz hessiana (ecuacién
4.3).

>p(r)  Pp(r) *p(r)
a<29:):2 a@Qx@y 6829082'
H(re) = | Grm o) Gr0 (4.3)
Fp(r)  O%p(r) Pp(r)
0z0x 020y 022

A partir de la diagonalizacién de la matriz hessiana, se definen dos descriptores para los puntos
criticos, el rango w y la firma o: el rango se obtiene contando el nimero de autovalores distintos
de cero, mientras que la firma es la suma algebraica de los signos de los autovalores. La manera en
cémo se etiquetan los puntos criticos es (w, o), lo que permite clasificar los puntos criticos en cuatro
tipos principales:

» (3,-3) Todas las curvaturas en p(rqp,) son negativas, por lo que la densidad se comporta como
maximo local. Esto es un indicador de la presencia de un electroatractor o nicleo (ncp).

= (3,-1) Dos curvaturas en p(rcp) son negativas, por lo que la densidad se comporta como un
maximo local en el plano donde estan definidas. Este punto critico estd asociado a la presencia
de un enlace, por lo que es denominado punto critico de enlace (bcp).

= (3,41) Dos curvaturas en p(re,) son positivas, por lo que la densidad se comporta como un
minimo local en el plano donde estédn definidas, se le denomina punto critico de anillo (rcp),
ya que se encuentran cominmente en estructuras moleculares ciclicas.

» (3,+3) Todas las curvaturas en p(re,) son positivas, por lo que la densidad se comporta como
minimo local. Es nombrado como punto critico de caja (ccp). Estos puntos son identiflicables
en estructuras como el fulereno.
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De los cuatro puntos criticos descritos, los (3,-1) denominados puntos criticos de enlace (bcp
por sus siglas en inglés bond critical point), se relacionan directamente con el concepto de enlace
quimico, ya que su presencia indica que hay interaccién entre dos dtomos.

A partir de la direccién de maximo flujo de densidad electrénica, determinada por el gradiente
Vp(r), es posible trazar las trayectorias de enlace. Estas trayectorias conectan los atractores nuclea-
res con los BCP, mostrando la direccion preferente de acumulacion de densidad entre los atomos. El
conjunto formado por los puntos criticos y su conexién mediante trayectorias de enlace se denomina
grafo molecular, y proporciona una representacion topoldgica de la conectividad atémica. De este
modo, la QTAIM brinda un marco tedrico para definir la estructura molecular a partir del grafo
molecular.

La conectividad resultante no se asocia exclusivamente a enlaces covalentes de pares compartidos,
sino que también puede reflejar interacciones no covalentes, también denominadas de capa cerrada
como lo son el enlace i6nico, metalico, de coordinacién, interacciones no covalentes como los puentes
H e interacciones van der Waals [44]. La distincién entre estos casos se evaliia a partir de descriptores
topoldgicos de la densidad electrénica y de criterios energéticos en los puntos criticos de enlace (bcp),
que permiten caracterizar la naturaleza de la interaccién.

Una de las primeras descripciones se establece mediante el laplaciano de la densidad electrénica
V2p(r), la cual se obtiene a partir de la suma de los eigenvalores del hessiano V2p(r) = A1 + Ay + As3.
El sentido quimico que se le da al laplaciano es la concentracién electrénica local (V2p(r) < 0) en
el punto critico de enlace, o la dispersién electrénica local (V2p(r) > 0), por lo que es un primer
descriptor que permite la discriminacién entre el enlace covalente (concentracién electrénica local)
y las interacciones no covalentes (dispersion electrénica local), respectivamente.

También se pueden obtener descriptores de energia local a partir del laplaciano por el teorema
del virial local y la ley de la conservacion de la energia. Para una geometria de equilibrio, este
teorema se expresa como:

1V7p(r) = 26(x) + V(r) (4.4)

donde G(r) y V(r) son las funciones que representan la densidades de energia cinética y potencial
respectivamente. Ademaés, es posible obtener la densidad de energia electrdnica total del sistema
H(r) mediante:

H(r) =G(r)+V(r) (4.5)

Se ha observado que las interacciones de capa compartida presentan un valor de V (r) mayor a
G(r), contrario a las de capa cerrada. Esto se visualiza mejor a partir del signo de H(r), ya que
cuando V(r) es predominante, H(r) < 0, relaciondndolo con la presencia de un enlace covalente,
caso contrario cuando H(r) > 0, que se relaciona con una interaccién no covalente. Otra forma
de designar el caracter de una interaccién es mediante la relaciéon |-V (rpep)| /G(rpep), que para
valores mayores a 1, describe la presencia de una interacciéon no covalente. Por dltimo, una de las
primeras propuestas para cuantificar el grado de covalencia o de interaccion debil es mediante el
grado de enlace (Bond Degree o BD, por sus siglas en inglés), definido como H(r)/p(r) [79].

El caso de los puentes de hidrégeno es especial, debido a que es posible identificar un espacio
intermedio donde V2p(r) > 0 y H(r) < 0, por lo que se habla de puentes de hidrégeno con un
caracter mas covalente [80]. A partir de los descriptores de la densidad y energéticos se puede
clasificar el tipo de interaccién en los puntos criticos de enlace como compartidas y de capa cerrada
[44], como se muestra en la Figura 4.4. Por tanto, el anédlisis diferencial de la QTAIM brinda
informacién variada sobre la estructura y las interacciones existentes, principalmente en el estudio
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de los puntos criticos de enlace, de interés para el analisis de interacciones no covalentes con un
enfoque local.

Uno de los esfuerzos dentro de la QTAIM ha sido relacionar los puntos criticos de enlace con
la fuerza de enlace. Espinosa y col. [81] proponen, como primer acercamiento, la relacién entre
la densidad de energia potencial en el punto critico de enlace con la energia de interaccién en
los puentes de hidrégeno. Su estudio fue realizado a partir de cristales moleculares que presentan
interacciones de tipo NH---O, OH---O y CH---0O. De acuerdo con los resultados obtenidos, a
partir de la comparacién de la energia de disociacién, D., y la energia potencial local en el punto
critico, Viep, a una aproximaciéon de D, = 1/2Vj, . Esta expresién ha sido utilizada como una
primera aproximacién de la energia de interaccion de puentes de hidrégeno convencionales, aunque
tiene sus limitaciones [79].

’

;

Puep alto Enlace covalente
Capa Phep alto Viep <0
compartida V2 0hep < 0 YIVi| > Gy { Enlace covalente
Hy, <0 dipolar*
\
( ( Enlace de
Puntos coordinacion
criticos de Hyep <0 Enlace metélico
enlace < (Transicién)
(bep) |He| ~0 Puente de hidrégeno
\ parcialmente covalente
Puep bajo Viep < 0
Capa cerrada V201 > 0 Y Viepl = Gy ‘
Enlace iénico
glb:pr; 0 { Puentes de hidrégeno
Interacciones
L L \ van der Waals

Figura 4.4: Interpretacion quimica de los puntos criticos de enlace de acuerdo con los descriptores de la densidad y
de energia local. La clasificacién se tomé de las ref. [44,79,80]

Ademds de QTAIM, se han propuesto otras metodologias basadas en campos escalares de la
densidad electrénica, que permiten identificar y caracterizar interacciones no covalentes, como el
indice NCI (Non-Covalent Interactions por sus siglas en inglés), el cual se fundamenta en el gradiente
reducido de la densidad s(r) definido en DFT y que, a partir de sus isosuperficies permite representar
de manerta visual la naturaleza de las interacciones presentes en un sistema quimico. El desarrollo
de nuevos campos escalares complementaria la informacién obtenida en la descripcion que brinda

QTAIM.

4.4.2. Dinamica Molecular

En los calculos de estructura electrénica, la cantidad de atomos es un factor critico, ya que el costo
computacional aumenta fuertemente con el tamafnio del sistema. En este sentido, las biomoléculas
como proteinas y cadenas de ADN poseen un niimero de dtomos considerable, en el orden de 1,000-
10,000 atomos. Para describir estas macromoléculas de manera eficiente, es conveniente utilizar
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aproximaciones cldsicas. La Dindmica Molecular (DM) consiste en la resolucién de las ecuaciones
de movimiento de Newton mediante el uso de campos de fuerzas, con el fin de obtener propiedades
fisicoquimicas y el comportamiento mecanoestadistico del sistema a nivel macromolecular. Para un
sistema clésico, el cual es el mas adecuado para sistemas masivos como las biomoléculas, la ecuacion
de Newton se escribe de la siguiente maneras:

dzl‘i

Fi = m;a; =

donde F; es la fuerza sobre la particula i, m; es la masa de la particula ¢ , a; es la aceleracién de la
particula i. En términos del campo de fuerzas visto en la seccién de mecanica molecular, la ecuacion
se escribe como:

Fi = —ViU(I'l, ro... I'N) (47)

Para la resolucién de las ecuaciones de movimiento, el esquema de Verlet es el mas usado [82].
El algoritmo usado para obtener las posiciones y velocidades en cada paso de la dindmica son las
siguientes:

ri(t + At) = 2r(t) — ri(t — At) + Fi—@AtQ (4.8)
() = ri(t + At)Qgtri(t — At) (4.9)

donde r;(t), v;(t) y a;(t) son la posicién, la velocidad y la aceleracién de la particula 7 en el tiempo
t respectivamente; m; es su masa, F;(t) es la fuerza que actiia en esa particula, y r(t — At) es
la posicién de la particula actualizada debido al paso del tiempo, At. A partir de las velocidades
es posible obtener la energia cinética y, consecutivamente, algunas propiedades de estado como la
presion y la temperatura.

En la DM clésica, las fuerzas son modeladas de manera simplificada a través de los denominados
campos de fuerza, donde los atomos se tratan como particulas rigidas conectadas por resortes para
modelar los enlaces covalentes, mientras que las interacciones no enlazantes pueden describirse
mediante potenciales de tipo Coulomb y Lennard-Jones. Esta formulacién permite simular tanto
las interacciones covalentes como las no covalentes, conservando la estructura y la dindmica de
biomoléculas complejas con un costo computacional manejable. El esquema general de los campos
de fuerzas es el siguiente:

elongamiento lezion torsié l

U(ri,ry...ry) =Y UG™ + Y UL 4N S gtersion N " e enlace (4.10)
2% 1,5,k n 2

donde los tres primeros términos energéticos representan la energia de enlace debida al cambio en

la longitud de enlace, su dngulo y dngulo dihedro (elongacion, flexién y torsién); y el cuarto término

a las interacciones no enlazantes. Los términos energéticos mas basicos de elongamiento (Ec. 4.11)

y flexién (Ec. 4.12) se pueden modelar a partir de la ecuacién de un oscilador arménico simple:

1

Uelongamiento — iklj (l _ le)2 (411)
exion 1
G = ki (i — e)? (4.12)
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donde k;; y k;jx son las constantes que representan la resistencia del 4&tomo de desviarse de la posicién
de equilibrio por elongamiento /. o cambio del dngulo 6,; l;; es la distancia entre los dtomos 7 y j;
y 8iji es el dngulo que existe entre tres dtomos.

La torsién se modela a partir de la serie de fourier truncada de la siguiente forma:

{ytorsion _ 3 Z Vi [(1 + cos(nw — dy,)] (4.13)

donde n es el numero de periodos de la funcién de torsion, w es el angulo diedro y d, es un término
de fase o desfase.

Para las interacciones no covalentes o no enlazantes se utilizan el potencial coulémbico (Ec. 4.14)
y de Lennard-Jones (Ec. 4.15), los cuales dependen esencialmente del inverso de la distancia r elevado
a un coeficiente dependiendo de la interaccion que representan. Las ecuaciones correspondientes se
escriben de la siguiente manera:

VC’oulomb _ ke 4192 (414)
T

=) ()] @y

Ademds de las interacciones descritas, los campos de fuerzas se construyen dependiendo del
sistema en estudio. Para proteinas y otras biomoléculas relevantes, los campos de fuerzas AMBER,
CHARMM, GROMOS, y OPLS han sido utilizados por més de cuarenta anos [83].

En biomoléculas, el nivel de resolucién estructural es importante dependiendo el nivel de detalle
v lo que se pretende investigar. Los campos de fuerza atomisticos son los preferidos en el estudio de
biomoléculas debido a que representan explicitamente toda su composicién atémica. Esto permite
una descripcién mas detallada de las interacciones atémicas individuales, en comparacién con la
representacion por grupos de dtomos, y resulta especialmente til para estudiar el acoplamiento
proteina-ligando en simulaciones a escala de nanosegundos (ns). Con la aceleracién por GPUs, es
posible alcanzar mayores tiempos de simulacién [39,84]. Sin embargo, alcanzar escalas de micro-
segundos (us) sigue siendo computacionalmente costoso, lo que limita la descripcién de cambios
conformacionales més drésticos, como la activaciéon o inactivaciéon de receptores. Una estrategia
viable consiste en realizar simulaciones atomisticas de diferentes conformaciones representativas.

Por otro lado, los campos de fuerza de grano grueso se emplean en simulaciones de dindmica mo-
lecular de mayor duracién (~ 1us), permitiendo explorar propiedades cualitativas y macroscopicas,
como la elasticidad de membranas o la reorganizacion lipidica, en lugar de detallar interacciones
quimicas especificas [39,84]. Una mejora notable en este tipo de aproximacién para sistemas lipidicos
la ofrecen los campos de fuerza Martini, que incluyen una amplia parametrizacién de fosfolipidos y
facilitan la construccién de membranas mas complejas y realistas [85,86].

Actualmente, en la construccién de membranas biolégicamente relevantes para los GPCR, se
busca una aproximacién a la composicién celular real y la funciéon que realizan, ya que hay evidencia
que apunta a su cercana participacién en la activacion e inactivacién con respecto a la composicion
celular. [38-40,87]. En ese sentido, los modelos atomisticos presentan ventajas por sobre los de grano
grueso. El tamano de mebrana y la asimetria en la composicion es importante, ya que hay efectos
de tamafio finito que afectan a los resultados de la membrana. Escalas que rondan los 150 ~ 500nm
de longitud son apropiados y recomendados para membranas [39,84,87]. La tarea de modelado de
sistemas protéicos embebidos en una membrana se ha simplificado con herramientas visuales como
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CHARMM - GUI, el cual ha estandarizado la construccién de membranas multicomponentes para
varios cédigos como AMBER, NAMD o GROMACS [84, 88].

4.4.3. Acoplamiento molecular Proteina - Ligando

Si bien existen bases de datos que permiten obtener estructuras cristalinas de proteinas con algu-
nos ligandos comunes, en el disenio de farmacos frecuentemente es necesario trabajar con ligandos
modelos. En ese contexto, el acoplamiento molecular o docking se ha consolidado como una de las
técnicas principales, ya que permite predecir los modos de interaccién més probables entre una
molécula ligando y su molécula blanco a partir de sus estructuras independientes. Por esta razén,
actualmente el acoplamiento molecular constituye una metodologia estandar en el estudio y disefio
de farmacos [89-91].

La técnica consiste en un algoritmo que evaliia una energia de interaccién por cada conformacién
o pose del ligando en la macromolécula. Esta energia se obtiene de una funcién llamada de puntaje
(scoring en inglés) y se pueden identificar tres tipos: aquellas basadas en campo de fuerzas, funciones
empiricas y pontenciales estadisticos [89,91]. Esta funcién tiene como principal objetivo discriminar
entre las diferentes poses que puede adoptar el ligando y predecir la méas probables.

El desarrollo de mejores funciones de puntaje ha sido un drea de desarrollo esencial en el acopla-
miento molecular, ya que a partir de ellas se realizan al menos tres operaciones clave: La prediccién
de la pose del ligando, dar una medicion relativa de la afinidad de la molécula y la discriminacién
de diferentes moléculas y poses de aquellas con posible actividad farmacolégica (cribado molecu-
lar) [89]. Se prefiere el uso de la palabra relativa y no absoluta, ya que las energias obtenidas por esta
funcién de puntaje no reproducen de manera fiel la afinidad de la molécula, aunque la perspectiva
actual es el diseno de funciones que permitan relacionar propiedades fisicoquimicas con la actividad
bioldgica de los ligandos.

Actiualmente se reconocen tres tipos de acoplamiento molecular [89,90] :

= Rigido: En el que el receptor se considera una estructura rigida, mientras que se prueban las
conformaciones del ligando mediante la exploracién de los grados de libertad de rotacion y
traslacién.

» Ligando flexible: Es el acoplamiento mas comtn, en el cual se consideran todos los grados de
libertad del ligando.

= Flexible: Se exploran todos los grados de libertad del ligando, mientras que para el receptor
puede ser de manera total o parcial, como, por ejemplo, algin residuo protéico de interés.
Esta operacién demanda mayores recursos computacionales.

Entre las paqueterias mas usadas estd Autodock Vina (o simplemente Vina), GOLD, MOE-
Dock y Rosetta. Autodock Vina y su predecesor Autodock4 (AD4) [92] tienen como base una
funcién de puntaje parametrizada empiricamente, con algunas diferencias. La primera diferencia
estd en su algoritmo de busqueda de poses: AD4 usa un algoritmo genético de busqueda local, de
naturaleza estocastica; mientras que Vina utiliza un algoritmo de btsqueda iterativa basado en
el gradiente (algoritmo Broyden—Fletcher—Goldfarb—Shanno) [93]. En cuanto a la reproduccién de
poses: se encontré que para 190 complejos proteina-ligando, Vina ha mostrado reproducir el 78 % de
las poses dentro de un RMSD de 2.0 A; contrario a AD4 con un valor inferior al 50 % [93]. A pesar
de la eficiencia de Vina, la construccion de su funcién de puntaje no se fundamenta en propiedades
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fisicoquimicas, sino en algo similar a lo realizado en machine learning, por lo que se desarrollé una
funcién de puntaje que pudiera recuperar un mayor sentido fisicoquimico, denominada Vinardo.

La utilidad del acoplamiento molecular también conlleva ciertos cuidados en su aplicacién, par-
ticularmente en lo referente a la fiabilidad de la pose predicha [94]. Para ello, existen estrategias
de validacién que permitan superar esos desafios, cada una con sus variantes y particularidades.En
términos generales, los esquemas de validacion se centran en dos aspectos principales: la evaluacion
de la pose de unién y la evaluacién del puntaje.

En la validacion de la pose, las aproximaciones méas comunes incluyen el reacoplamiento , que
consiste en reinsertar un ligando en su sitio de unién tras haberlo eliminado de la estructura crista-
logréfica original, utilizando un criterio de RMSD < 2.0 A para comparar la pose obtenida con la
conformacién experimental [95]; y el acoplamiento cruzado, en el cual un mismo ligando es acoplado
en diferentes conformaciones de una misma proteina con el fin de evaluar la robustez del procedi-
miento frente a cambios estructurales del receptor [95]. Derivado de estas estrategias, el clustering
de poses también se emplea de forma habitual, agrupando conformaciones similares en familias defi-
nidas por un umbral de RMSD, y seleccionando dentro de cada familia la pose con la menor energia
de puntaje u otros indices que permitan seleccionar a la conformacién representativa [96].

Por otro lado, en la validaciéon del puntaje, el método por consenso ha sido uno de los més
conocidos, el cual consiste en combinar o promediar los resultados obtenidos a partir de diferentes
funciones de puntaje, con el objetivo de reducir el sesgo asociado a un tinico modelo [97]. Otra apro-
ximacion consiste en la normalizacién de la energia, en la cual se emplean distintos algoritmos para
la generacién de poses para posteriormente aplicar un criterio homogéneo de evaluacién energética,
evitando asi sesgos derivados de la estructura interna de cada funcién. Dentro de estas estrategias
se incluyen el uso de promedios, factores de escalamiento o la evaluacién final mediante una tnica
funcién de puntaje comun [95,98,99].
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5 Validacion de modelos de cavidad

5.1. Introduccion

En el andlisis de las interacciones no covalentes dentro del sitio activo o cavidad de proteinas, la
complejidad y el tamaifio de los sistemas biomoleculares completos representan un desafio compu-
tacional considerable para los métodos que ofrece la quimica computacional, lo que hace necesario
el uso de modelos reducidos que representen la regién activa del receptor.

Con el fin de preservar la fidelidad estructural y electrénica necesaria para un anélisis topolégico
de la densidad electrénica en las interacciones no covalentes, se requiere de la validacién de estos
modelos, evitando asi la simplificaciones excesivas que comprometan la precisién del ntimero de
contactos, asi como el exceso en la inclusiéon de dtomos que incrementen innecesariamente el costo
computacional. En este capitulo se aborda la construcciéon y validacion de modelos de cavidad
para el neuroreceptor Do en complejo con ligandos representativos, con el objetivo de establecer un
protocolo 6ptimo que permita un balance entre precisién y eficiencia en el andlisis cudntico de sus
interacciones.

5.2. Metodologia

Se realizaron modelos del sistema reducido (cavidad) del neuroreceptor Dy tomados a partir de la
estructura cristalografica del complejo Dy - risperidona (PDB ID:6CM4) y un modelo tedrico del
complejo Do - dopamina [78]. Para ello, se prepararon las estructuras mediante la eliminacién de
moléculas de solvente, adicién de atomos de hidrégeno, correccion de los residuos y prediccién de
los estados de protonacién mediante el programa Propka [100,101]. Para los fines requeridos de esta
seccién, no se modeld el bucle ICL3 del complejo con risperidona, el cual se encuentra sustituido
por un fragmento de lisozima del fago T4. La correccién de los residuos se realizé debido a una
mutacion puntual en el residuo Ile 3.40 — Ala 3.40, el cual es parte del conector PIF.

Se tomaron los residuos que estuvieran en un radio de 4.5 A, 5.0 A y 6.0 A con respecto al
ligando correspondiente. De los fragmentos obtenidos, si la distancia entre los péptidos resultantes
era de maximo dos residuos, se mantenia la cadena principal, y se optd por eliminar exclusivamente
las cadenas laterales. Se saturaron los extremos de los fragmentos con grupos acetilo (ACE) y N-
metilo (N-ME) para emular la continuidad de la cadena peptidica. Adicional a esto, se hicieron
cavidades del complejo Do - dopamina, en donde se mantuvieron los grupos laterales de los residuos
que conectaban los fragmentos resultantes. Se les denominé como cavidades completas. Todo el
proceso descrito sse realizé con la paqueteria MOE v. 14.0. Parte de esta metodologia ya ha sido
utilizada en estudios anteriores [102,103].

Ya que los cristales de rayos X no resuelve las posiciones de los atomos de hidrégeno, se realizé
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una optimizacién parcial mediante el método semiempirico PM7 y modelo de solvente continuo
COSMO con una € = 78.4 . La optimizacién se realizé mediante el c6digo MOPAC2016 [104,105].
Posteriormente, se llevaron a cabo cédlculos de energia de punto simple con el funcional PBE0-D3/6-
311G** [106-111] con el cédigo TERACHEM [112,113]. El calculo y anélisis de los puntos criticos
se realizé con el cédigo GPUAM [114-116]. Finalmente, la suma de la densidad electrénica de los
puntos criticos correspondientes a interacciones intermoleculares (pﬁfl) se empleara como referencia

para analizar la distribucién de la densidad en los residuos de la cavidad.

5.3. Resultados y discusion

La construccién de cavidades permite seleccionar el modelo que mejor represente al complejo pro-
tefna—ligando, asegurando la factibilidad de los calculos de descriptores de densidad electrénica con
un costo computacional adecuado. Se eligieron como sistemas de referencia la dopamina y la ris-
peridona. La dopamina cuenta con 22 atomos, mientras que la risperidona, con 57. En este tltimo
caso no se consideraron modelos que conservaran todas las cadenas laterales, ya que el ntimero de
atomos se incrementaba hasta aproximadamente 1000, lo cual excede las capacidades de memoria
del equipo de cémputo TERACHEM para calculos de estructura electronica. Cabe destacar que
la, dopamina, al ser una molécula relativamente pequena, contrasta con el tamano de los farmacos
empleados en el tratamiento de la esquizofrenia.

La Tabla 5.1 presenta los resultados obtenidos para las cavidades propuestas en la metodologia.
No se generaron cavidades de 5.5 A, dado que no mostraban diferencias significativas respecto a las
de 5.0 A en términos de residuos incluidos. A partir de los 6.0 A aumentaba la cantidad de residuos
a siete en dopamina y cinco en risperidona. Los resultados indican que, en el caso de la dopamina,
no se observan variaciones en el niimero de puntos criticos, y la suma de la densidad electrénica
asociada a dichos puntos resulta idéntica en todas las cavidades.

Tabla 5.1: Validacién de las cavidades de acuerdo con el niimero de contactos intermoleculares

Radio de corte # atomos py  # contactos bep  Tiempo cémputo (s)
Dopamina
4.5 235 0.335 24 2149
5.0 273 0.326 24 3394
6.0 378 0.327 24 9579
Dopamina (Completo)
4.5 297 0.328 24 4572
5.0 354 0.325 24 7535
6.0 440 0.326 24 14894
Risperidona
4.5 625 0.348 56 7173
5.0 686 0.347 56 10708
6.0 773 0.356 o8 10128

En el caso de las cavidades con risperidona, se observa un aumento en el ndmero de interacciones
en dos, cuando el radio de corte es de 6.0 A. El analisis molecular muestra que el residuo Val 3.33,
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localizado junto al Asp 3.32, presenta variaciones en el nimero de contactos, posiblemente debido a
la influencia del grupo dcido durante la optimizacién de los hidrégenos. Sin embargo, los dos puntos
criticos detectados en la cavidad de 6.0 A aportan tnicamente una densidad electrénica aproximada
de 0.005 a.u., por lo que pueden considerarse irrelevantes y, en consecuencia, descartarse.

Aunque un incremento en el nimero de dtomos de la cavidad deberia proporcionar una mejor
descripcién de las interacciones potenciales, esta estrategia se ve limitada por el costo computacio-
nal. El sistema con radio de 6.0 A alcanza casi 800 dtomos, lo que contrasta con el caso de la
dopamina, donde el incremento del radio de corte no genera un aumento tan dréstico en el ta-
mano del sistema (del orden de 50 dtomos). El tiempo de cédlculo confirma esta diferencia: para la
dopamina, una cavidad que conserva todas las cadenas laterales duplica el tiempo de computo sin
modificar sustancialmente el niimero de puntos criticos, mientras que en la risperidona el incremento
atémico se traduce en un aumento considerable del tiempo requerido. Con base en estos resultados,
se decidié trabajar con modelos de cavidad de 5.0 A para todos los sistemas.

Como comentario adicional, también se considerd la construccién de una cavidad representativa
que contuviera el mismo ntmero de residuos en todos los sistemas y que, al menos, estableciera
interaccion con alguno de los ligandos. El objetivo de esta estrategia era facilitar la comparacion
directa de los resultados entre diferentes complejos, por lo que se explord la construccién de ca-
vidades con otros sistemas. Sin embargo, en varios casos, los calculos de estructura electrénica no
alcanzaron la convergencia, probablemente debido a factores asociados con el elevado nimero de
atomos incluidos en el modelo.

5.4. Conclusiones

En la validacion de la cavidad, se compararon criterios como el nimero de atomos, relacionados
con la capacidad de cémputo de la paqueteria utilizada. La cantidad de puntos criticos permanece
practicamente sin cambios considerables atin si se retiran aquellas cadenas laterales que no entran
dentro del radio de corte, manteniendo una densidad electronica total constante. Lo anterior permitié
tomar la decisién de construir cavidades con un radio de corte de 5.0 A como las méas 6ptimas. La
construcciéon de cavidades representativas, por el contrario, mostré ser un gran desafio debido a la
diferencia de tamanos y geometrias de los ligandos, por lo que se descarté esta opcién.
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6 Relevancia del puente salino en las
interaccilones intermoleculares con el
neuroreceptor Do

6.1. Introduccion

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico comuin que afecta el pensamiento, las emociones y el
comportamiento de quienes la padecen. A menudo se describe como una pérdida de la capacidad
para distinguir la realidad. Asi, el mecanismo de accién de los antipsicéticos constituye uno de los
primeros temas de estudio necesarios para disenar fairmacos nuevos y mas eficaces. Los antipsicoticos
pueden ser agonistas o antagonistas de la dopamina [117,118]. Comprender el mecanismo de accién
de estos medicamentos es un paso fundamental para el desarrollo de nuevos farmacos mas eficaces
y Seguros.

Uno de estos modelos sugiere procesos de transferencia electrénica mediante la analogia de
focos y enchufes para el sistema farmaco-receptor [119-124]. En esta analogia, los receptores se
consideran como enchufes y los antipsicéticos como focos. Las caracteristicas de los focos (fairmacos)
no dependen del enchufe (receptor). Esta semejanza permite hacer una clasificacién util de los
antipsicéticos basada en calculos de Quimica CXudantica. Si bien es un enfoque interesante, para
una comprension mas profunda resulta necesario considerar como interactiian los farmacos con los
receptores [123]. Varios estudios han abordado la interaccién proteina—antipsicético; sin embargo,
un aspecto clave que no ha sido suficientemente explorado es el puente salino que se forma entre el
farmaco y el receptor bajo este enfoque.

Los puentes salinos constituyen unas de las interacciones no covalentes més fuertes. Estas involu-
cran enlaces de hidrégeno doblemente cargados, que corresponden a interacciones entre aminoécidos
con cargas opuestas, en las cuales al menos la distancia entre dos dtomos pesados se encuentra den-
tro del rango caracteristico de un enlace de hidrégeno [125]. Son importantes para la estructura
secundaria y terciaria de las proteinas y estan asociados con la fuerza estructural que incrementa la
estabilidad. Para comprender la naturaleza de los puentes salinos, se han investigado las distancias y
angulos de enlace, asi como las estructuras moleculares de los puentes salinos en complejos ligando-
receptor. Céalculos de Quimica Cudntica a nivel MP2 indican que existe una fuerte contribucién
covalente en la interaccién de puente salino, lo cual puede ser importante para el disefio de farma-
cos [126]. En particular, para antipsicéticos y neurotransmisores, las estructuras cristalograficas de
rayos X del receptor con haloperidol, risperidona o serotonina muestran esta interacciéon. Resultados
tedricos de dopamina con D2 también presentan el puente salino [127]. En todos los sistemas, el
puente salino se forma entre el ligando y el aspartato 114 o 3.32, segiin la numeracién de Ballesteros
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- Weinstein (Asp 3.32).

A pesar de todos estos resultados, no existe nada publicado acerca de la relacién entre los puentes
salinos de los antipsicoticos que interactiian con el receptor y la actividad de estos farmacos en la
prevencién de la psicosis. La idea principal de esta seccién es analizar la energia de interaccion
de puentes salinos aislados entre antipsicoticos y un modelo del receptor. Para modelar el puente
salino, utilizamos diferentes aminas y acetato para representar Asp 3.32.

En esta investigacion, el objetivo es estimar especificamente la energia asociada a este puente
salino. Dado que no es posible aislarlo de otras interacciones presentes en los sistemas completos,
se recurre a modelos simplificados con diferentes aminas para calcular de manera precisa la energia
del puente salino.

Para estos sistemas, se realizé una correlacion lineal entre la distancia de enlace y la energia
de interaccién del puente salino. Esta correlacién se emplea posteriormente para obtener la energia
de interaccién del puente salino de los antipsicoticos y neurotransmisores que interactiian con los
receptores. Se encontré que esta energia de interaccion estd estrechamente relacionada con la ca-
pacidad de aceptar electrones, la cual se ha reportado como crucial para la actividad de estos
farmacos [119-124].

6.2. Metodologia

En muchas interacciones receptor—ligando de tipo neurolégico, el puente salino se forma con el as-
partato 3.32 (Asp 3.32) del receptor y un grupo amino del ligando. Para modelar esta interaccién,
se utilizé una molécula de acetato que representa al Asp 3.32 y varios aminos cargados. El puen-
te salino de interés es NTH- - -O~. Analizamos 15 aminas primarias, 19 aminas secundarias y 8
piperidinas en interaccién con acetato (véase la Figura 6.1).

( NHf —R 15 moléculas

CH;——NH] —R 19 moléculas

/
HsC C\ + <

TH,N 8 moléculas

\

Figura 6.1: Representacion esquematica de las aminas utilizadas en esta investigacién. Imagen publicada en la
ref. [103]

Los sistemas (aductos y moléculas aisladas) fueron optimizados utilizando el método semiempiri-

co PMT y el modelo de solvente implicito COSMO con € = 78.4 (constante dieléctrica del agua) para
simular un entorno polar [104,105] con el cédigo MOPAC. Después de la optimizacién, se realizé
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un céalculo de energia de punto simple para los aductos y moléculas aisladas, con el nivel de teoria
PBEO0-D3/6-311G** [106-111] con el cédigo TERACHEM. Las funciones de onda, necesarias para
el andlisis QTAIM también se obtuvieron al mismo nivel de teoria.

A continuacion, se hizo el andlisis de la densidad electrénica de los puntos criticos conforme a la
QTAIM para identificar los puntos criticos de enlace, con el objetivo de caracterizar aquellos aso-
ciados al puente salino. Esta metodologia permite garantizar la existencia de una tunica interaccion
de enlace de hidréogeno acetato—amina, lo que asegura que las energias de interaccién calculadas
correspondan exclusivamente a los puentes salinos (ver Figura 6.4).

La energia de interaccion de los puentes salinos, F(SB), se calculé de la siguiente manera:

E(SB) = Eaducto - (Eacetato + Eamina) (61)

Se empled el cédigo MOPAC [128] para los cdlculos semiempiricos y el cédigo TERACHEM
[129-131] para los célculos ab initio. A partir de estos resultados, se establecié una correlacién
lineal entre las distancias de enlace NTH- - -O~ y la energfa del puente salino, F(SB).

Para estudiar la interaccion de los antipsicéticos con sus receptores, se emplearon las siguientes
estructuras cristalograficas disponibles en el RCSB Protein Data Bank (los cédigos PDB se indican
entre paréntesis): D2-risperidona (6CM4), D2-haloperidol (6LUQ), 5-HT2a-risperidona (6A93) y
5-HTa-serotonina (7TWC4). Dado a que no se disponia de una estructura cristalografica para D2-
dopamina en el tiempo en que se realizd este trabajo, se recurrié a un modelo tedrico previamente
reportado en la literatura [127]. A partir de la seleccién de las estructuras cristalograficas, se cons-
truyeron sistemas moleculares reducidos del sitio activo o cavidad de la manera que se ha descrito
en el Capitulo 5.

Se realiz6 una optimizacién parcial de estos modelos proteina-ligando, en la que tnicamente
se optimizaron los dtomos de hidrégeno, siguiendo la metodologia previamente descrita para los
modelos acetato—amina (PM7, con el modelo de solvatacién COSMO y ¢ = 78.4). A partir de estas
optimizaciones parciales, se determinaron las distancias de enlace del puente salino NTH---O~ (D,)
y las energias totales de interaccién (F).

Las energias totales de interacciéon se calcularon considerando todas las interacciones existentes
entre los farmacos o neurotransmisores y el modelo correspondiente del receptor:

Etotal = Ecomplejo - (Eprotel'na + Eligando) (62)

E(complejo) es la energia de la molécula interactuando con el modelo del receptor; E(proteina)
es la energia del modelo de Do o 5-HT9s; F(ligando) es la energia de risperidona, haloperidol,
dopamina o serotonina.

Se utilizo el método semiempirico PM7 para la optimizacion de geometria de todos los modelos.
Las energias de la Ecuacién 6.1 y Ecuacién 6.2 se calcularon al mismo nivel de teoria (PBE0-D3/6-
311G**). Con respecto al Error por Superposicién de Conjuntos Base (BSSE, por sus siglas en inglés),
un estudio ya ha reportado su influencia a partir de la comparaciéon con diferentes metodologias
(Hartree-Fock, Kohn-Sham y MP2), en la cual concluyen que los célculos con orbitales de Kohn-
Sham son menos sensibles al BSSE [132]. Ademds, este error disminuye a medida que aumenta el
tamaifio del conjunto de base. Por estas razones, el BSSE no se incluy6 en esta investigacién.

Las capacidades electrodonante y electroceptora (w™ y w™) reportadas previamente por Gézquez
y col. [133,134] se calcularon de la siguiente manera:
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~ (BI+A)?
= 16(T—A4) (6:3)
_ (I+3A4)?

e Ty (64)

I y A se refieren a la energia de ionizacién vertical y la afinidad electrénica vertical, respecti-
vamente. Valores méas bajos de w™ implican una mayor capacidad para donar carga. Valores maés
altos de w™ implican una mayor capacidad para aceptar carga. Se utilizé el mismo nivel de teorfa
para todos los célculos.

6.3. Resultados y discusién

Las estructuras cristalograficas de receptores que interactiian con haloperidol, risperidona o seroto-
nina evidencian la presencia de interacciones de puente salino. Los resultados tedricos del complejo
dopamina-Ds también muestran la formacién de este puente [127]. En todos los sistemas estudiados,
el puente salino se establece entre el receptor a través del Asp 3.32 (dominio TM3) y la molécula
ligando, como se ilustra en la Figura 6.2. Esta interaccién involucra un dtomo de oxigeno cargado
negativamente del residuo y el grupo amino protonado (NH™) de los distintos farmacos, dopamina
o serotonina. El enlace de hidrégeno doblemente asistido NTH- - O~ (puente salino) contribuye
significativamente a la estabilidad de los complejos formados entre los ligandos y los receptores.

Risperidona . Dopamina
Antagonista de D, Haloperidol D,
M3 y 5-HT,, Antagonista de D,
cl OH
Ej\ ont
N~ TN
Serotonina
Asp 3.32 0 NF CH, O (5-hidroxitriptamina)
e 5-HT,,
@ L 4
[© J— | AR +
} NH NHg* oo HN

Figura 6.2: Esquema de la interaccién de TM3 con dos antipsicéticos (risperidona y haloperidol), dopamina y
serotonina. Los valores del pK, correspondiente son 8.0, 8.1, 9.9 y 9.8, respectivamente. Imagen tomada de la
ref. [103]

Para caracterizar los posibles puentes salinos formados entre diferentes aminas y Asp 3.32,
utilizamos una molécula de acetato para modelar Asp 3.32 y las aminas de la Figura 6.3. Estas



é Relevancia del puente salino ...

aminas interactuando con acetato fueron optimizadas. El anélisis QTAIM nos permite caracterizar
los puntos criticos de enlace para asegurar que la Uinica interaccién presente sea el puente salino.

Encontramos un punto critico de enlace entre el acetato y las aminas, como se muestra en la
Figura 6.4 para tres ejemplos. Por lo tanto, con estos resultados es posible obtener E(SB).

La Figura 6.5 muestra la distancia de enlace de equilibrio H---O de los puentes salinos N*H---O~
(D,) frente a la energia de interaccién del puente salino [E(SB)] para las aminas de la Tabla 1. En
todos los sistemas se observa una correlacion lineal. Las ecuaciones lineales correspondientes se
reportan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1: Ecuaciones de la recta correspondiente de todas las aminas en estudio.

Tipo de amina Ecuacion de correlacién

Aminas primarias E(SB) = 144.25 D, — 355.81 (R? = 0.94)
Aminas secundarias  E(SB) = 59.53 D, — 219.96 (R? = 0.91)
Piperidinas E(SB) = 81.03 D, — 249.07 (R? = 0.91)

Estas ecuaciones se pueden usar para obtener F(SB) de cualquier amina, segiin su naturaleza,
y estas energias de interaccion corresponden unicamente al puente salino. Esto es muy 1til, ya que
no siempre es posible aislar el puente salino de otras interacciones debido a que puede existir mas
de un punto critico de enlace; en el caso de los antipsicéticos con el receptor, se obtuvieron varios
puntos criticos. En estos sistemas, las expresiones lineales obtenidas para varias aminas (Tabla 6.1)
pueden usarse para calcular E(SB).

Para el estudio de los antipsicéticos o neurotransmisores y el neuroreceptor, si bien el radio de
corte es el mismo para todos los sistemas, el niimero total de &tomos difiere en cada caso debido a las
diferentes orientaciones de los ligandos. El anélisis QTAIM muestra que, alrededor del puente salino
caracteristico, se presentan otro tipo de interacciones como puentes de hidrégeno no convencionales
CH- - -O. Por lo tanto, el puente salino no es la tnica interaccién en estos sistemas y no es posible
estimar F(SB) a partir de estas estructuras usando la ecuacién 6.1, como se explicé anteriormente.
Con estas estructuras es posible obtener la energia total de interaccion mediante la ecuacion 6.2 y
D, de las interacciones del puente salino entre los ligandos y Asp 3.32 de la cavidad. Los resultados
se reportan en la Tabla 6.2.

Para obtener la energia de interaccién de los puentes salinos [E(SB)] utilizamos las ecuaciones de
la Tabla 6.1 y D, de los sistemas optimizados (ver Tabla 6.2) a partir de las estructuras optimizadas.
Es importante mencionar que D, es la distancia de enlace entre el &tomo de hidrégeno de la amina
protonada y el &tomo de oxigeno de Asp 3.32. No es posible obtener esta distancia de enlace a partir
de experimentos de rayos X, ya que los hidrégenos no son detectables.

Los valores de F reportados en la Tabla 6.2 indican que la interaccion de los antipsicéticos con
el receptor es mas fuerte que la interaccién de la dopamina o serotonina con el mismo receptor.
El haloperidol presenta el enlace mas fuerte, seguido de risperidona, mientras que la dopamina es
la mas débil. Las interacciones del puente salino también indican que los enlaces de risperidona
y haloperidol con el receptor son mas fuertes que el puente salino de dopamina y serotonina. Los
neurotransmisores también muestran distancias de enlace mas largas que los farmacos. Todos los
puentes salinos son fuertes, ya que las energias de interaccién superan los 90 kcal/mol.

El porcentaje de E(SB) con respecto a E, también se reporta en la Tabla 6.2. En todos los
sistemas, es mayor al 50 %, siendo mayor para los neurotransmisores que para los farmacos. Esto
respalda la idea de que el puente salino es una contribucién clave de los ligandos al interactuar con
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Figura 6.3: Férmula de las moléculas de las aminas utilizadas en este trabajo. Imagen tomada de la ref. [103]
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Figura 6.4: Analisis QTAIM en modelos de aductos. Los aductos utilizados mostraron un solo punto critico
correspondiente al puente salino: acetato con a)5-hidroxitriptamina (amina primaria), b)n-metilpropanamida (amina
secundaria) y c¢) 4-piperidin-4-resorcinol. Imagen modificada de la ref. [103]

-105 -105 , . : : -105
-110 -110 % 10}
g -115 -115 -115
T -120 -120 -120
=
o -125 -125 -125 |
2
w 130 | -130 -130
E(SB) = 144.25 D, -355.81 E(SB) = 59.53 D, -219.96 E(SB) = 81.03 D, -249.07
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Figura 6.5: Correlaciones lineales de la energfa de interaccién del puente salino (E(SB)) en funcién de la distancia
del enlace H- - -O del enlace de hidrégeno (D.), clasificadas como a) aminas primarias, b) aminas secundarias y ¢)
aminas de piperidinas. Imagen publicada en la ref. [103]
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Tabla 6.2: Valores de D. de las estructuras optimizadas y E(SB) calculado con la ecuacién de la Figura 6.5.

También se reportan la Energia total de interaccién (E) y el porcentaje de la energia en el puente salino @ x 100
con respecto a la Energfa total de interaccién. La tabla fue tomada de la ref. [103].

+H...0O"
Sistema D. (A) NE(IS_IB) ((1)<cal/mol) E (kcal/mol) E(EB) x 100
Ds-haloperidol (piperidina) 1.44 -132.4 -251.4 53 %
Dg-risperidona (piperidina) 1.59 -120.2 -199.5 60 %
Dy-dopamina (primario) 1.80 -96.2 -149.3 64 %
5-HTya-risperidona (piperidina) 1.66 -114.6 -189.1 61 %
5-HTa-serotonina (primario) 1.73 -106.3 -158.8 67 %

los receptores. Es importante notar que los puentes salinos son méas importantes para los neurotrans-
misores que para los fArmacos (el porcentaje es mayor para los neurotransmisores) incluso cuando
E y E(SB) son menores para los primeros que para los tltimos. La dopamina y la serotonina son
aminas primarias, mientras que haloperidol y risperidona son piperidinas, lo que podria explicar es-
tos resultados; esta observacién podria ser importante para el disefio de nuevos farmacos. Al menos,
representa una diferencia significativa entre los neurotransmisores y los antagonistas estudiados en
esta investigacién.

El puente salino de los antipsicéticos o neurotransmisores con los receptores correspondientes
involucra un atomo de oxigeno negativo del receptor y un atomo positivo del grupo amina protonada
del ligando. A partir de esta descripcion es posible pensar que la capacidad de aceptar electrones
del ligando esta relacionada con F(SB), ya que el ligando debe aceptar electrones para formar esta
interaccion. Para analizar esta hipotesis, evaluamos sus propiedades de transferencia electrénica
mediante los poderes electrodonante y electroaceptante (w™ y w™).

® Acetato Haloperidol
eurotransmisores .
6.01 ° :ganc:os Risperidona
Molécula w™ (eV) w™ (eV) ;5'0’
Acetato 0.06 2.23 o Sarskonins
Dopamina 0.63 3.80 | 4.01 Dopamina
Serotonina 0.90 4.12 3
Risperidona 1.70 5.71 3.01
Haloperidol 1.87 6.16
Acetato
2.0

00 02 05 08 10 12 15 18 20
wt (eV)

Figura 6.6: Poderes electrodonante (w™) y electroaceptante (w™) de las moléculas estudiadas (tabla a la izquierda)
y su representacién en el Donor-Acceptor Map (DAM) (imagen a la derecha).

De acuerdo con el Mapa Donador-Aceptor (DAM) [51], los electrones seran transferidos desde
el acetato (el mejor donador de electrones) hacia las demdas moléculas. Los mejores aceptores de
electrones son haloperidol y risperidona, por lo que se espera que las interacciones del puente salino
sean mas fuertes. Esto concuerda con los valores de E(SB). En los neurotransmisores, la serotonina
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es un mejor aceptor de electrones que la dopamina (w™ es mayor para serotonina que para dopamina)
y, asimismo, F(SB) de serotonina es mayor que la de dopamina.

Esto corrobora la hipétesis de que las propiedades donador-aceptor de electrones de los ligandos
y receptores son importantes. E(SB) estd estrechamente relacionada con la capacidad de aceptar
electrones, lo cual se ha reportado como crucial para la actividad de estos farmacos.

6.4. Conclusiones

En esta seccién se presentaron ecuaciones lineales para estimar F(SB) de cualquier amina, segin
su naturaleza. Estas energias de interaccién provienen exclusivamente del puente salino, lo cual
resulta especialmente 1til cuando existen mas interacciones intermoleculares. En el caso de los siste-
mas antipsicotico-receptor, la presencia de multiples puntos criticos asociados con las interacciones
establecidas por los residuos circundantes al Asp 3.32, fue la causa que impidié aislar directamen-
te la contribucién correspondiente al puente salino. Por ello, se emplearon las expresiones lineales
obtenidas para diferentes aminas para calcular E(SB).

Los resultados muestran que el porcentaje de E(SB) con respecto a la energia total E supera
el 50%, lo que respalda la idea de que el puente salino constituye una contribucién clave en la
interaccién de los ligandos con los receptores. Aunque los valores absolutos de E y FE(SB) son
menores para los neurotransmisores que para los antagonistas estudiados, el porcentaje de energia
representado por el puente salino es mayor en los neurotransmisores. Esto sugiere que el puente
salino es mas relevante para dopamina y serotonina que para haloperidol y risperidona, informacién
que podria ser 1til en el diseio de nuevos firmacos, dado que la actividad antipsicética como
antagonistas podria estar relacionada con la fuerza de esta interaccion.

Los mejores aceptores de electrones son haloperidol y risperidona, lo que concuerda con los
valores observados de SB. Por su parte, la serotonina es un mejor aceptor de electrones que la
dopamina, y su E(SB) es mayor, lo que refuerza la hipdtesis de que las propiedades donador-aceptor
de electrones de ligandos y receptores son determinantes. En consecuencia, E(SB) se encuentra
estrechamente relacionada con la capacidad de aceptar electrones, un factor previamente reportado
como relevante para la actividad de estos farmacos.

Si bien el puente salino ha mostrado ser la interaccién principal en estos sistemas, existen otras
interacciones intermoleculares que podrian aportar informacion acerca de la estructura y funcion
de los receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos.

43



Relevancia del puente salino ...

44



7 Patrones de interaccion del
receptor Do y ligandos asociados a
trastornos neuropsiquiatricos

7.1. Introduccion

El receptor dopaminérgico Do se distribuye ampliamente en distintas poblaciones neuronales del
sistema nervioso central, donde participa en procesos regulados por las vias dopaminérgicas me-
solimbica, mesocortical y nigroestriada. Estas vias modulan funciones clave como la locomocién, la
atencion, el sueno, la memoria y el aprendizaje, entre otras [135]. Debido a su relevancia en tras-
tornos neuropsiquiatricos, el mecanismo de activacién de Do ha sido objeto de numerosos estudios.
No obstante, los detalles moleculares de dicho proceso atin no se comprenden completamente.

En el marco general de los receptores acoplados a proteina G (GPCRs por sus siglas en inglés), se
han identificado motivos estructurales conservados, denominados microinterruptores, que participan
en la transicién conformacional de los estados inactivo a activo. Entre ellos destacan el motivo de
transmisién (CWxP), implicado en el desplazamiento de la TM6 hacia afuera del receptor; y el
motivo PIF, que conecta los dos principales sitios alostéricos del receptor [136,137].

Adicionalmente, en el receptor Dy se han descrito microdominios funcionales asociados con el
reconocimiento y la unién de ligandos: el dominio aniénico (Asp 3.32), el dominio de serina (Ser 5.42,
Ser 5.43 y Ser 5.46) y el dominio aromatico (Trp 6.48, Phe 6.51, Phe 6.52 y His 6.55) [138], aunque
cabe destacar que existen microdominos similares en los demas GPCR aminérgicos. Si bien se conoce
que la estabilizacién de las conformaciones activa e inactiva del receptor depende en gran medida
de las interacciones no covalentes establecidas entre estos sitios y las moléculas ligando [139, 140],
la caracterizacion detallada de dichas interacciones resulta esencial para encontrar patrones que
aporten al diseno racional de farmacos, especialmente en los sitios conservados.

Desde la perspectiva de la Quimica Tedrica, la Dindmica Molecular (MD) constituye una he-
rramienta ampliamente utilizada para explorar el comportamiento conformacional de sistemas bio-
moleculares a gran escala. Sin embargo, su capacidad para describir con precisién la naturaleza
electrénica de las interacciones no covalentes es limitada. En este sentido, la QTAIM [141, 142]
representa una alternativa valiosa, al proporcionar un marco riguroso para clasificar interacciones
quimicas —covalentes, puentes de hidrégeno o interacciones electrostiaticas— mediante el andlisis
topoldgico de la densidad electrénica y descriptores energéticos locales [44,79].

El objetivo de este capitulo es analizar la relacion entre la naturaleza de las interacciones pro-
teina—ligando en complejos Do—ligando y la actividad farmacoldgica de compuestos clinicamente
relevantes, con el fin de generar conocimientos ttiles para el diseno racional de antipsicéticos. Como
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representantes de las distintas generaciones se seleccionaron haloperidol, risperidona y aripiprazol;
adicionalmente, para evaluar interacciones en la conformacién activa del receptor, se consideraron
la dopamina (agonista endégeno) y la rotigotina (agonista antiparkinsoniano con eficacia a bajas
dosis frente a sintomas extrapiramidales) [143].

Para ello, la estrategia metodolégica combina simulaciones de Dindmica Molecular con célculos
de estructura electrénica, incorporando un modelo de membrana neuronal para representar de forma
mas realista el entorno del receptor.

7.2. Metodologia

Para la construccién de los modelos del neuroreceptor Do y distintos ligandos para el acoplamiento ,
se seleccionaron cinco moléculas relacionadas con la actividad antipsicética: haloperidol, risperidona,
aripiprazol, dopamina y rotigotina (Figura 7.1). Ademds, como referencia, también se utiliz6 el
receptor sin ligando, el cual es denominado como APOQO. Para definir el estado de protonacién de
los ligandos, se corroboré la carga del grupo amino basico por medio del cédigo PROPKA y lo
reportado en la base de datos Drugbank.
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Figura 7.1: Ligandos utilizados en este estudios para los modelos Ds.

Para los antipsicéticos, que son antagonistas de este receptor, se usé6 como modelo la estructura
cristalografica del receptor Dy - risperidona (PDB ID: 6CM4); y para los agonistas, Dy - bromocrip-
tina (PDB ID: 6MVS). El modelo para los agonistas presenta el bucle ICL3 corto. Para el modelo
con antagonistas fue necesario completarlo utilizando como base el modelo anterior. Se utilizé Mo-
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deller para adicionar el fragmento faltante [144]. Se eliminaron las moléculas de solvente y su ligando
para realizar el acoplamiento de los ligandos propuestos.

Se realizaron 1500 ensayos de acoplamiento por ligando: tres con Autodock4 (AD4) [92], tres
con Autodock Vina [93] (o sélo Vina) y tres con Vinardo [145], con el fin de tener una mayor
representacion de poses. Posteriormente, se realizé el reacoplamiento con Vina para normalizar la
energia de puntaje en todos los sistemas. Para el concenso de la pose a utilizar, se realizé el método
de clustering utilizando como referencia la desviacién cuadrética media (RMSD, por sus siglas en
inglés) cada 2.0 A con respecto de la estructura con menor energia de puntaje. Se comprobé que la
estructura mas probable fuera la de menor energia.

La construccién del modelo de membrana neuronal y posterior acoplamiento con los complejos
neuroreceptor - ligando se realizaron en la plataforma CHARMM - GUI [88,146]. En la simulacién
de DM se usé el modelo de agua TIP3 [147,148], se estimaron los los estados de protonacién y se
adicion6é NaCl con una concentracién 0.15 M para neutralizar cargas. La temperatura a la que se
llevé el sistema en equilibrio fue de 311.15 K , temperatura a la que se encuentra el cerebro [149].
La composicién de la membrana se presenta en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1: Composicién del modelo de membrana neuronal empleado en este estudio. Se tomé como base la ref. [42]

Superficie externa Superficie interna

# Lipido % Lipido # Lipido % Lipido
Cho 66 13.5 121 24.8
POPC 26 5.3 50 10.2
SOPE 25 5.1 49 10.0
POPS 4 0.8 8 1.6
POPI 5 1.0 11 2.3
SSM 4 0.8 8 1.6
GalCer 86 17.6 - -
Sulf 17 3.5 - -
GM1la 4 0.8 - -
GD1a 4 0.8 - -

La simulacién de DM se llevé inicialmente a un equilibrio del sistema en los ensambles NVT y
NPT. Se utilizé el método de malla particular de Ewald para las interacciones de largo alcance. La
simulacion se llevé a 100 ns; tres simulaciones por sistema en total.

Se cambi6 la cantidad de pasos por cada etapa de minimizaciéon de energia con el fin de tener
simulaciones independientes. Se corroboré la estabilidad conformacional a partir del RMSD. De
las tres simulaciones, se obtuvo mediante técnica de clustering las estructuras representativa por
sistema, dependiendo de las poblaciones obtenidas. Para ello, se utilizé el algoritmo reportado por
Daura y col. [150] e implementado en GROMACS. Se corroboré que los enlaces obtenidos de la
estructura representativa fueran coherentes con los que se han reportado de manera experimental.
La Figura 7.2 y la Figura 1 del Apéndice A, muestran un ejemplo del resultado final del sistema
representativo Do-dopamina obtenido por esta técnica.

Posteriormente, se realizaron algunos analisis de estos sistemas como la obtencién de la desvia-
ci6én cuadrética media (RMSD por sus siglas en ingles), la fluctuacién cuadratica media (RMSF por
sus siglas en inglés), y el radio de giro (Rg).

Se construyeron modelos reducidos del sistema a partir de las estructuras obtenidas por clustering
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Figura 7.2: Modelo de receptor dopaminérgico D2 embebido en una membrana neuronal. Las moléculas en color
dorado representan los fosfatos caracteristicos de los fosfolipidos, la estructura proteica en morado, los ione Na*t en
amarillo y los iones C1™ en gris

para el andlisis de interacciones no covalentes con la QTAIM. Los detalles de su construccién y la
justificacién del radio de corte de 5.0A se reporta en el Capitulo 6.

7.3. Resultados y discusién

Antes de la realizacion de las DM, se procedié al anélisis de las poses obtenidas en el acoplamiento
molecular y su posterior agrupacion (clustering). La Figura 7.3 muestra la energia de puntaje de cada
poblacién de poses resultante. Se puede observar que en este primer paso, las moléculas agonistas
muestran un mayor valor de energia de puntaje que los antagonistas. El aripiprazol fue el ligando
con mayor nimero de poblaciones con un total de cinco, esto quiza debido a que estructuralmente
posee un mayor numero de rotdmeros con respcto a los demés. Se debe tener en cuenta que esta
energia sélo se usé como criterio para la seleccion de la mejor pose de un mismo ligando para los
estudios subsecuentes, no como un andlogo a la energia de interacciéon. De interpretarse la energia
de puntaje como una medida directa de afinidad, el acoplamiento sugeriria que la risperidona seria
la molécula mas afin al Dy entre los sistemas analizados. Sin embargo, los datos experimentales
muestran que, a partir del valor del Kj;, el haloperdidol es més afin al receptor (K; = 1.20 nM) en
comparacién con la risperidona (K; = 3.13 nM) [151].

En las poses seleccionadas en complejo con el neuroreceptor Do se observa una orientacién prefe-
rente del grupo amino béasico hacia la hélice TM6. El sistema con haloperidol es un caso particular,
el cual presenté una conformacién de union distinta a la observada en la estructura cristalografica
con el mismo neuroreceptor (6LUQ). La pose del haloperidol en el cristal muestra que el atomo
de flior estd orientado hacia motivo PIF [37], por lo que, comparado con la pose obtenida en el
acoplamiento , se puede decir que se encuentra invertida. Se verificé la pose en las otras dos poses
resultantes y se vio el mismo comportamiento. Ya que la inversiéon de la pose puede dar como re-
sultado interacciones diferentes y una posible repercusion en el comportamiento del neuroreceptor,
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Figura 7.3: Energia de puntaje de los ligandos a partir del agrupamiento de las poses utilizando como criterio 2.0
A. Cada pose representativa obtenida del agrupamiento estd representado por un circulo, mientras que la pose
representativa de menor energia para cada sistema estd representada por un cuadrado.

se tomd la pose de la conformacion cristalografica del haloperidol como comparacién. Un compor-
tamiento similar se reporté en un estudio de acoplamiento con GPCR, en donde la discrepancia en
la orientacién se observé en el aripiprazol, otra molécula con sustituyentes halogenados [152].

Una vez que se realizaron las simulaciones de DM en los sistemas proteina-ligando, se volvié a
comparar la pose final del ligando. Pare ello, se llevé a cabo un segundo analisis de agrupamiento a
lo largo de la dindmica (clustering) para identificar las principales conformaciones. Se corroboré que
los enlaces obtenidos en el proceso de clustering se mantuvieran coherentes con las estructuras de
DM y lo reportado en la base de datos del NIST utilizando como modelo de validacién el complejo
Ds - risperidona, los cuales mostraron concordancia.

Los resultados del clustering muestran que todos los sistemas con antagonistas se agruparon
en tres poblaciones con aproximadamente el 30 % de los sistemas por clister. Por el contrario,
la dopamina, la rotigotina y el haloperidol con pose del sistema cristalino presentaron un clister
predominante con alrededor del 80 % de la poblacién. Es bien sabido que los GPCR no adoptan
sélo una conformacién activa o inactiva [50]. En contraste con el acoplamiento , las estructuras
obtenidas mostraron una orientacién del grupo amino de los ligandos hacia el residuo Asp3.32 en la
mayoria de los complejos con antipsicéticos, lo que reitera la importancia y el rol del puente salino
entre la amina bésica de los ligandos y este residuo como ancla, ya visto en los sistemas cristalinos
(Capitulo 5). En funcién de la distribucién poblacional observada en los antipsicéticos, se consideré
en el estudio el andlisis de las tres estructuras representativas con antipsicéticos resultantes. Para
diferenciarlas, se opté por etiquetarlos de la siguiente manera: estructuras unidas a haloperidol
HALO1, HALO2, HALO3 y HALOcRys; estructuras unidas a risperidona RISP1, RISP2 y RISP3;
estructuras unidas a aripiprazol ARI1, ARI2 y ARIS3; estructuras unidas a dopamina DOPA y la
estructura unida a rotigotina ROTI.

En la Figura 7.4 y Figura 2 que aparece en el Apéndice A, se hace la comparacién de las
estructuras obtenidas por clustering para tener un primer acercamiento de los cambios estructurales
entre cada uno de los sistemas. Para aquellos unidos a agonistas, sélo la hélice TM6 presenta un
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Figura 7.4: Superposicién de las estructuras del D divididas en formas unidas a agonistas y antagonistas. Se
observan cambios principales en la hélice TM6. Sistemas unidos a agonistas: APO - Dy (beige), D2 en complejo con
dopamina (cian), y rotigotina (violeta). Sistemas unidos a antagonistas: APO - D» (beige), D2 en complejo con
haloperidol HALO1 (rosado), haloperidol - pose cristalina HALOcrys (violeta), risperidona RISP1 (verde) y
aripiprazol ARI1 (azul).

movimiento hacia afuera notable en comparacion con la estructura APO, conformacion caracteristica
de los GPCR activados [50]. Por el contrario, en los sistemas unidos a antagonistas, hay cambios
conformacionales adicionales en los dominios TM5, TM6 y TM?7, los cuales en conjunto con la
TM3 son componentes del sitio activo de estos receptores. Ademads, entre estos mismo sistemas, las
estructuras unidas a aripiprazol, ARI1, y ARI3 y la unida a risperidona, RISP2, muestran cambios
pocos perceptibles en el cambio de posicién de Is TM6 con respecto a la estructura APO, por
lo que se sugiere que que el aripiprazol tiene una menor influencia en la activacién del receptor
dopaminérgico.

En la Figura 7.5 el andlisis conformacional que se puede hacer a partir de los sistemas neu-
roreceptor - ligando permite verificar con mayor detalle los cambios existentes entre estructuras.
Para ello se realizé el anélisis de distancia entre carbonos C,—C,, la desviacién cuadritica media
(RMSD), la desviacién cuadratica media de la fluctuacién (RMSF). En las Figuras 7.7 y 3-7 del
Apéndice A se hace un resumen de los resultados obtenidos. Los gréficos de distancia C,—C,, revelan
diferencias claras entre los sistemas unidos a agonistas y antagonistas. En los sistemas con antago-
nistas, los graficos muestran una contraccién en el sitio de unién debido al acercamiento entre la
TM2 y TMG6, asi como de los dominios ECL2 con la TM2. En el lado intracelular, los dominios TM3
y TM6 (donde se encuentra el microswitch DRY) también se acercan entre si [153]. En contraste,
estos sistemas muestran un aumento en la distancia entre TM3 y TM7 en la region intracelular, lo
que indica un comportamiento conformacional distinto en comparacién con los sistemas unidos a
agonistas.
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Figura 7.5: Anilisis de la matriz de distancia C4-C,. Los circulos de colores en la conformacién APO indican los
cambios principales entre los sistemas antagonistas y agonistas. El indice de residuos mostrado en la tabla se anade
para ubicar los dominios Ds.
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En la Figura 7.6 y en el Apéndice A se muestra el anélisis del RMSD, radio de giro y RMSF de
los sistemas estudiados. El andlisis de RMSD en todos los sistemas confirma la estabilidad confor-
macional después de 50 ns. La mayoria de los sistemas unidos a antagonistas presentan fluctuaciones
minimas, en contraste con los sistemas unidos a agonistas, que mantienen valores de RMSD relati-
vamente constantes, pero ligeramente mas altos a lo largo de la simulacién.

El radio de giro mide la distribucién atémica en torno a su eje y puede relacionarse con la
expansién o compresién de la proteina durante la simulacién de DM. Todos los sistemas mostraron
un valor de 2.15 nm, donde la dopamina presenta un comportamiento estable similar al de la
estructura APO.
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Figura 7.6: Anilisis de DM de la dopamina en complejo con Ds. En la imagen se presentan a) grafico de RMSD, b)
grafico de radio de giro, y ¢) grafico de RMSF. Se incluye una representacién esquemética de los dominios
transmembrana (TM) como referencia.

Para la cuantificacién de la movilidad de los residuos, se realizo el anélisis RMSF por residuo.
Los bucles son las regiones con mayor movilidad, como se puede identificar en los picos prominentes
del RMSF. Para identificar los cambios maés relevantes, se realizé ademéas una comparacién con el
RMSF del sistema APO, denominado (RMSF). Para los sistemas con dopamina y rotigotina se
mantiene estable, mientras que las fluctuaciones en ICL2 e ICL3 parecen responder a la unién del
ligando. En los sistemas con antagonistas, los sistemas unidos al aripiprazol presentan las menores
fluctuaciones, principalmente en el correspondiente a la ICL3, lo que concuerda con la conformacion
intermedia de la TM6 observada en la superposiciéon de estructuras de la Figura 7.4.

El grafico molecular y el diagrama de barras de las interacciones con los residuos obtenidas
por medio de la QTAIM se muestran en la Figuras 7.7 y en el Apéndice B. La mayoria de las
interacciones predichas fueron enlaces de hidrégeno no convencionales (CH:--X) e interacciones de
dihidrégeno (CH---HC). Los valores mas altos de estas interacciones corresponden a interacciones
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Figura 7.7: Analisis QTAIM de la dopamina en complejo con D2DR. A la izquierda, se presenta el grafo molecular
con los puntos criticos de enlace (amarillo) y trayectorias de enlace (rosa) que indican la presencia de interacciones.
A la derecha, se muestra la py., intermolecular por residuo, resaltando la naturaleza de las interacciones: enlace de
hidrégeno asistido por carga (azul), enlace de hidrégeno convencional, enlace de hidrégeno no convencional (verde) y
enlace de dihidrégeno (rojo).

CH- - - 7, presentes principalmente en residuos aromaéticos. El puente salino formado entre Asp 3.32
y la amina bésica de los ligandos muestra un cierto grado de covalencia, como lo indican el V2pbcp
negativo, la relacion |Viep| /Goep > 1y el H positivo, como se ha descrito anteriormente en las es-
tructuras cristalinas. La distribucién de la densidad electrénica (py.p) en regiones especificas como
los microinterruptores y microdominios se utilizé para revelar cémo los ligandos interactiian con
el receptor en las cavidades obtenidas por DM. La Figura 7.8 ilustra la densidad electrénica aso-
ciada a la interaccion proteina-ligando, asi como la interaccion relacionada con moléculas de agua
que median dicha interaccién. El haloperidol, un antipsicético selectivo, fue el sistema con menos
interacciones mediadas por agua, mientras que la risperidona, el que mas presentd, siendo esta una
primera diferencia entre ambos al usar un corte de 5.0 A.

La Figura 7.9 ilustra la densidad electrénica agrupada por dominios estructurales. Excepto en
los sistemas que no formaron un puente salino, la TM3 fue la regién con el mayor niimero de inter-
acciones, seguida por TM6. Cabe destacar que sélo los sistemas unidos a dopamina y rotigotina no
interaccionaron con el dominio TM7. Las interacciones en los dominios TM2 y ECL1 se observaron
exclusivamente en haloperidol (ambas conformaciones) y aripiprazol. En particular, la dopamina se
destacé entre todos los ligandos por interactuar con tres dominios distintos: TM3, TMb5 y TM6, a
diferencia del resto. Se encontré que Tyr 7.43 fue el residuo comiin en la mayoria de los sistemas,
el cual tiene relevancia en otros GPCR aminérgicos [154].

En la Figura 7.10, se calculf la suma de py, para varios sitios relevantes. Los GPCR aminérgicos
comparten ciertos microdominios, como el Asp 3.32; el dominio de serinas y el dominio aromatico,

53



Patrones de interaccion del receptor Dg...

e o e =
> o © )

zpbcp/Pf,‘Zﬁf" (a.u.)

e
N

0.0

ARI1
ARI2
ARI3
DOPA
ROTI

HALO1
HALO2
HALO3
RISP1
RISP2
RISP3

w

z

o
o
-
<
I

Figura 7.8: Anilisis de la distribucién fraccional de Y pyep de las cavidades del neuroreceptor D2 tomado en cuenta
las interacciones mediadas con agua: interacciones proteina - ligando (azul), proteina - agua (anaranjado) y ligando
agua (azul).

que incluye al Trp 6.48 del motivo CWxP (en este estudio, este residuo se analiza por separado
para facilitar el andlisis). Ademds, se consideran la Tyr 7.43 [154] y el conector PIF [34]. Si bien
es evidente que en casi todos los sistemas la importancia de Asp 3.32 es clara, las interacciones
con otros dominios varian. Este es el caso de la dopamina y la rotigotina, donde la interaccién con
el dominio de serinas es mé&s fuerte en comparacién con la mayoria de los antipsicoticos. Zell y
col. sugieren que las interacciones con este microdominio no determinan el modo de accién [27]. El
andlisis QTAIM sugiere que el microdominio de serinas podria desempenar un papel predominante
en la estabilidad de la conformacién tipo APO. El residuo Trp 6.48, del microswitch de transmisién
CWxP esta presente en los sistemas con antipsicéticos, lo cual podria indicar que son residuos
clave para diferenciar antagonistas de agonistas. El conector PIF también podria desempenar un
papel en la determinacién de la actividad del farmaco, aunque la risperidona no parece presentar
este comportamiento. El aripiprazol es la molécula que més interactiia con el conector PIF, lo
que podria ser responsable de diferenciar a aripiprazol del resto de los antipsicéticos. En conjunto
con lo obtenido, estas diferencias podrian sefialar por qué el aripiprazol posee una actividad tanto
de agonista parcial como de antagonista del neuroreceptor Do. Pese a que el aripiprazol posee
un tamano y estructura quimica relativamente similar al de los otros antipsicéticos, éste cuenta
con mayor cantidad de rotameros, lo que se ve reflejado en una mayor cantidad de conformaciones
encontradas por acoplamiento . Otro punto a destacar es la importancia de la orientacion del ligando
es notable en haloperidol. El residuo Tyr 7.43 [154] estd presente en casi todo los sistemas, por lo que
es un indicador debil para definir la acciéon farmacolégica. Ademas, conforme al analisis general por
residuos, la TM7 podria ser una zona que interactua de forma particular con cada ligando. La Figura
7.11 compara las interacciones en las mismas regiones para dos conformaciones de haloperidol: la
primera con una pose similar a la cristalina y la segunda obtenida mediante acoplamiento . Se
observan diferencias, como la fuerza del puente salino, la interaccién con el conector PIF y la
distribucién de la densidad electréonica en el microdominio de serinas, que es mas pronunciada
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cuando el dtomo de cloro esta orientado hacia el exterior, en direccion extracelular.
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Figura 7.9: Anélisis de la distribucién fraccional de Y pyep de los dominios principales del neuroreceptor Dy dentro
de un corte de 5.0 A desde el ligando: TM2 (azul), ECL1 (naranja), TM3 (verde), ECL2 (rojo), TM5 (violeta), TM6
(marrén) y TM7 (rosado).
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Figura 7.10: ) pyp de algunos residuos relacionados con el mecanismo de activacién del D2 que interactian con
antipsicéticos dentro de un corte de 5.0 A desde el ligando: Asp 3.32 (rojo), Trp 6.48 (rosado), conector PIF
(amarillo), dominio de serina (verde), Phe 6.50 - Phe 6.51 del dominio aromético (morado) y Tyr 7.43 (azul). Para
haloperidol, sélo se presenta la conformacién cristalografica. La molécula de dopamina se usa como control.
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Figura 7.11: 3 pycp de algunos residuos relacionados con el mecanismo de activacién del D2 que interactian con
las distintas poses del haloperdidol dentro de un corte de 5.0 A desde el ligando: Asp 3.32 (rojo), Trp 6.48 (rosado),
conector PIF (amarillo), dominio de serina (verde), Phe 6.50 - Phe 6.51 del dominio aromético (morado) y Tyr 7.43

(azul).

7.4. Interacciones intermoleculares en funcién del receptor

Los farmacos de segunda generacién, también conocidos como antipsicéticos atipicos, se caracterizan
por su menor selectividad hacia el receptor Ds. Esta especificidad reducida les permite interactuar
con multiples neuroreceptores, entre las que destaca el receptor 5-HT5, contribuyendo a efectos
terapéuticos mas amplios.

A manera de exploracién se compardé la distribucién de la densidad electrénica en las interac-
ciones intermoleculares entre la risperidona en complejo con los neuroreceptores Dy v 5-HT5, asi
como los complejos obtenidos por DM, y asi observar la influencia tanto por la diferencia de neuro-
receptor como por el cambio del ambiente quimico, desde el estado cristalino hasta el ambiente de
la membrana neuronal.

Para el andlisis de la distribucion de la densidad electrénica de un antipsicético atipico en
diferentes neuroreceptores, se seleccioné la risperidona como molécula representativa. Se utilizaron
las estructuras cristalogréficas de los siguientes sistemas (PDB ID entre paréntesis): el receptor
Dy en complejo con risperidona (6CM4) y el receptor de serotonina en complejo con risperidona
(6A93). La optimizacién de dtomos de hidrégeno, la obtencién de la densidad electrénica y el andlisis
QTAIM se realizaron conforme a los pasos descritos en el estudio anterior de este capitulo. Ademas,
se consideraron las estructuras obtenidas mediante DM. Para obtener la distribucién de la densidad
electronica, se identificaron los tres fragmentos que componen la risperidona y se sumé la densidad
electrénica en los puntos criticos correspondientes a cada fragmento.

En la Figura 7.12 se muestra la distribucién de la densidad definiendo los tres fragmentos identi-
ficables en la risperidona. Se observa que en las interacciones de risperidona con el neuroreceptor Do
y 5-HTsp en las estructuras cristalinas, se mantiene una proporcion muy similar entre fragmentos,
siendo el Fragmento 2 ligeramente mayor por la formacién del puente salino con el residuo Asp 3.32.
Las pequenas diferencias existentes entre neuroreceptores pueden ser consecuencia de la conserva-
cién de la mayoria de los residuos en la cavidad. Se requiere llevar a cabo el mismo analisis en otros
neuroreceptores dopaminérgicos y serotoninérgicos, en donde la risperidona también sea antagonista
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para confirmar lo anterior, y de ser posible, extenderlo a otros neuroreceptores aminérgicos.

Por el contrario, en los complejos obtenidos por DM se observa una distribucién distinta de la
Phep con una preferencia en el Fragmento 2. En los complejos RISP2 y RISP3, el porcentaje de py,
en este fragmento es superior al 40 %. Por otro lado, el Fragmento 1 presenta menor distribucién de
Poep debido a un mayor contacto con las moléculas de agua que provienen de la zona extracelular. La
influencia de las moléculas de agua en la risperidona es un factor a considerar para la distribucién
de la pyep. En el disenio de farmacos, por tanto, se requiere contemplar la influencia de las moléculas
de agua, ya que éstas cambian la manera en cémo interacciona el ligando.

ESTRUCTURAS CRISTALINAS

Neuroreceptor D, Neuroreceptor 5-HT,,

DINAMICA MOLECULAR

RISP1 RISP2

Neuroreceptor D,

Figura 7.12: Distribucién de la pycp en la risperidona en los sistemas cristalinos (parte superior) y los obtenidos
mediante dindmica molecular de un modelo de Dy (parte inferior). Se definieron los fragmentos componentes de la
risperidona de la siguiente manera: Fragmento 1 (azul), Fragmento 2 (rosa) y Fragmento 3 (verde). Sélo se
consideraron los puntos criticos que interaccionan con la proteina. Para los sistemas obtenidos por DM, RISPX
indica la estructura de Dz-risperidona, y X es el niumero identificador
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7.5. Conclusiones

En la construccion de los complejos por acoplamiento molecular se encontré que sélo la dopamina
orientd el grupo amina hacia el Asp 3.32. El menor puntaje lo obtuvieron los antagonistas, rela-
cionado a la mayor cantidad de interacciones que se pueden formar en la superficie de la cavidad.
Ademds, entre los antagonistas, el aripiprazol fue el que mas conformaciones registrd, asociado a la
cantidad de rotameros con respectro al haloperidol y la domapina. Después de la DM, la mayoria
de los ligandos orienté el grupo amino hacia el Asp 3.32, lo que asevera la importancia del puente
salino en el reconocimiento y anclaje de los ligandos. El detalle de la orientacién del haloperidol
deja también la pregunta acerca de la orientacién preferente y su actividad en el neuroreceptor.

El anélisis conformacional realizado a partir de las simulaciones de DM, combinado con la su-
perposicién estructural basada en agrupamientos (clustering), revelé diferencias marcadas entre
sistemas unidos entre agonistas y antagonistas. Los complejos unidos a antagonistas difirieron de
aquellos unidos a dopamina y rotigotina en varios aspectos estructurales: la ausencia del movimiento
hacia afuera de TM6, distancias reducidas entre TM2-TM6 (extracelular) y TM3-TM6 (intrace-
lular), y un aumento en la separacién entre TM3 y TMT7 en la regién intracelular. Ademds, se
observaron fluctuaciones significativas en los bucles intracelulares ICL2 e ICL3.

El analisis QTAIM muestra en general interacciones tipo puentes de hidrégeno no convencionales
y H- - -H, aunque el puente salino en el Asp 3.32 sigue siendo predominante. También se destaco al
residuo Trp6.48, el cual forma parte del microswitch CWxP, y a Tyr7.43 del dominio TM7 como
residuos clave asociados a la actividad antagonista. Por el contrario, el microdominio de serinas,
donde tipicamente se une el grupo catecol de la dopamina, estuvo mas involucrado en los sistemas
unidos a agonistas, lo que sugiere su posible papel en la mediacién de la activacién del neuroreceptor.

Los resultados evidenciarion patrones particulares en la dopamina y el aripiprazol. El primero
muestra caracteristicas tnicas al interaccionar de manera muy especifica en el Asp 3.32 y una
menor cantidad de interacciones. Lo anterior abre la oportunidad de comprender mejor el papel de
la dopamina en la activacién de estos neuroreceptores, ya que ademés de sintetizarse de manera
natural en el organismo, se destaca su especificidad en la interaccién. Al interactuar con menos
residuos, su alta densidad electrénica en el puente salino, su preferencia por el microdominio de
serinas y su tamano relativamente pequeno, la dopamina resulta ser una molécula distintiva.

También se encontraron diferencias entre el aripiprazol con los demds antipsicéticos, el cual
muestra cambios conformacionales distintivos como el movimiento sutil de la TM6. El andlisis
QTAIM sugiere que su interaccion con el conector PIF, la cual es mayor con respecto a la risperidona
y el haloperidol, puede ser clave en la modulacion de la activacién del receptor.

Otro factor a considerar es el cambio de pose del farmaco al momento de construir los modelos de
cavidad. La pose invertida del haloperidol obtenida en el acoplamiento molecular mostré diferencias
clave en las interacciones con respecto a la pose del cristal. Por ejemplo, el haloperidol con la pose
cristalina si mostrd interaccion en el conector PIF, el cual se considera clave en la regulacién y la
activacion de estos neuroreceptores. Cabe senalar que estos resultados estan sujetos a las condiciones
bajo las cuales se modela la membrana neuronal, asi como al hecho de que el receptor utilizado posee
un bucle ICL3 corto. La risperidona se diferencia de otras moléculas por su interaccién con moléculas
de agua que median en la interaccién proteina-ligando, aportando mayor densidad electrénica.

Por tltimo, para el diseno de fdrmacos, la distribucién de pye, que relaciona las interacciones
formadas entre la proteina-ligando podria ser una herramienta para el diseno racionalizado de los
farmacos, en donde el ambiente quimico cobra importancia. Para la risperidona, se observé un
cambio significativo entre las estructuras cristalinas y aquellas obtenidas por DM considerando una
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membrana neuronal. Por el contrario, el cambio de receptor no parece ser una gran influencia si
se considera la distribucién por fragmentos. En ese sentido, el anélisis por dominios resulta maés
eficiente.

Cabe mencionar que, el analisis de puntos criticos de la QTAIM sélo posibilita la identificacién
de interacciones direccionales, por lo que otras metodologias basadas en la densidad electrénica
complementarian esta descripcion.
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8 Interacciones intermoleculares a
través de la densidad de energia
cinética de Weizsacker

8.1. Introduccion

Las interacciones no covalentes estan involucradas en muchos sistemas y procesos en la naturaleza.
La comprensién y descripcion de los contactos intermoleculares impulsados por fuerzas no covalentes
es bastante relevante; en particular, los enlaces de hidrégeno han sido objeto de varios estudios [155,
156]. Por esta razon, se han reportado metodologias para describir estos contactos desde un punto de
vista de la estructura electrénica [157-170]. La Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas (QTAIM)
ha sido una herramienta 1til para describir interacciones intermoleculares [157]. Sin embargo, se
reconoce que en ocasiones no existen contactos direccionales o sitios especificos entre fragmentos
para establecer contactos; en tales casos, las regiones intermoleculares son méas apropiadas. En
este sentido, el Indice de Interacciones No Covalentes (NCI, por sus siglas en inglés) ha hecho
contribuciones significativas al estudio de contactos intermoleculares no direccionales [159, 170].
Desafortunadamente, no es ficil extraer un anélisis cuantitativo a partir de la definicién de NCI:

_[Vo(r)]

s(r) = csm, (8.1)

con c; ! = 2(37r2)1/ 3. Las regiones donde la densidad electrénica, p, es finita no presentan problemas
para su evaluacién. Sin embargo, las regiones donde p — 0 son problematicas, ya que p*/3 tiende a
0 mas rapido que |Vp| y, en consecuencia, s — oo. Este comportamiento no permite la definicién de
As = Sgistema — »_; $i como un indice que pueda correlacionarse con las energias de interacciéon. En
esta suma, ¢ va de 1 hasta el niimero de fragmentos en el sistema. Vale la pena senialar que el modelo
de gradiente independiente (IGM) ha sido 1til para analizar interacciones intermoleculares [165].

Originalmente, el IGM se definié en términos de densidades promoleculares, y se ha reportado
una extension de este enfoque [168], principalmente para visualizar regiones de contacto entre dos
fragmentos. El uso de ,04/ 3 ha sido justificado teéricamente, pero también existen esfuerzos empiricos
para usar otros valores [171]. Boto y col. han encontrado relaciones entre s y la energia cinética
provista por Weiszécker [172]:

[Vp(r)?
p(r) ’

con cyy = %, aunque a veces esta constante se ha usado como parametro de ajuste. La ecuacién

Tw = cw/dr (8.2)
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(8.2) tiene en cuenta las inhomogeneidades de la densidad electrénica y corrige la energia cinética
de Thomas-Fermi [173,174], la cual fue disenada para un gas de electrones. Se ha discutido que la
densidad de energia cinética (KED, por sus siglas en inglés) puede escribirse de varias formas [175],
en particular para Ty, la KED se ha escrito como

KEDW (r) = %f) -Pp(r), (8.3)
5 L1[Vp(r)]
P=—C ) (8.4)

La definicién de P fue utilizada por Bohérquez y col. como un descriptor para revelar la es-
tructura de capas en dtomos [176, 177], la cual fue contrastada con otros descriptores [178-180].
Podemos decir que el descriptor P y otros, como el NCI, pertenecen a la familia

o [Ve)
Ra(r) p°(r)

con o = 1 o un valor fraccionario como 1/3, 2/3, 4/3, etc. Cabe mencionar que existen tres casos
importantes cuando p tiende a cero en la regién asintética:

, (8.5)

lim R, — oo, para a > 1,
p—0

lim R, — constante, para o = 1,
p—0

lim R, — 0, para a < 1.
p—0

Asi, el comportamiento determinado por « es crucial para analizar el campo escalar correspon-
diente, especialmente en aplicaciones relacionadas con interacciones no covalentes intermoleculares.
Por ejemplo, la evaluacién de AR, (r) entre el sistema completo y sus fragmentos correspondientes
no es practica o, a veces, imposible.

Aqui se propone el uso de R/, para describir contactos intermoleculares. Inicialmente, anali-
zamos este campo escalar como un descriptor de localizacion electrénica en atomos y moléculas.
Finalmente, examinamos el papel de este campo escalar y su correlacién con las energias de en-
lace en interacciones no covalentes. De esta manera, queremos contribuir a la comprensién de las
interacciones no covalentes.

8.2. Metodologia

A partir de la discusién anterior, es conveniente usar a < 1, ya que bajo esta condicién AR, (r)
estd bien definida. En este contexto, proponemos la raiz cuadrada de la densidad de energia cinética
(KED, por sus siglas en ingles de Kinetic Electron Density) de Weizsécker:

_ |Vp(r)]

R1/2(1‘) = plT(r)’ (8.6)
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para analizar interacciones no covalentes intermoleculares, de manera que

TW = Cw/dr [Rl/z(r)]2 . (87)

A partir de su definicion, es claro que R/ (r) proporciona diferencias bien definidas:

fragmentos
ARy j5(r) = R{fs(r) — Z Ry y(r), (8.8)
) i=1
ragmentos
[AR,5(r)]” = [Ril%dos(r)r - f QZ [ i/z(r)ra (8.9)
i=1

ya que para cualquier valor de p estas cantidades son finitas. En esta seccién, se utilizaron los
sistemas intermoleculares incluidos en el conjunto S66 definido por Hobza y col. [181] para probar
Ry/o (r); ademads, se consideraron 10 aductos adicionales. De esta manera, estamos probando R, /2 (r)
para interacciones intermoleculares de diferente naturaleza.

La estructura electrénica de todos los dimeros y los mondémeros correspondientes en estos con-
juntos se obtuvo con el método PBE0-D3/6-311G** usando el cédigo TERACHEM [112,113]. El
campo escalar Ry p(r) se implement6 GPUAM [114-116,182]. Para los dtomos, las densidades de
Hartree-Fock y sus derivadas se obtuvieron usando el cédigo MEXICA-C [183-185] con el conjunto
de bases de Bunge [186].

8.3. Resultados y discusion

El anélisis de Ry /Q(r) se aborda desde dos perspectivas: la estructura de capas en atomos y la
identificacion de pares solitarios en moléculas, y la caracterizacién de interacciones no covalentes en
contactos intermoleculares.

Bohérquez y col. propusieron Rp(r) como un descriptor para obtener la estructura de capas en
un dtomo [176]. En la Introduccién de este capitulo se mencioné que este campo escalar pertenece a
la familia R, de la ecuacién (8.5). Para este campo, en la Figura 8.1 se ilustran los tres casos para
el campo Ry (r) (o =1/2, 1y 4/3). El panel superior de esta figura muestra R, (r), mientras que el
panel inferior despliega la funcién de distribucién radial 4772 R, (r). Para este caso, se reportan sélo
los resultados relacionados con el dtomo de calcio como ejemplo, aunque se obtienen las mismas
conclusiones para un conjunto de atomos con diferentes ntimeros atémicos.

En la parte superior de la Figura 8.1 observamos el comportamiento de R, mencionado en la
Introduccién cuando p tiende a cero en la regién asintdtica (valores grandes de la variable radial,
r). Por ejemplo, para a = 1 este campo tiende a un valor constante, para o = 4/3 tiende a infinito
y para o = 1/2 tiende a cero. El comportamiento para cada caso se realza al analizar la funcién
de distribucion radial de este campo en la parte inferior de la Figura 8.1, donde los minimos de
cada caso son evidentes. A partir de aqui, si nos interesa la integral de R, sobre todo el espacio,
entonces es posible sélo para « < 1, en particular para a = 1/2, ya que para o > 1 dicha integral
serd infinita.

Segin Bohérquez y col., las capas se caracterizan por maximos locales de R; y sus limites son
los puntos de inflexién ubicados después de cada maximo local. Observamos en la Figura 8.1 que
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Figura 8.1: R,(r) y la funcién de distribucién radial (47r>R,(r)) para el d4tomo de calcio usando densidades de
Hartree-Fock (a.u); la linea punteada para o = 1, la linea discontinua para o = 4/3, y la linea continua para o = 1/2.
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o rk Qx| TL Qr v Qm
1/2 0.117 2.05 | 0.573 9.79 | 2.177 17.72
1 0.133 2.32 | 0.630 10.15 | 2.594 18.12
4/3 0.139 2.41 | 0.649 10.27 | 2.704 18.20

Tabla 8.1: Estructura de capas para el dtomo de calcio usando tres campos escalares |Vp|/p® para a =1/2,1y
4/3. Posicién de los puntos de inflexién representada por r; y @Q; representa la carga electrénica obtenida desde 0
hasta 7;. Todas las cantidades estan en a.u.

los minimos de 4772R,, estén bien definidos para los tres casos de . A partir de esta funcién de
distribucién, encontramos la posicién de los puntos de inflexién mencionados por Bohérquez y col.
para el atomo de calcio usado como ejemplo en la Figura 8.1.

La posicién de los puntos de inflexién, r;, de 47r?R, v la carga obtenida a partir de Q; =
4 fg “drr?p(r) se reportan en la Tabla 8.1 para el d4tomo de calcio. Para este 4tomo, se esperan 4
capas (K, L, M, N) donde los limites estdn definidos por r;. Con estos resultados, nuestro objetivo
no es determinar el R, 6ptimo para obtener el nimero esperado de electrones en cada capa; mas
bien, buscamos demostrar que R,, contiene informacién sobre la estructura de capas de un dtomo. Es
importante sefalar, sin embargo, que tanto 4mr2R, /3(1) como 47r? Ry (r) divergen cuando r — co.

La relevancia de la densidad de energia cinética dentro del enlace quimico ha sido discutida
en varios estudios. Incluso cuando esta cantidad tiene varias definiciones, indudablemente es un
concepto importante a utilizar en el andlisis del enlace quimico [187-191].

A partir de los resultados encontrados para los dtomos, Ry /Q(r) es candidato a revelar pares
solitarios. En la Figura 8.2 se representa R, /(r) para el agua; se evalué R o(r)sobre un plano
definido por los atomos H-O-H para agua. A partir de aqui, se concluye que R; /2(1') muestra
los pares solitarios para agua; R;/s(r) exhibe valores bajos sobre la linea definida entre O-H y
precisamente estos valores bajos coinciden con las posiciones entregadas por los puntos criticos de
enlace donde Vp = 0. Naturalmente, existe una conexién entre el gradiente de Ry /5(r) y Vp(r), ya
que

1 1 1
VR0 = s (WH@) Vo) — a9 ). (5.10)

A partir de esta ecuacién, queda claro que el gradiente de R j»(r) estd directamente relacionado
con el gradiente de la densidad electrénica, en particular para los puntos criticos de la densidad
electronica. Por lo tanto, la relacion obtenida entre los valores bajos de Ry /s (r) y los puntos criticos
de enlace no es una coincidencia.

Para iniciar la discusién de Rj/p(r) en interacciones intermoleculares, se utilizé un conjunto de
10 aductos: FH- - -HQO, HQO' . -NH3, CchHQOH- : ‘HQO, HCONHg' . -NH37 HQO- . 'HQO, HCONHg' .
-OCHCH3, HF- - -HF, FoCHs- - -H2O, F3CH- - -OH, HOCH,CHs- - -H50.

La energia de enlace se calculé como la diferencia entre la energia optimizada del aducto y
la suma de las energias de los fragmentos no relajados. En este enfoque, no se aplica relajacién
geométrica a los fragmentos, por lo que se excluyen los efectos de reorganizacién.

AEs_p=E¥ - EY ™% — B~ (8.11)

AT, se evalu6 sobre las mismas geometrias utilizadas para AFE4_p. Ambas diferencias de
energia, en a.u., se reportan en la Tabla 8.2.
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Figura 8.2: R, /;(r) para H2O evaluado sobre planos definidos por los d4tomos H-O-H. Las lineas punteadas
conectan los centros, y los circulos negros representan las posiciones de los puntos criticos de enlace.

Tabla 8.2: AEs_p y AT, con cw = 1/8, en a.u., para 10 sistemas unidos por interacciones no covalentes.

Sistema AFEs_p (au.) AT, (au.)
FH---H>O —0.020231 —0.255532
H30---NH3 —0.015 368 —0.200441
CH3CH,OH- - - H,O —0.014 295 —0.203672
HCONHj3;- - - HyO —0.013 315 —0.173070
H>0---HyO —0.013037 —0.178 899
HCONH;3;- - - OCHCH3 —0.012613 —0.169 363
HF..-HF —0.012045 —0.179948
FoCHy- - - HoO —0.009 655 —0.158 395
F3CH---H,0O —0.009 332 —0.145 324
HOCH3CHs- - - HoO —0.006 109 —0.102924
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De esta tabla se observa claramente que AT, sobreestima la energia de enlace. Recordemos
que cyy se utiliza comtinmente como un parametro de ajuste. Nuestra intencién no es reproducir la
energia de enlace usando AT, sino resaltar su tendencia. Esta observacion se corrobora en la Figura
8.3. En este gréfico es evidente que AE4_p y AT, estdn correlacionados. Este resultado resalta la
relevancia de la energia cinética de Weizsécker en la descripcion de interacciones no covalentes.

Se extendio el estudio a un conjunto méas grande de aductos, para lo cual se utilizo el conjunto
S66, que incluye diversas interacciones no covalentes. Los valores correspondientes de AE4_p vy
AT, se reportan en el Apéndice C y el grafico correspondiente se presenta en la Figura 8.4. A
partir de aqui, concluimos que AT, puede usarse para indicar la intensidad de las interacciones no
covalentes.

-0.10

-0.12 -

-0.14

-0.16 -

-0.18 -

AT, (a.u.)

-0.20 -

-0.22

-0.24 -

-0.26 | r
-0.025 -0.02 -0.015 -0.01 -0.005

AE, 5 (au)

Figura 8.3: AT, vs. AE4_p para los sistemas de la Tabla 8.2, con ecuacién ATy, = 10.244956 AFE4_p — 0.047670 y
coeficiente de correlacién 0.9600. Todas las cantidades estan en a.u.

A partir de los resultados obtenidos para interacciones no covalentes, se espera que localmente
AR, j5(r) proporcione informacién sobre las regiones intermoleculares. Por lo tanto, la diferencia de
la ecuacion (8.8) se evalué para los mismos aductos considerados en la Tabla 8.2 y en el conjunto
S66. A partir de estas cantidades locales, la integral

AT, :/dr

se evalué numéricamente de la misma manera que en trabajos previos, mediante suma sobre una
malla cibica con incrementos de 0.1 a.u. [160]. Todos los resultados obtenidos de esta integral
corresponden precisamente a AT, reportados en este articulo.

fragments

(Rimrw) - Y (i/2<r>)2]7 (8.12)
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AT, (a.u.)

-0.5 : :
-0.045 -0.04 -0.035 -0.03 -0.025 -0.02 -0.015 -0.01 -0.005

AE,_p (a.u.)

Figura 8.4: AT, vs. AE4s_p para los sistemas del conjunto S66, con ecuacién AT, = 9.591698AF4_p — 0.039760
y coeficiente de correlacién 0.9389. Todas las cantidades estan en a.u.
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ARy j5(r) para FH- - -H20, HCONH3- - -OCHCH3 y HOCH2CHg: - -H2O se presenta en la Figura
8.5. En este caso, se muestran dos vistas de cada sistema en la figura. Asi, estamos evaluando este
campo escalar en tres sistemas con diferentes energias de enlace. La isosuperficie se construyé con
Ry /o (r) = —0.2 a.u., y la escala de color se basa en la densidad electrénica, de manera que el color
blanco representa p = 0.0 a.u. y azul p = 0.05 a.u.

oo 2 BN

Figura 8.5: AR, /;(r) para tres sistemas, evaluado en -0.20 a.u. y coloreado segtin la densidad electrénica entre 0.0
(blanco) y 0.05 (azul) a.u. FH---H20 (izquierda), HCONHj3- - - HCOCHj3 (centro) y HOCH2CHs- - - HoO (derecha).

Esta figura revela la importancia de AR, /2(1‘) para analizar interacciones no covalentes. Para
un valor fijo, este campo escalar exhibe grandes regiones de color azul para sistemas con interac-
cion fuerte. En contraste, para interacciones débiles, el campo escalar muestra dreas pequenas con
color predominantemente blanco. Para todos los sistemas considerados en este articulo (76 aduc-
tos) esta conclusién es consistente; en consecuencia, presentamos AR /Q(r) sélo para tres sistemas
representativos.

Otra caracteristica de AR, /2(1') es su relevancia para dilucidar regiones de interaccién en los
enlaces intermoleculares. Como ejemplo de este punto, en la Figura 8.6, AR /5(r) se contrasta con
el NCI para el sistema CH4QCgy. En este caso, el andlisis NCI revela claramente interacciones
no covalentes entre Cgyp y CHy. Sin embargo, este campo escalar también muestra regiones no
relevantes para la interaccion intermolecular. En contraste, el descriptor AR, /5 (r) destaca de manera
clara la region de contacto intermolecular, sin ambigiiedades. Este campo escalar sugiere que las
interacciones entre Cgg y CHy son méds fuertes alrededor de los bordes del Cgg, mientras que los
valores mas bajos de esta cantidad se localizan alrededor de los centros de los pentdgonos y hexagonos
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Figura 8.6: AR /5(r) e indice NCI del sistema CH4@Cgg. De lado izquierdo, la isosuperficie de AR; /> evaluado en
-0.2 a.u. esta coloreado por la densidad electrénica entre 0.0 y 0.05 a.u, lo que indica la ausencia (color blanco) o
presencia de interaccién (color azul). Del lado derecho, el indice NCI evaluado en 0.6 a.u. y coloreado por la
densidad electrénica multiplicada por su autovalor principal entre -5.0 y 5.0 a.u. El cédigo de colores indica
interacciones de tipo dispersiva (color verde) e impedimento estérico (rojo)

del C60.

Su aplicacién en sistemas proteina ligando resulta de clara importancia al momento de obser-
var interacciones intermoleculares. Para el receptor Dy - dopamina de la Figura 8.7, el NCI y el
ARy 5(r), es evidente que ARy /5(r) revela, sin duda, las regiones donde intervienen las interacciones
intermoleculares, marcadas con color azul, que corresponden a los puentes de hidrogeno y puente sa-
lino. Por otro lado, las regiones predominantemente blancas indican interacciones donde predomina
un caracter mas dispersivo. En el caso del NCI, no es sencillo identificar las regiones intermoleculares
correspondientes. Muchas veces, un analisis cualitativo es suficiente para obtener informacién sobre
las interacciones involucradas en los contactos intermoleculares; es claro que AR, jo(r) proporciona
dicha informacién.
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Figura 8.7: AR, /5(r), arriba, evaluado en -0.2 a.u. y coloreado por la densidad electrénica entre 0.0 (color blanco)

y 0.05 (color azul) a.u. Indice de interacciones no covalentes, abajo, evaluado en 0.6 a.u. y coloreado por la densidad
electrénica multiplicada por su autovalor principal entre -5.0 y 5.0 a.u.
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8.4. Conclusiones

El campo escalar Ry j5(r) = %,
de Weizséacker, es un descriptor confiable y bien comportado en las regiones asintéticas de la densi-
dad electrénica, lo que lo hace particularmente adecuado para analizar interacciones no covalentes
intermoleculares. El andlisis confirma que R; /2(7") captura caracteristicas quimicamente significa-
tivas tales como la estructura de capas atémicas y los pares solitarios de electrones. En sistemas
atémicos, este campo escalar identifica los limites de las capas, mientras que en sistemas moleculares
como el agua, por ejemplo, revela las regiones de pares solitarios.

La diferencia en la energia cinética de Weizsacker, ATy, calculada entre aductos y sus fragmentos
correspondientes, muestra una fuerte correlacién con las energias de enlace a lo largo de una variedad
de sistemas. Aunque ATy tiende a sobreestimar los valores absolutos de las energias de enlace,
sus tendencias reflejan la fuerza relativa de las interacciones no covalentes. La diferencia ARy /5(r)
muestra las regiones de interacciones no covalentes; esta diferencia ofrece una visualizaciéon mas clara
y localizada de las zonas de interaccién, particularmente en sistemas complejos. En este capitulo se
mostraron dos sistemas representativos como ejemplos, pero encontramos los mismos resultados para
otros aductos. La metodologia propuesta ha sido validada en 76 sistemas no covalentes, incluyendo
el ampliamente utilizado conjunto de referencia S66. Su implementacion en plataformas aceleradas
por GPU asegura eficiencia computacional y escalabilidad, lo que la convierte en una herramienta
practica para analizar interacciones no covalentes tanto en sistemas moleculares pequenos como

derivado de la raiz cuadrada de la densidad de energia cinética

grandes.
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9 Conclusiones generales

Este trabajo integré el andlisis estructural proporcionado por la DM con el andlisis topolédgico de la
densidad electrénica que ofrece la QTAIM, lo que permitié caracterizar y evaluar las interacciones
no covalentes presentes entre el neuroreceptor Do y diversos ligandos, en regiones relacionadas con la
funcionalidad de la proteina, como lo son los microinterruptores y microdominios. Como resultado,
se identificaron patrones caracteristicos que brindan una perspectiva mas detallada del papel de los
antipsicéticos, no sélo de manera cualitativa, sino también cuantitativa.

Se evidencio la importancia del puente salino entre el grupo amina de los ligandos y el residuo
Asp 3.32 como un elemento central en el reconocimiento y anclaje, particularmente en los neuro-
transmisores como la dopamina y la serotonina, ya que esta interaccién aporta més del 50 % de la
energia de interaccién total y mas del 30 % de la densidad electrénica asociada en estos ligandos,
elemento crucial en la afinidad receptor-ligando.

En la caracterizacion de las interacciones, se observaron diferencias marcadas entre los sistemas
en complejo con agonistas y antagonistas. En el andlisis conformacional, se observaron diferencias
estructurales significativas, tales como la ausencia del movimiento hacia afuera de la TM6, distan-
cias reducidas entre los dominios TM2-TM6 y TM3-TM6, asi como variaciones en las fluctuaciones
de los bucles intracelulares ICL2 e ICL3. Estas diferencias estructurales se relacionan con patrones
de interaccién especificos: los antagonistas interactian predominantemente con los microinterrup-
tores CWxP y PIF, asi como con el residuo Tyr7.43 del dominio TM7, considerados residuos clave
asociados a la actividad antagonista. Por el contrario, los agonistas establecen interacciones mas
marcadas con el microdominio de serinas, lo que sugiere su implicacion en la activacion del receptor.
De manera particular, se observaron patrones singulares en el aripiprazol que podrian ser puntos de
partida para estudios més detallados. El aripiprazol muestra diferencias respecto a otros antagonis-
tas, lo que podria ser clave para entender su papel modulador en contraste con los demas farmacos
antipsicéticos.

La insercion del modelo de membrana neuronal tiene un papel importante en la distribucién de
la densidad electrénica en los puntos criticos; mientras que en las conformaciones cristalograficas de
los receptores Dy v 5-HT'94 no se aprecian cambios significativos, en las conformaciones obtenidas
por dindamica molecular si se observan modificaciones importantes, concentrandose mayor densidad
electronica de interaccién en el fragmento que contiene la amina bésica.

Por 1ltimo, el campo escalar Ry y(r) = %2((?)‘ mostro ser 1til para el andlisis de interacciones
no covalentes intermoleculares en diferentes sistemas, incluyendo la cavidad modelada. Este campo
mostro una fuerte correlacién con las energias de interaccion, permitiendo no sélo una representacion
visual clara de las regiones de interaccién, sino también un potencial cuantitativo para comparar
contribuciones electronicas entre distintos ligandos y estados conformacionales del receptor.
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10 Perspectivas

En el presente trabajo se identificaron dreas que podrian dar continuidad a la investigacién. Uno
de los principales puntos a considerar es el andlisis de la membrana en los neuroreceptores GPCR.
La eleccién de un modelo de membrana més realista tuvo como objetivo acceder a conformaciones
del receptor distintas de la cristalogréfica, las cuales no necesariamente representan estados con-
formacionales activos. En este contexto, y con el fin de dilucidar el papel de la membrana en la
modulacion conformacional de los GPCR, resulta necesario realizar un estudio sisteméatico que con-
temple el papel del colesterol, la esfingomielina y en la composiciéon minima requerida para obtener
resultados bioquimicamente relevantes. De ser posible, la exploraciéon de métodos de grano grueso
mediante campos de fuerza tipo MARTINI podria proporcionar acceso a tiempos de simulacién méas
prolongados con un costo computacional reducido.

Ademss, el conjunto de ligandos considerado en este trabajo fue seleccionado como representa-
tivo de distintas generaciones de antipsicéticos, incorporando ademads dopamina y rotigotina como
ligandos de control. No obstante, para reforzar los patrones de interaccién identificados, resulta
necesario ampliar el conjunto de ligandos estudiados, incorporando un mayor nimero de moléculas
tanto agonistas como antagonistas.

Otro aspecto relevante es la necesidad de explorar el papel del agua en la estabilizacién y modu-
lacién de las interacciones ligando—receptor, especialmente debido a su capacidad para formar redes
que modifican la topologia de la densidad electrénica. Este andlisis permitiria esclarecer su caracter
estabilizador o desestabilizador en dichos sistemas. De manera complementaria, la exploracién de
regiones conservadas externas al sitio activo ampliaria la comprensién del papel de las interacciones
no covalentes en la relacién estructura—funcion de los GPCR.

Asimismo, se propone llevar a cabo un estudio sistematico de neuroreceptores GPCR de interés
empleando exclusivamente ligandos enddgenos, tanto en esquemas candnicos, esto es, utilizando
cada receptor con su ligando endégeno correspondiente, como en esquemas cruzados, en los que un
receptor sea evaluado frente a ligandos enddgenos asociados a otros neuroreceptores. Este enfoque
permitiria aislar caracteristicas intrinsecas de los sistemas bioldgicos naturales, estableciendo asi
una referencia frente a ligandos sintéticos con potencial actividad terapéutica.
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Apéndice A. Analisis de Dinamica
Molecular del receptor D>

Figura 1: Modelo del receptor Da-dopamina en modelo de membrana. A la izquierda se muestra la membrana
construida para efectos de la dindmica, mientras que a la derecha se muestra la proteina con la dopamina en
representacién van der Waals (carbonos de color rosa)
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D2DR- HALOPERIDOL

D2DR- RISPERIDONA

LATERAL

INFERIOR =P S DaDR-ARIPIPRAZOL

Figura 2: Superposicién de estructuras del receptor D2 en formas unidas a antagonistas. Se observan cambios
importantes en la TM6: APO - D, (beige), D2 en complejo con haloperidol (tonos rosas), risperidona (tonos verdes)
y aripiprazol (tonos azules). Cada farmaco estd representado por tres clisteres, con gradientes de color que indican

las diferencias entre ellos, desde el clister uno (més oscuro) hasta el clister tres (més claro).
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Figura 3: Anélisis de dindmica molecular del haloperidol en complejo con Ds. De izquierda a derecha, de arriba a
abajo: grafica de RMSD, radio de giro y gréafica de RMSF.
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Figura 4: Anélisis de dindmica molecular del haloperidol (pose del cristal) en complejo con D2. De izquierda a
derecha, de arriba a abajo: grafica de RMSD, radio de giro y grafica de RMSF.

91



Bibliografia

RN‘!SF" (l\“m)
I’(NBISFB (n'm)

A

R39R983RR88888

lllﬂsF"
Sp

Z}

'3
g)

S

2
lRlﬂan
r—*‘
-

TMI ICL1 TM2 ECL1 TM3 ICL2 TM4 ECL2 TMS ICL3 M6  ECLI TM7 He TM1 ICL1 TM2 ECLI TMS ICL2 TMe ECL2 TMs  ICL3 TM6  ECL3 TM7 8

o A At

RMSF (nm)

ARESF

TM1 ICL1 TM2 ECL1 TMI ICL2 TM4 ECL2 TMS ICL3 TM6  ECL3 TM7 HB

Figura 5: Anilisis de dindmica molecular de la risperidona en complejo con Ds. De izquierda a derecha, de arriba a
abajo: grafica de RMSD, radio de giro y gréafica de RMSF.
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Figura 6: Anilisis de dindmica molecular del aripiprazol haloperidol en complejo con Ds. De izquierda a derecha,
de arriba a abajo: grafica de RMSD, radio de giro y grafica de RMSF.
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Apéndice B. Descriptores QTAIM
para modelos de cavidades del
receptor Do

Tabla 1: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 D2 - haloperidol

Interaccién d(A--B) d(A--D) Z(D-H--A) p(bep) V?p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 2.731 3.8 161.454  0.007 0.022 0.78 0.15
CH---C Promedio 3.108 3.916 134.865  0.004 0.012  0.745 0.156
Minimo 3.409 3.95 112.6  0.002 0.007 0.71  0.17
Maéximo 2.873 3.76 136.39  0.007 0.023 0.77  0.16
CH---Cl Promedio 3.083 3.96 138.716  0.005 0.017  0.732 0.176
Minimo 3.512 4.59 165.101  0.002 0.006 0.69  0.17
Maximo 2.38 3.44 160.084  0.01 0.034 0.89  0.09
CH---F Promedio 2.74 3.745 153.868  0.006 0.021  0.765 0.21
Minimo 3.099 4.05 147.653  0.002 0.008 0.64 0.33
Maéximo 2.788 3.47 121.122  0.007 0.021 0.81  0.12
CH--N Promedio 3.014 3.715 123.411  0.005 0.015 0.79 0.14
Minimo 3.24 3.96 125.701  0.003 0.009 0.77 0.16
Méximo 2.513 3.4 136.318  0.009 0.029 0.86 0.1
CH---O Promedio 2.965 3.811 136.25  0.005 0.015  0.767 0.167
Minimo 3.271 4.2 145.184  0.002 0.007 0.69 0.22
Maéximo 1.779 2.79 164.939  0.039 0.126 1.03 -0.03
NH---O Promedio 1.779 2.79 164.939  0.039 0.126 1.03 -0.03
Minimo 1.779 2.79 164.939  0.039 0.126 1.03 -0.03
Maximo 1.919 2.87 168.673  0.029 0.092 0.97  0.02
OH--N Promedio 1.919 2.87 168.673  0.029 0.092 0.97 0.02
Minimo 1.919 2.87 168.673  0.029 0.092 0.97  0.02
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Tabla 2: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 D2 - haloperidol

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maéaximo 1.906  0.011 0.033 0.79  0.12

CH---HC 4 Promedio 2.529  0.005 0.016 0.732 0.176

Minimo 3.504 0.0 0.002 048 0.35

Tabla 3: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 D2 - haloperidol

Interaccién Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maéaximo 3.502  0.007 0.02 0.76  0.14

S---C 4 Promedio 3.502  0.007 0.02 0.76  0.14

Minimo 3.502  0.007 0.02 0.76 0.14

Tabla 4: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 2 Dy - haloperidol

Interaccién  Contactos d(A--B) d(A--D) Z(D-H-A) p(bep) V?p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] ("] a.u. a.u. a.u.
Méximo 2.417 3.38 143.554  0.012 0.035 0.83 0.1
CH---C 4 Promedio 2.828 3.733 141.083  0.007 0.019 0.79 0.122
Minimo 3.252 4.19 145.683  0.003 0.008 0.78 0.12
Maximo 3.362 4.14 127.782  0.003 0.009 0.69 0.2
CH---Cl 4 Promedio 3.56 4.373 131.972  0.002 0.007  0.677 0.197
Minimo 3.931 4.75 132.299  0.001 0.003 0.64 0.2
Maéximo 3.051 3.99 142.186  0.004 0.012 0.82 0.11
CH--N 4 Promedio 3.051 3.99 142.186  0.004 0.012 0.82 0.11
Minimo 3.051 3.99 142.186  0.004 0.012 0.82 0.11
Méximo 2.568 3.45 136.638  0.009 0.027 0.89  0.08
CH---O 4 Promedio 2.775 3.54 126.825  0.006 0.021 0.823 0.13
Minimo 3.097 3.75 118.165  0.003 0.011 0.74  0.19

Tabla 5: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 2 D2 - haloperidol

Interaccién Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]|/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 1.738  0.018 0.057 0.81 0.13

CH---HC 4 Promedio 2.374  0.007 0.022  0.757 0.158

Minimo 3.106  0.001 0.004 0.59 0.27
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Tabla 6: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 2 D2 - haloperidol

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Méximo 3.625  0.003 0.013 0.71 0.21
C---0 4 Promedio 3.625  0.003 0.013 0.71 0.21
Minimo 3.625  0.003 0.013 0.71 0.21
Méximo 3.819  0.003 0.008 0.77 0.13
N..-C 4 Promedio 3.819  0.003 0.008 0.77 0.13
Minimo 3.819  0.003 0.008 0.77 0.13
Méximo 4.423  0.001 0.004 0.67 0.2
N---Cl 4 Promedio 4.423  0.001 0.004 0.67 0.2
Minimo 4423  0.001 0.004 0.67 0.2
Méximo 3.12 0.009 0.035 0.82 0.14
0O---Cl 4 Promedio 3.367  0.006 0.024 0.763  0.18
Minimo 3.801  0.003 0.009 0.68 0.22
Méximo 3.721  0.005 0.015 0.7 0.18
S---C 4 Promedio 3.721  0.005 0.015 0.7 0.18
Minimo 3.721  0.005 0.015 0.7 0.18

Tabla 7: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 D2 - haloperidol

Interaccién ~ Contactos d(A--B) d(A--D) Z(D-H--A) p(bep) V?p(bep) [V|/G  B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maximo 2.403 3.48 164.399  0.013 0.039 0.8 0.12
CH---C 4 Promedio 3.034 3.857 136.129  0.005 0.014  0.769 0.141
Minimo 3.355 4.12 127.403  0.002 0.008 0.71  0.18
Maéximo 2.524 3.48 143.526  0.014 0.046 0.79  0.15
CH---Cl 4 Promedio 2.895 3.832 144.558  0.007 0.024 0.75 0.168
Minimo 3.266 4.35 165.287  0.003 0.009 0.73 0.16
Maximo 2.85 3.57 122.356  0.004 0.016 0.76  0.21
CH---F 4 Promedio 2.85 3.57 122.356  0.004 0.016 0.76 0.21
Minimo 2.85 3.57 122.356  0.004 0.016 0.76  0.21
Maéximo 2.82 3.4 112.595  0.007 0.021 0.81 0.13
CH---N 4 Promedio 3.064 3.715 118.952  0.005 0.014 0775  0.16
Minimo 3.308 4.03 125.31  0.002 0.008 0.74 0.19

Tabla 8: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 D2 - haloperidol

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]|/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 1.823 0.014 0.04 0.8 0.12

CH---HC 4 Promedio 2.472  0.006 0.018 0.746 0.159

Minimo 3.831 0.0 0.001 0.42 0.34
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Tabla 9: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 D2 - haloperidol

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]|/G  B.D.
[A] a.. a.u. a.u.
Maximo 3.44  0.004 0.014 0.79  0.15
0O---C 4 Promedio 3.44  0.004 0.014 0.79 0.15
Minimo 3.44  0.004 0.014 0.79  0.15
Maximo 3.146  0.008 0.032 0.81  0.16
0---Cl 4 Promedio 3.457  0.006 0.022 0.76  0.185
Minimo 3.768  0.003 0.011 0.71 0.21
Maximo 3.267  0.005 0.019 0.84 0.14
0---0 4 Promedio 3.267  0.005 0.019 0.84 0.14
Minimo 3.267  0.005 0.019 0.84 0.14
Maximo 3.87  0.005 0.011 0.75  0.12
S--C 4 Promedio 3.87  0.005 0.011 0.75  0.12
Minimo 3.87  0.005 0.011 0.75  0.12
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Figura 8: Anélisis QTAIM del haloperidol en complejo con D». A la izquierda, se presenta el grafico molecular con
los puntos criticos de enlace (amarillo) y las trayectorias de enlace (rosa) que indican la presencia de interacciones. A
la derecha, se muestra la densidad electrénica intermolecular pyc, por residuo, destacando la naturaleza de las
interacciones: puente de hidrégeno asistido por carga (azul), puente de hidrégeno convencional, puente de hidrégeno
no convencional (verde), puente dihidrégeno (rojo) e interacciones entre heterodtomos relacionadas con interacciones
acido-base de Lewis (violeta)
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Tabla 10: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster D2 - haloperidol (pose del cristal)

Interaccién  Contactos d(A--B) d(A--D) Z(D-H--A) p(bep) V?p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] [7] a.u. a.u. a.u.
Maximo 2.447 3.39 145.94  0.012 0.036 0.8 0.13
CH---C 4 Promedio 2.954 3.913 149.515  0.006 0.018 0.764 0.143
Minimo 3.929 5.02 166.316  0.001 0.003 0.63 0.25
Maximo 3.239 4.06 131.517  0.003 0.011 0.72  0.19
CH---Cl 4 Promedio 3.548 4.32 128.098  0.002 0.008 0.705 0.18
Minimo 3.857 4.58 124.679  0.001 0.004 0.69 0.17
Maéximo 2.955 3.84 139.427  0.003 0.011 0.7 0.26
CH---F 4 Promedio 3.04 3.797 128.084  0.002 0.011  0.677 0.293
Minimo 3.009 3.83 131.148  0.002 0.011 0.7 0.28
Maéaximo 2.204 3.24 159.204  0.015 0.052 0.82 0.14
CH---O 4 Promedio 2.603 3.552 147.426  0.008 0.027 0.834 0.119
Minimo 3.153 4.07 141.063  0.002 0.008 0.71  0.22
Maximo 2.725 3.78 159.421  0.011 0.029 0.83  0.09
CH---S 4 Promedio 2.725 3.78 159.421  0.011 0.029 0.83  0.09
Minimo 2.725 3.78 159.421  0.011 0.029 0.83  0.09
Maéximo 1.672 2.65 153.575  0.051 0.15 1.14  -0.12
NH---O 4 Promedio 1.672 2.65 1563.575  0.051 0.15 1.14 -0.12
Minimo 1.672 2.65 153.575  0.051 0.15 1.14 -0.12

Tabla 11: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster Ds - haloperidol (pose del cristal)

Interaccién ~ Contactos d(A-B) p(bep) VZp(bep) |V]|/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 2.075  0.009 0.028 0.8 0.13

CH---HC 4 Promedio 2.521  0.005 0.015 0.744 0.169

Minimo 3.23  0.001 0.003 0.57 0.29

Tabla 12: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster D2 - haloperidol (pose del cristal)

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) VZ3p(bep) |V|/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 3.556  0.005 0.015 0.7 0.19
C---Cl 4 Promedio 4.082  0.003 0.009 0.69 0.18
Minimo 4.608  0.001 0.003 0.68 0.17
Maéximo 3.957  0.002 0.005 0.68 0.22
0.---C 4 Promedio 3.957  0.002 0.005 0.68 0.22
Minimo 3.957  0.002 0.005 0.68 0.22
Maximo 3.577  0.007 0.024 0.72 0.2
S---Cl 4 Promedio 3.577  0.007 0.024 0.72 0.2
Minimo 3.577  0.007 0.024 0.72 0.2
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Figura 9: Analisis QTAIM del haloperidol (pose del cristal) en complejo con Ds. A la izquierda, se presenta el
grafico molecular con los puntos criticos de enlace (amarillo) y las trayectorias de enlace (rosa) que indican la
presencia de interacciones. A la derecha, se muestra la densidad electrénica intermolecular pyc, por residuo,
destacando la naturaleza de las interacciones: puente de hidrégeno asistido por carga (azul), puente de hidrégeno
convencional, puente de hidrégeno no convencional (verde), puente dihidrégeno (rojo) e interacciones entre
heterodtomos relacionadas con interacciones dcido-base de Lewis (violeta)
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Tabla 13: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 D2 - risperidona

Interaccién  Contactos d(A--B) d(A-D) Z(D-H--A) pbcp) Vp(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] [°] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 2.533 3.52 147.727 0.01 0.033 0.78  0.15
CH---C 4 Promedio 2.996 3.864 138.129  0.005 0.016 0.76 0.149
Minimo 3.656 4.36 123.394  0.001 0.004 0.68 0.19
Maéximo 2.473 3.31 133.332  0.008 0.03 0.85 0.13
CH---F 4 Promedio 2.67 3.383 123.068  0.006 0.024 0.802 0.172
Minimo 2.815 3.3 106.28  0.004 0.02 0.74 0.24
Maximo 2.717 3.73 151.951  0.007 0.019 0.84 0.1
CH---N 4 Promedio 3.012 3.835 137.032  0.005 0.014 0.805 0.132
Minimo 3.349 3.93 113.623  0.002 0.008 0.76  0.16
Maéximo 2.335 3.15 128.623 0.014 0.046 0.87 0.1
CH---O 4 Promedio 2.782 3.587 131.389  0.007 0.023 0.8 0.148
Minimo 3.681 4.24 113.76  0.001 0.004 0.53 0.34
Maéximo 2.649 3.67 153.578  0.013 0.034 0.86  0.08
CH---S 4 Promedio 2.649 3.67 153.578  0.013 0.034 0.86  0.08
Minimo 2.649 3.67 153.578  0.013 0.034 0.86  0.08
Maéximo 1.946 2.96 165.461  0.028 0.086 097 0.02
NH---O 4 Promedio 2.037 2.92 146.522  0.024 0.079 0.93 0.055
Minimo 2.128 2.88 127.582 0.02 0.073 0.89  0.09

Tabla 14: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 D2 - risperidona

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]|/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maximo 2.065 0.008 0.023 0.81 0.11
CH---HC 4 Promedio 2.493  0.004 0.014  0.775 0.146
Minimo 2.849  0.002 0.008 0.7 021
Maximo 1.647  0.019 0.062 0.84 0.11
CH---HN 4 Promedio 1.647  0.019 0.062 0.84 0.11
Minimo 1.647  0.019 0.062 0.84 0.11

Tabla 15: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 Ds - risperidona

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maéaximo 3.658  0.002 0.009 0.65 0.34

0---0 4 Promedio 3.658  0.002 0.009 0.65 0.34

Minimo 3.658  0.002 0.009 0.65 0.34
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Tabla 16: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster 2 Do - risperidona

Interaccién  Contactos d(A-B) d(A-D) Z(D-H--A) p(bcp) VZ?p(bcp) |V|/G B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maximo 2.781 3.6 131.271  0.007 0.02 0.8 0.12
CH---C 4 Promedio 2.947 3.752 132.593  0.005 0.017 0.763  0.15
Minimo 3.159 4.13 145.818  0.004 0.013 0.75  0.17
Maximo 2.614 3.61 149.196  0.005 0.021 0.81 0.15
CH.---F 4 Promedio 2.834 3.665 134.286  0.004 0.016 0.74  0.22
Minimo 3.053 3.72 119.377  0.002 0.011 0.67  0.29
Maéximo 2.468 3.3 130.386  0.011 0.036 0.81 0.12
CH---N 4 Promedio 2.93 3.745 131.484  0.006 0.019 0.792 0.14
Minimo 3.327 4.34 152.454  0.002 0.007 0.76  0.17
Maximo 2.601 3.23 114.926  0.008 0.029 0.83 0.13
CH---O 4 Promedio 2.823 3.592 127.422  0.005 0.018 0.818 0.13
Minimo 3.047 3.69 117.39  0.003 0.012 0.78 0.16
Maximo 2.547 3.31 126.413  0.016 0.047 0.85 0.1
CH---S 4 Promedio 2.547 3.31 126.413  0.016 0.047 0.85 0.1
Minimo 2.547 3.31 126.413  0.016 0.047 0.85 0.1
Maéximo 1.753 2.76 159.97  0.038 0.136 1.01 -0.01
NH---O 4 Promedio 2.064 2.98 149.64  0.024 0.086 091  0.07
Minimo 2.376 3.2 139.31  0.009 0.035 0.81 0.15

Tabla 17: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster 2 Da - risperidona

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bcp) |V]/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Méximo 1.867  0.012 0.036 0.79 0.13

CH---HC 4 Promedio 2.352  0.006 0.017 0.788 0.136

Minimo 2.888  0.002 0.006 0.67 0.23

Tabla 18: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster 2 Dy - risperidona

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maéaximo 3.391  0.005 0.017 0.75 0.16
C---C 4 Promedio 3.485  0.005 0.014 0.735 0.16
Minimo 3.579  0.004 0.01 0.72 0.16
Maéaximo 3.201  0.007 0.022 0.84 0.11
C---0 4 Promedio 3.201  0.007 0.022 0.84 0.11
Minimo 3.201  0.007 0.022 0.84 0.11
Méximo 2.942  0.009 0.038 0.79  0.17
0.---C 4 Promedio 2.942  0.009 0.038 0.79 0.17
Minimo 2.942  0.009 0.038 0.79 0.17
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Tabla 19: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 D2 - risperidona

Interaccion  Contactos d(A--B) d(A--D) Z (D-H--A) p(bep) V2p(bep) |V|/G  B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 2.721 3.64 142.394  0.008 0.024 0.78 0.13
CH---C 4 Promedio 3.108 3.92 132.237  0.004 0.014  0.732 0.163
Minimo 3.701 4.46 127.002  0.001 0.004 0.68 0.19
Méximo 2.468 3.43 146.804  0.007 0.028 0.84 0.13
CH---F 4 Promedio 2.727 3.54 132,712 0.005 0.02  0.765 0.205
Minimo 2.986 3.65 118.62  0.003 0.013 0.69 0.28
Méximo 2.52 3.43 141.702  0.009 0.028 0.81 0.12
CH--N 4 Promedio 3.12 3.97 139.527  0.005 0.015 0.71 0.191
Minimo 4.045 4.78 125.661  0.001 0.002 0.44 0.35
Maéximo 2.565 3.25 118.442  0.009 0.029 0.86 0.1
CH---O 4 Promedio 3.113 3.874 127.509  0.004 0.014  0.695 0.235
Minimo 3.607 4.29 122.642  0.001 0.005 0.53 0.38
Méximo 3.905 4.74 133.389  0.001 0.004 0.58 0.23
CH---S 4 Promedio 3.905 4.74 133.389  0.001 0.004 0.58 0.23
Minimo 3.905 4.74 133.389  0.001 0.004 0.58 0.23

Tabla 20: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 D2 - risperidona

Interaccion ~ Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bcp) |V|/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 2.375  0.006 0.02 0.77  0.15

CH---HC 4 Promedio 2.781 0.003 0.009 0.705 0.194

Minimo 3.413  0.001 0.002 0.52 0.35

Tabla 21: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 D2 - risperidona

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V|/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 3.267  0.006 0.02 0.81 0.14
C---0 4 Promedio 3.267  0.006 0.02 0.81 0.14
Minimo 3.267  0.006 0.02 0.81 0.14
Maéximo 2.951  0.006 0.029 085 0.14
O--F 4 Promedio 3.136  0.005 0.022 0.79 0.205
Minimo 3.32  0.003 0.015 0.73  0.27
Maéximo 4.035  0.002 0.007 0.66  0.23
S--0O 4 Promedio 4.035  0.002 0.007 0.66  0.23
Minimo 4.035  0.002 0.007 0.66  0.23
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Figura 10: Andlisis QTAIM de la risperidona en complejo con Ds. A la izquierda, se presenta el grafico molecular
con los puntos criticos de enlace (amarillo) y las trayectorias de enlace (rosa) que indican la presencia de
interacciones. A la derecha, se muestra la densidad electrénica intermolecular pycp por residuo, destacando la
naturaleza de las interacciones: puente de hidrégeno asistido por carga (azul), puente de hidrégeno convencional,
puente de hidrégeno no convencional (verde), puente dihidrégeno (rojo) e interacciones entre heterodtomos
relacionadas con interacciones dcido-base de Lewis (violeta)

Tabla 22: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 Ds - aripiprazol

Interaccion  Contactos d(A--B) d(A--D) Z(D-H--A) plbep) VZ?p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] i a.u. a.u. a.u.
Méximo 2.421 3.45 157.406  0.012 0.034 0.82  0.10
CH---C 4 Promedio 2.798 3.62 135.538  0.007 0.021  0.773 0.141
Minimo 3.083 4.08 148.356  0.003 0.011 0.72  0.20
Maéximo 2.811 3.67 135.909  0.008 0.025 0.76  0.16
CH---Cl 4 Promedio 2.850 3.69 133.410  0.008 0.024 0.76  0.16
Minimo 2.889 3.71 130.912  0.007 0.023 0.76  0.16
Maéximo 2.802 3.32 108.311  0.007 0.024 0.81  0.13
CH--N 4 Promedio 2.868 3.65 132.688  0.006 0.019 0.815 0.125
Minimo 2.935 3.98 157.066  0.005 0.014 0.82  0.12
Maéximo 2.393 3.14 123.411  0.012 0.041 0.87  0.09
CH---O 4 Promedio 3.015 3.822 132.952  0.006 0.019 0.744 0.188
Minimo 3.608 4.55 145.500  0.001 0.004 0.57  0.32
Maéximo 2.906 3.86 143.719  0.007 0.019 0.81  0.12
CH---S 4 Promedio 2.906 3.86 143.719  0.007 0.019 0.81  0.12
Minimo 2.906 3.86 143.719  0.007 0.019 0.81  0.12
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Tabla 23: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 Doy - aripiprazol

Interaccion ~ Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bcp) |V|/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maéximo 2.137  0.008 0.024 0.84 0.10

CH---HC 4 Promedio 2.666  0.003 0.011 0.732  0.18

Minimo 2983  0.001 0.005 0.65 0.26

Tabla 24: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 1 Do - aripiprazol

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maéaximo 4.0563  0.002 0.006 0.82 0.1
C---C 4 Promedio 4.053  0.002 0.006 0.82 0.1
Minimo 4.053  0.002 0.006 0.82 0.1
Maéaximo 3.356  0.007 0.03 0.71 0.23
C.--Cl 4 Promedio 3.45  0.007 0.024 0.71 0.21
Minimo 3.545  0.006 0.019 0.71  0.19
Maximo 3.268  0.005 0.018 0.77 0.18
C---0 4 Promedio 3.268  0.005 0.018 0.77 0.18
Minimo 3.268  0.005 0.018 0.77 0.18
Maximo 3.229  0.006 0.024 0.77 0.18
0---C 4 Promedio 3.229  0.006 0.024 0.77 0.18
Minimo 3.229  0.006 0.024 0.77 0.18
Maximo 3.248  0.009 0.031 0.87 0.1
S---0 4 Promedio 3.248  0.009 0.031 0.87 0.1
Minimo 3.248  0.009 0.031 0.87 0.1
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Tabla 25: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster 2 Dy - aripiprazol

Interaccién d(A--B) d(A-D) Z (D-H--A) plbep) V?p(bep) |V]/G B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maximo 2.488 3.47 144.717  0.011 0.032 0.8 0.12
CH---C Promedio 2.975 3.819 136.581  0.006 0.016 0.78 0.133
Minimo 3.578 4.22 118.183  0.002 0.006 0.67 0.21
Maéximo 2.407 3.32 140.691  0.016 0.058 0.81 0.14
CH---Cl Promedio 3.225 4.035 132.1  0.005 0.02 0.716 0.184
Minimo 3.796 4.61 132.211  0.001 0.004 0.67 0.19
Maéximo 3.63 4.31 121.558  0.001 0.005 0.68 0.24
CH---N Promedio 3.63 4.31 121.558  0.001 0.005 0.68 0.24
Minimo 3.63 4.31 121.558  0.001 0.005 0.68 0.24
Maéximo 2.251 3.34 162.487 0.014 0.046 0.85 0.11
CH---O Promedio 2.767 3.602 136.475  0.007 0.023  0.792 0.155
Minimo 3.36 4.44 167.636  0.002 0.006 0.61 0.27
Maximo 2.884 3.88 149.014  0.008 0.022 0.8 0.12
CH---S Promedio 3.3 4.22 141.857  0.005 0.014 0.71  0.17
Minimo 3.716 4.56 134.7  0.002 0.006 0.62 0.22
Maéximo 2.475 3.35 146.264 0.01 0.032 0.78  0.15
NH---C Promedio 2.475 3.35 146.264  0.01 0.032 0.78 0.15
Minimo 2.475 3.35 146.264 0.01 0.032 0.78  0.15
Maéximo 1.712 2.74 165.213  0.047 0.13 1.13 -0.11
NH---O Promedio 1.712 2.74 165.213  0.047 0.13 1.13 -0.11
Minimo 1.712 2.74 165.213  0.047 0.13 1.13 -0.11

Tabla 26: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster 2 Do - aripiprazol

Interaccién Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 212 0.012 0.043 0.77 0.17

CH---HC 4 Promedio 2.739  0.004 0.013  0.696 0.199

Minimo 3.919 0.0 0.001 046 0.34
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Tabla 27: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 2 Do - aripiprazol

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Miéximo 3.182  0.011 0.039 0.76 0.18
C---Cl 4 Promedio 3.182  0.011 0.039 0.76  0.18
Minimo 3.182 0.011 0.039 0.76  0.18
Miéximo 3.455  0.006 0.021 0.78 0.16
N-.-Cl 4 Promedio 3.455  0.006 0.021 0.78 0.16
Minimo 3.455  0.006 0.021 0.78 0.16
Miéximo 3.208  0.007 0.024 0.83 0.13
N---O 4 Promedio 3.208  0.007 0.024 0.83 0.13
Minimo 3.208  0.007 0.024 0.83 0.13
Méximo 4.213  0.001 0.004 0.54 0.37
0.---C 4 Promedio 4.213  0.001 0.004 0.54 0.37
Minimo 4.213  0.001 0.004 0.54 0.37
Méximo 3.329  0.006 0.024 0.78 0.17
0---Cl 4 Promedio 3.329  0.006 0.024 0.78 0.17
Minimo 3.329  0.006 0.024 0.78 0.17
Méximo 3.505  0.007 0.019 0.8 0.11
S---C 4 Promedio 3.505  0.007 0.019 0.8 0.11
Minimo 3.505  0.007 0.019 0.8 0.11

Tabla 28: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 Dy - aripiprazol

Interaccién Contactos d(A--B) d(A-D) Z (D-H--A) p(bep) V?p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 2.721 3.73 151.613  0.007 0.018 0.82 0.1
CH---C 4 Promedio 3.035 3.912 138.613  0.005 0.013  0.788 0.126
Minimo 3.348 4.26 139.566  0.002 0.007 0.76  0.15
Maéximo 2.593 3.29 120.117  0.012 0.044 0.77  0.17
CH---Cl 4 Promedio 2.868 3.656 128.906  0.008 0.027  0.764 0.158
Minimo 3.156 3.86 122.084  0.004 0.014 0.73  0.17
Maximo 2.739 3.59 132.629  0.006 0.02 0.82 0.12
CH---N 4 Promedio 2.916 3.85 142.718  0.005 0.016 0.8 0.135
Minimo 3.094 4.11 152.808  0.003 0.011 0.78  0.15
Maéximo 2.141 2.84 120.657  0.019 0.083 0.82  0.17
CH---O 4 Promedio 2.819 3.658 135.527  0.006 0.023  0.784 0.167
Minimo 3.439 4.14 124.315  0.001 0.005 0.6 0.32
Maéximo 2.402 3.36 146.763  0.018 0.054 0.89  0.08
CH---S 4 Promedio 2.741 3.595 136.024  0.012 0.036 0.83 0.11
Minimo 3.08 3.83 125.286  0.006 0.018 0.77 0.14
Maximo 2.73 3.48 133.69  0.006 0.019 0.81 0.13
NH---N 4 Promedio 2.73 3.48 133.69  0.006 0.019 0.81  0.13
Minimo 2.73 3.48 133.69  0.006 0.019 0.81 0.13
Maximo 2.186 2.98 137.948  0.017 0.059 0.86 0.11
NH---O 4 Promedio 2.186 2.98 137.948  0.017 0.059 0.86 0.11
Minimo 2.186 2.98 137.948  0.017 0.059 0.86 0.11
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Tabla 29: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 Dy - aripiprazol

Interaccién Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 2.152  0.008 0.023 0.82 0.11

CH---HC 4 Promedio 2.695  0.003 0.012  0.723 0.186

Minimo 3.188  0.001 0.005 0.64 0.25

Tabla 30: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster 3 Do - aripiprazol

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Méximo 3.554  0.003 0.012 0.76  0.17
C---0 4 Promedio 3.554  0.003 0.012 0.76  0.17
Minimo 3.554  0.003 0.012 0.76 0.17
Méximo 3.527  0.005 0.016 0.75  0.17
N--.C 4 Promedio 3.527  0.005 0.016 0.75 0.17
Minimo 3.527  0.005 0.016 0.75 0.17
Méximo 3.401  0.005 0.02 0.77 0.18
0---C 4 Promedio 3.401  0.005 0.02 0.77 0.18
Minimo 3.401  0.005 0.02 0.77 0.18
Méximo 3.08 0.01 0.038 0.84 0.13
0O---Cl 4 Promedio 3.08 0.01 0.038 0.84 0.13
Minimo 3.08 0.01 0.038 0.84 0.13
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Figura 11: Analisis QTAIM del aripiprazol en complejo con Ds. A la izquierda, se presenta el grafico molecular con
los puntos criticos de enlace (amarillo) y las trayectorias de enlace (rosa) que indican la presencia de interacciones. A
la derecha, se muestra la densidad electrénica intermolecular pyc, por residuo, destacando la naturaleza de las
interacciones: puente de hidrégeno asistido por carga (azul), puente de hidrégeno convencional, puente de hidrégeno
no convencional (verde), puente dihidrégeno (rojo) e interacciones entre heterodtomos relacionadas con interacciones
acido-base de Lewis (violeta)
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Tabla 31: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster D2 - dopamina

Interaccién Contactos d(A--B) d(A-D) Z (D-H--A) p(bep) V3p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maximo 2.821 3.87 156.82  0.006 0.016 0.8 0.12
CH---C 4 Promedio 3.073 4.046 149.302  0.004 0.011 0.79 0.12
Minimo 3.487 4.53 160.07  0.002 0.005 0.73 0.15
Maximo 3.081 3.61 110.543  0.003 0.012 0.73 02
CH---O 4 Promedio 3.265 4.01 126.715  0.002 0.008 0.67 0.26
Minimo 3.559 4.22 120.524  0.001 0.005 0.57 0.36
Maéximo 3.202 4.13 142.792  0.004 0.012 0.7 0.14
CH---S 4 Promedio 3.202 4.13 142.792  0.004 0.012 0.75 0.14
Minimo 3.202 4.13 142.792  0.004 0.012 0.7 0.14
Maéximo 1.672 2.69 165.912  0.051 0.149 1.15 -0.13
NH---O 4 Promedio 1.672 2.69 165.912  0.051 0.149 1.15 -0.13
Minimo 1.672 2.69 165.912  0.051 0.149 1.15 -0.13
Maéximo 2.035 2.91 149.788  0.019 0.074 0.85 0.13
OH---O 4 Promedio 2.296 3.08 138.98  0.013 0.05 0.845 0.13
Minimo 2.557 3.25 128.173  0.007 0.025 0.84 0.13

Tabla 32: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del
cluster D2 - dopamina

Interaccién ~ Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V|/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 2.338  0.008 0.027 0.77  0.16
CH---HC 4 Promedio 2.67  0.004 0.012 0.729 0.181
Minimo 2.951  0.002 0.006 0.66 0.23
Maéximo 2.536  0.003 0.01 0.7 021
CH---HO 4 Promedio 2.536  0.003 0.01 0.7 0.21
Minimo 2.536  0.003 0.01 0.7 021
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Tabla 33: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster D2 - rotigotina

Interaccién Contactos d(A--B) d(A-D) <« (D-H--A) p(bep) V?p(bep) |V|/G B.D.
[A] [A] ["] a.u. a.u. a.u.
Maéximo 2.548 3.6 157.758  0.011 0.032 0.79 0.13
CH---C 4 Promedio 2.969 3.888 144.782  0.006 0.017  0.786 0.126
Minimo 3.458 4.12 119.319  0.002 0.006 0.7 0.14
Maximo 3.059 3.87 130.068  0.004 0.012 0.83 0.11
CH---N 4 Promedio 3.024 3.9 137.75  0.004 0.012 0.82 0.115
Minimo 3.059 3.87 130.068  0.004 0.012 0.83 0.11
Maximo 2.382 3.14 125.755  0.012 0.042 0.84 0.12
CH---O 4 Promedio 2.819 3.69 138.982  0.006 0.02 0.779 0.166
Minimo 3.427 4.43 154.453  0.001 0.005 0.59 0.31
Maéximo 3.436 4.19 128.51  0.003 0.009 0.67 0.2
CH---S 4 Promedio 3.486 4.285 131.628  0.002 0.008 0.66 0.205
Minimo 3.536 4.38 134.747  0.002 0.007 0.65 0.21
Maéximo 2.238 3.24 175.561  0.013 0.045 0.82 0.13
NH---O 4 Promedio 2.238 3.24 175.561  0.013 0.045 0.82 0.13
Minimo 2.238 3.24 175.561  0.013 0.045 0.82 0.13

Tabla 34: Descriptores geométricos y de p(bcp) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster Da - rotigotina

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) VZp(bep) |V]|/G  B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.

Maximo 1.968  0.011 0.03 0.82 0.11

CH---HC 4 Promedio 2.395  0.006 0.018  0.775 0.151

Minimo 2.951  0.001 0.006 0.67 0.24

Tabla 35: Descriptores geométricos y de p(bep) de las interacciones intermoleculares presentes en la cavidad del

cluster D2 - rotigotina

Interaccién  Contactos d(A--B) p(bep) V2p(bep) [V]/G B.D.
[A] a.u. a.u. a.u.
Maéaximo 3.849  0.004 0.011 0.68 0.18
C---S 4 Promedio 3.849  0.004 0.011 0.68 0.18
Minimo 3.849  0.004 0.011 0.68 0.18
Maximo 3.264 0.014 0.042 0.9 0.07
S-S 4 Promedio 3.264 0.014 0.042 0.9 0.07
Minimo 3.264 0.014 0.042 0.9 0.07
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Figura 12: Andlisis QTAIM de la rotigotina en complejo con D2. A la izquierda, se presenta el grafico molecular
con los puntos criticos de enlace (amarillo) y las trayectorias de enlace (rosa) que indican la presencia de
interacciones. A la derecha, se muestra la densidad electrénica intermolecular pycp por residuo, destacando la
naturaleza de las interacciones: puente de hidrégeno asistido por carga (azul), puente de hidrégeno convencional,
puente de hidrégeno no convencional (verde), puente dihidrégeno (rojo) e interacciones entre heterodtomos
relacionadas con interacciones dcido-base de Lewis (violeta)

111



Bibliografia

D,R (APO)

AGONIST

ANTAGONIST

H RESIDUES cLus1 nsslnuss [ *CRYSTAL RESIDUES / N
. () w
HN ASP114 ™2 \ ™2 L i
o ™3 s AsP11a KU Ect1 5)} TM! )
™3 VAL 115 (on ( £l
THR119 (
™S vAL190 g \Thilio ™3 Aseina \nfs A
L 194 PHE 189 n"
1z SER183 . ™S oo \m e = ™2) i
£ctt TM6  PHE390 o pHE3s ' ™5 SER197 ‘“!TMG /O'\ N
e ™8 HIS 393 ) PHE3BS M7 ), (M)
DOPAMINE y . ™ meats PHE %0 T e
™S ! ™
B e -
@ RESIDUES et S
ECL3 + ' 118 cLus2 RESIDUES. cLus3 RESIDUES. —
™3 Cvsie @ ( 2 (
H8 ECL2 Ec2 ') ™2 VAL 91 \TM‘) /‘f . aspia (TM4 ) i
f e Une @ HALOPERIDOL \mg\ ™s 5tz
M $ i @ e ~
0 7 2 EcLz LE 183
N 7y - J 50
/' ™6 ] [CEgp— ™3 YMz | ™5 PHE 189 \ ~
@’ ™2) e (™)
™7 ). ™~ Zen pesss " TMGL & L
] Y ( TM7\‘.., (T )me Esen Y ) ()
EcL 8 ™6 o N e s —
ROTIGOTINE H8 ™ TvRaos He
/Q) CLUS1  RESIDUES %
)~ Py (:X CLUS1  RESIDUES (ma) a2
Hac L115 o ™2 TRP 90
™3 VAL91
" 2 ECL1 TRP 100
PHE110
SER197
™5
PHE 198 ™3 ASP114
TRP 386 EW cvs118
SN . SER121
T™M6  PHE389 =/ /
" HIS 393 £ H8 — ECL2 ILE 184
™6 TRP 386
RISPERIDONE ARIPIPRAZOLE
CLUS2  RESIDUES - CLUS3  RESIDUES —
A 2
e (TMA), - PHE 110 CLUs2  RESIDUES ™)tz css  Resiues M4
™3 ) - VAL 11 ECL1 PHE 102 ™2 VAL91 EC“
SYS 118 ™3 ASP14 cvs107  E2 ™ VAL 111 ecu
PHE110 ecu ASP114
ECL2 g ™S, 2 ™3
(7 ™3 ASP114 Q 1 VAL115 ™2
2 pvy cys118 b ™) M2 ) e
™S SER 197 \c.yms’ o~ // ™S Ser1s3 LE A J yer cvs 182 /"
e :::;:: N - \TM7/\ , w\mu/ TRP 386 EcL2 weres 9 Tve! = ECL2 gy — ™7 ) ™1
‘ — e ™6 ru; 390 ™6 ool e TMl ™6 TRP 386 ™
™7 PHE 390 H8
™7 R412
L] SALT BRIDGE / CHARGED H - BOND CCARBON H-BOND I CONVENTIONAL /HALOGEN Pi-SULFUR N Pi-Pi STACKED / T-SHAPED ALKYL /Pi - ALKYL

H-BOND

Figura 13: Modelos de unién en 2D en las conformaciones APO, activa (unida a agonista) e inactiva (unida a
antagonista) del receptor Da. Los circulos azules representan la intensidad de la interaccién del ligando segtin los
resultados de QTAIM. Las lineas punteadas representan interacciones predichas con Biovia Discovery Studio (las
interacciones vdW no se muestran aqui).

112



Apéndice C. Validacion del campo
escalar R, /2

Tabla 36: Diferencias de la energia total (AE) y de la energfa cinética de Weizsécker (ATw ) para los sistemas del

conjunto S66 definido por Hobza y col. Todas las cantidades se reportan en unidades atémicas.

Sistema 1-22

Sistema 2344

Sistema 45-66

Sistema AFE ATy | Sistema AFE ATy | Sistema AFE ATy
01 -0.013141 -0.165979 23 -0.039312 -0.375858 45 -0.006700 -0.098952
02 -0.013985 -0.180897 24 -0.012286 -0.141814 46 -0.014885 -0.230954
03 -0.016738 -0.188686 25 -0.014539 -0.167589 47 -0.009870 -0.121114
04 -0.018047 -0.236445 26 -0.028028 -0.320188 48 -0.011232 -0.141367
05 -0.015208 -0.188261 27 -0.013610 -0.158350 49 -0.010734 -0.127247
06 -0.019269 -0.219015 28 -0.019186 -0.231839 50 -0.008512 -0.098902
07 -0.020805 -0.239491 29 -0.020662 -0.244729 51 -0.004382 -0.046358
08 -0.014013 -0.172129 30 -0.006872 -0.099452 52 -0.013389 -0.164015
09 -0.009653 -0.125905 31 -0.010981 -0.142221 53 -0.012680 -0.147281
10 -0.012318 -0.166305 32 -0.010715 -0.134347 54 -0.009898 -0.119914
11 -0.015611 -0.202931 33 -0.007708 -0.111586 55 -0.012596 -0.157741
12 -0.017494 -0.212665 34 -0.013210 -0.226140 56 -0.010481 -0.138323
13 -0.016890 -0.197175 35 -0.009510 -0.154317 57 -0.015933 -0.182810
14 -0.019925 -0.204194 36 -0.006998 -0.106792 58 -0.011509 -0.146788
15 -0.021440 -0.227204 37 -0.009016 -0.148281 59 -0.008728 -0.095561
16 -0.014449 -0.161388 38 -0.010517 -0.173573 60 -0.012320 -0.148451
17 -0.036056 -0.381428 39 -0.013040 -0.173012 61 -0.011412 -0.169438
18 -0.015297 -0.184879 40 -0.010809 -0.135779 62 -0.013319 -0.195917
19 -0.017575 -0.202908 41 -0.017347 -0.243136 63 -0.012644 -0.158979
20 -0.040395 -0.459027 42 -0.014940 -0.207114 64 -0.009962 -0.138517
21 -0.034168 -0.351812 43 -0.012897 -0.170885 65 -0.010436 -0.095832
22 -0.040272 -0.420763 44 -0.007313 -0.127133 66 -0.011672 -0.164989
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Abstract

Schizophrenia is a common psychiatric disorder that affects people’s thinking, feelings and behavior. One treatment of choice
is the use of antipsychotic drugs. The mechanism of action of antipsychotics is one of the first topics of study needed to
design new and more effective drugs. The main idea of this investigation is to analyze the salt bridge that is formed between
antipsychotics and receptors. To model the salt bridge, we use different amines and acetate to represent Asp 3.32. For these
systems, we found a linear correlation between the bond distance and the salt bridge interaction energy [E(SB)]. This cor-
relation is then used to obtain the E(SB) of the ligands (antipsychotics and neurotransmitters) that interact with the receptors.
The percentage of E(SB) with respect to total interaction energy is greater than 50%. This supports the idea that salt bridge
is a key interaction. E(SB) is closely related to the ability to accept electrons, which was reported to be important for the
activity of these drugs. With these results, we gain more insight into the interaction mechanism of antipsychotics with the

corresponding receptors.

Keywords Electron transfer - Amines - Psychosis - Density functional theory - QTAIM

1 Introduction

Schizophrenia is a common psychiatric disorder that affects
people’s thinking, feelings and behavior. It is often described
as a loss of the ability to distinguish reality. People experi-
ence things that are not real. Schizophrenia can be fright-
ening and confusing for individuals with this disorder. A
treatment of choice is to use antipsychotic drugs, but there
is controversy about which drug can be used [1, 2]. It is
estimated that more than 21 million people are living with
schizophrenia worldwide, but less than a third receive treat-
ment [3] Even when people do receive treatment, not all
medications are suitable and most produces various side
effects.
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The mechanism of action of antipsychotics is one of the
first topics of study needed to design new and more effective
drugs. Antipsychotics can be either agonists or antagonists
of dopamine [4, 5] Agonists occupy and activate receptors.
Antagonists occupy the receptors and block them. Many
efforts have been made to understand the mechanism of
action and various models explaining the reactivity of these
drugs have also been proposed [6—37]. One of these models
suggests electron transfer processes using the analogy of
light bulbs and sockets for the drug receptor system [31-37].
This analogy proposes receptors as sockets and antipsychot-
ics as light bulbs. The characteristics of the bulbs (drugs) do
not depend on the socket (receptor). This resemblance allows
us to make a useful classification of antipsychotics based on
quantum chemical calculations. While this is a good idea,
to go further in understanding it is necessary to consider
how drugs interact with the receptors [36]. There are several
studies that consider the protein—antipsychotic interaction,
but something that has not been considered before, as a key
interaction, is the salt bridge that is formed between the drug
and the receptor.

Salt bridges are the strongest non-covalent interactions.
In these, there are double-charged hydrogen bonds which
refer to oppositely charged amino acid interactions, where
at least the distance between two heavy atoms is within the

@ Springer



	Índice general
	Índice de tablas
	Índice de figuras
	Resumen
	Abstract
	1. Introducción
	2. Planteamiento del problema
	3. Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos particulares

	4. Marco teórico
	Actividad farmacológica de los antipsicóticos
	Receptores Acoplados a Proteínas G
	Interacciones no covalentes
	Metodologías de la Química Teórica
	Teoría Cuántica de Átomos en Moléculas
	Dinámica Molecular
	Acoplamiento molecular Proteína - Ligando


	5. Validación de modelos de cavidad
	Introducción
	Metodología
	Resultados y discusión
	Conclusiones

	6. Relevancia del puente salino en las interacciones intermoleculares con el neuroreceptor D2
	Introducción
	Metodología
	Resultados y discusión
	Conclusiones

	7. Patrones de interacción del receptor D2 y ligandos asociados a trastornos neuropsiquiátricos
	Introducción
	Metodología
	Resultados y discusión
	Interacciones intermoleculares en función del receptor
	Conclusiones

	8. Interacciones intermoleculares a través de la densidad de energía cinética de Weizsäcker
	Introducción
	Metodología
	Resultados y discusión
	Conclusiones

	9. Conclusiones generales
	10. Perspectivas
	11. Actividades realizadas durante el doctorado
	Bibliografía
	Apéndice A. Análisis de Dinámica Molecular del receptor D2
	Apéndice B. Descriptores QTAIM para modelos de cavidades del receptor D2
	Apéndice C. Validación del campo escalar R1/2
	Artículos publicados

