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"The flower that blooms in adversity
is the most rare and beautiful of all."

The Emperor, Mulan.
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Resumen

La industria farmacéutica ha buscado de manera constante acelerar y aba-
ratar el descubrimiento de nuevas moléculas activas, apoyandose creciente-
mente en métodos computacionales para la prediccion y validacion de com-
puestos. Entre ellos destacan la estimacion de la energia libre de unién ab-
soluta, asi como la evaluacién de especificidad y selectividad en complejos
proteina-ligando como los més desafiantes. Para estos fines se han empleado
metodologias de acoplamiento molecular, cdlculos de punto final y enfoques
termodindmicos basados en transformaciones alquimicas o geométricas, ca-
paces de describir con alta exactitud los principios fisico-quimicos que go-
biernan la formacion de complejos moleculares. En particular, los métodos
de perturbacion alquimica y de no equilibrio han demostrado gran potencial
por su exactitud, capacidad de paralelizacion y mejor muestreo conformacio-
nal. Sin embargo, persisten limitaciones asociadas a la adecuada descripcion
de interacciones intra- e intermoleculares, usualmente modeladas mediante
campos de fuerza clasicos no polarizables.

En este contexto, la parametrizacion de moléculas pequefias representa
un desafio central, especialmente para la asignacion precisa de paraimetros no

enlazantes en ambientes quimicos diversos. Recientes avances, como los pro-

XIII



movidos por la iniciativa cooperativa y de ciencia abierta Open Force Field,
han aprovechado datos de mecanica cuantica de alto nivel en la generacion de
mejores campos de fuerza. Por otro lado, metodologias de particion de den-
sidad electronica desarrollados en nuestro laboratorio, han permitido mejorar
la asignacion de cargas atomicas y pardmetros de Lennard-Jones, obteniendo
propiedades atdbmicas desde primeros principios.

Sobre esta base, en esta tesis se desarroll6 la herramienta de c6digo abier-
to ffparaim, destinada a la derivacion automatizada de pardmetros no en-
lazantes mediante el protocolo D-MBIS. Este enfoque incorpora el entorno
molecular explicito durante la particion de la densidad electronica, generando
pardmetros mas representativos para campos de fuerza no polarizables.

Las simulaciones realizadas mostraron mejoras significativas en la predic-
cion de energias libres de union absoluta en sistemas modelo de referencia.
En el conjunto de ligandos del sistema BRD4(1) se obtuvo un error cuadrético
medio inferior a 1 kcal-mol~! en ligandos neutros, mientras que la evaluacién
de selectividad de bromosporina en distintos bromodominios y el sistema mo-
delo lisozima T4 L.99A/M102Q dieron en manifiesto la importancia critica de
factores adicionales, como el cambio conformacional del receptor y la correc-
ta definicion de la pose inicial del ligando. Corrigiendo estos factores se logré
alcanzar predicciones dentro de la exactitud quimica.

En conjunto, los resultados validan la utilidad de la herramienta compu-

tacional generada en esta tesis y de los pardmetros no enlazantes derivados

XIV



mediante la metodologia D-MBIS como una estrategia sélida para aumentar
la exactitud de campos de fuerza no polarizables en la prediccion de afinidad.
Estos sientan las bases para el desarrollo de metodologias de simulaciones de
dindmica molecular con campos de fuerza a la medida y estrategias de disefio

de farmacos con un enfoque mas fundamentado en principios fisicos.
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Abstract

The pharmaceutical industry has consistently sought to accelerate and re-
duce the cost of discovering new active molecules, increasingly relying on
computational methods for compound prediction and validation. Among the-
se, the estimation of absolute binding free energy, as well as the assessment of
specificity and selectivity in protein—ligand complexes, stand out as most cha-
llenging. To this end, molecular docking, endpoint free energy calculations,
and thermodynamic approaches based on alchemical or geometric transfor-
mations have been employed, as they are capable of accurately describing the
physicochemical principles governing the formation of molecular comple-
xes. In particular, alchemical perturbation and nonequilibrium methods have
shown great potential due to their accuracy, parallelization capability and im-
proved conformational sampling. However, limitations persist in the proper
description of intra- and intermolecular interactions, which are usually mo-
deled using non-polarizable classical force fields.

In this context, the parameterization of small molecules represents a cen-
tral challenge, especially for the precise assignment of nonbonded parameters
in diverse chemical environments. Recent advances, such as those promoted

by the cooperative and open-science Open Force Field initiative, have leve-
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raged high-level quantum mechanical data in the generation of better force
fields. On the other hand, electronic density partitioning methodologies deve-
loped in our laboratory have enabled improvements in the assignment of ato-
mic charges and Lennard-Jones parameters, deriving atomic properties from
first principles.

On this basis, this thesis developed the open-source tool ffparaim, ai-
med at the automated derivation of nonbonded parameters through the D-
MBIS protocol. This approach incorporates the explicit molecular environ-
ment during electronic density partitioning, generating more representative
parameters for non-polarizable force fields.

The simulations performed showed significant improvements in the pre-
diction of absolute binding free energies in reference model systems. In
the BRD4(1) ligand set, a root-mean-square error below 1 kcal-mol~! was
achieved for neutral ligands, while the evaluation of Bromosporine selec-
tivity across different bromodomains and the model system T4 Lysozyme
L99A/M102Q highlighted the critical importance of additional factors, such
as receptor conformational changes and the proper definition of the initial
ligand pose. By correcting for these factors, predictions within chemical ac-
curacy were achieved.

Taken together, the results validate the usefulness of the computational
tool developed in this thesis and of the nonbonded parameters derived th-

rough the D-MBIS methodology as a solid strategy to enhance the accuracy

XVII



of non-polarizable force fields in affinity prediction. These findings lay the
groundwork for the development of molecular dynamics simulation metho-
dologies with bespoke force fields and drug design strategies more firmly

grounded in physical principles.
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1. Introduccion

Dadas las exigencias de la industria farmacéutica actual (reduccion de
costos, rapidez de respuesta, mejorar la tasa de éxito en el desarrollo de nue-
vos compuestos, entre otros), se requieren métodos de disefio de farmacos
maés eficientes que permitan reducir los costos de las etapas tempranas de ex-
ploracion de afinidad, asi como aumentar la tasa de éxito en el descubrimiento
y desarrollo de nuevas moléculas con actividad farmacolégica’.

Una de las aproximaciones més empleadas en las etapas tempranas es el
acoplamiento molecular o docking?, en conjunto con funciones de puntua-
cién?, que permiten predecir modos de unién plausibles y estimar la afinidad
de interaccion. Esta metodologia, ampliamente utilizada por su equilibrio en-
tre precision y eficiencia?, presenta sin embargo limitaciones en su capacidad
discriminativa cuando las diferencias entre compuestos son menores a un or-
den de magnitud en contextos de constantes de afinidad .

Como respuesta a estas limitaciones, los calculos de energia libre apli-
cados a complejos proteina-ligando han representado un avance significativo
en el campo del disefio de formacos asistido por computadora®. Estos méto-

dos basados en principios fisicos integran tanto efectos mecéanico-estadisticos

(como entropia conformacional, promedio sobre multiples conformaciones o



modos de unidn, y efectos del solvente) como quimicos (estado de proto-
nacion, tautomeria), permitiendo una descripcion mas precisa de las fuerzas
intermoleculares que rigen la formacién del complejo receptor-ligando!. Los
célculos de energia libre de unidn relativa, usados ampliamente en etapas
de optimizacion de moléculas lider, permiten comparar diferentes ligandos
respecto a uno de referencia, exigiendo que compartan un motivo estructu-
ral comin®’. La energfa libre se calcula en funcién de la transformacién de
fragmentos del sistema A al sistema B, conectados mediante una coordenada
de transformacién A, donde A = O representa el sistema A y A = 1 el sistema
B8. Por otro lado, los cdlculos de energia libre de unién absoluta consisten
en desacoplar completamente el ligando de su entorno. Este enfoque requie-
re ademds la aplicacion de restricciones que impidan la difusion del ligando
fuera del sitio de unién en los estados desacoplados®!0. A diferencia de los
célculos relativos, los métodos absolutos no requieren una estructura comun
entre los ligandos lo cual permite comparaciones directas con datos experi-
mentales !, son mas adecuados para priorizar modos de unién individuales 2
o comparar afinidades entre distintos blancos terapéuticos 3. Adicionalmen-
te, las series congenéricas también pueden evaluarse mediante calculos abso-
lutos, permitiendo una validacidn cruzada entre ambos enfoques. El principal
desafio del método absoluto es la mayor perturbacion del sistema durante el
acoplamiento/desacoplamiento completo del ligando, lo que demanda mayo-

res tiempos de muestreo para alcanzar la convergencia del valor de la energia



libre de unién'#. Para superar estas limitaciones, se han aplicado metodo-

15-17

logias basadas en simulaciones de no equilibrio , aprovechando su alto

paralelismo computacional y manteniendo rendimientos comparables a las
simulaciones de equilibrio !+18-21.

Ademads del muestreo asociado a la convergencia de la prediccién de la
energia libre, otro desafio relevante es la adecuada descripcion de las interac-
ciones moleculares?2. Debido al nimero de dtomos presentes en el complejo
ligando/receptor solvatado, deben emplearse campos de fuerza que represen-
ten la superficie de energia potencial de un sistema de forma fidedigna??.
Este problema es mas acentuado en moléculas quimicamente diversas, donde
los parametros tradicionales a menudo no capturan con precision el espacio
configuracional ni predicen correctamente propiedades de observables ma-
croscoépicos?*. Los campos de fuerza no polarizables para moléculas peque-

fas (al igual que para proteinas, lipidos, etc.) utilizan funciones aditivas para

interacciones enlazantes (enlaces, dngulos, torsiones) y no enlazantes (elec-

)23 F25’26,

trostaticas y de van der Waals)“°. Algunos ejemplos incluyen GAF
CGenFF?’, GROMOS?® y OPLS3e/42%3Y, que asignan pardmetros en fun-
cién del entorno quimico local de cada dtomo. Una alternativa innovadora
es la propuesta de la iniciativa Open Force Field®', que introduce una tipifi-
cacion basada en subestructuras quimicas mediante el formato SMIRNOFF,

reduciendo drasticamente el nimero de pardmetros necesarios y ampliando la

cobertura del espacio quimico relevante en disefio de firmacos3>33. Su ver-



sién mds reciente, Open Force Field (OFF) 2.0.0 Sage >, incorpora mejoras

basadas en datos experimentales y calculos de quimica cudntica™.

Aun asi, persisten desafios como la falta de transferibilidad de pardmetros
en grupos quimicos poco representados, la compatibilidad entre campos de
fuerza y la derivacién consistente de pardmetros>°. Frente a esto, han surgido
herramientas como QUBEKit?’ y ParaMol 38, que generan pardmetros direc-
tamente desde cilculos de mecdnica cuantica®**°, Asimismo, se exploran en-
foques basados en aprendizaje automético para mejorar parametros torsiona-

42-44

les*!, asignar cargas parciales o emplear redes neuronales para generar

potenciales mas precisos®.

En particular, los métodos de particién de densidad electrénica*® han de-
mostrado utilidad en la derivacion de parametros no enlazantes, como car-
gas atémicas y pardmetros de Lennard-Jones*’. Estos métodos constan en
la descomposicion a subsistemas atomicos de la molécula y la evaluacion

de la contribucién de cada uno a la densidad total*6. Algunos ejemplos de

su aplicacién abarcan la prediccién de energfas libres de solvatacion*3—0,

51,52 39,53
2

coeficientes de particion , reproduccion de propiedades termofisicas

energias libres de union en sistemas anfitridon-huésped incorporando efectos

54,55 40,56

de polarizacion del ambiente quimico y proteina-ligando
Para evaluar el desempefio de estos campos de fuerza, es esencial contar
con conjuntos de prueba respaldados por datos experimentales de alta cali-

dad>’% que permiten aplicar métricas estadisticas robustas>°.



Entre ellos destacan los bromodominios, lectores epigenéticos que re-
conocen motivos de acetilacion en lisinas y estdn implicados en procesos
celulares como remodelacién de cromatina y transcripcién®®®!. El conjunto
BRD4(1) (Figura 1.1) es un sistema de prueba ampliamente utilizado debido

a su diversidad molecular y la rigidez de su sitio de unién '2.

1 2 3 a4
!
i N S Q ) AV
‘ < B \< N(,/_/ N \<
5 6 7 8
e g
& |
9 10 11 BRD4(1)

Figura 1.1: Conjunto de datos BRD4(1). Imagen adaptada desde Gapsys y colabo-
radores '

En el diseno de farmacos no solo se debe considerar la afinidad, sino tam-

bién la selectividad ®2

(preferencia por una diana especifica). Estos conceptos
son esenciales para evaluar y validar nuevas metodologias en etapas tempra-
nas del desarrollo farmacolégico. La bromosporina (Figura 1.2), que repre-
senta un pan-inhibidor, permite evaluar afinidad respecto a multiples bromo-
dominios, proporcionando una base para estudios del efecto de una molécula

entre familias de estas protefnas!'3. Esto es de alta relevancia para aumen-

tar la eficacia de potenciales desarrollos farmacéuticos, disminuir potenciales



efectos adversos por promiscuidad o dirigir el disefio racional basado en di-

ferencias estructurales.

CECR2 (1a) CREBBP (3a) TAF1(1) (7a)
FALZ (1b) EP300 (3b) TAF1(2) (7b)
PCAF (1c) TAF1L(2) (7c)

\ BRD2(1) (2a) BRD1 (4a) PB1(5) (8a)

BRD2(2) (2b) BRD9 (4b) SMARCA4 (8b)
BRD3(1) (2c) BRPF1B (4c)

)
BRD4(1) (2e) BAZ2A (5a)
BRD4(2) (2f) TIF1 (5b)
BRDT(1) (29)
Bromosporina 22 Bromodominios

Figura 1.2: Conjunto de datos Bromosporina-Bromodominios. A la izquierda, se
muestra una representacion 2D de bromosporina. A la derecha, se muestran los 22
bromodominios y una superposicion estructural de los receptores. Imagen adaptada
desde Gapsys y colaboradores '

Otro conjunto relevante es la lisozima T4 L99A/M102Q%* (Figura 1.3),
una mutante disefiada mediante ingenieria genética, que cuenta con una cavi-
dad polar capaz de formar enlaces de hidrégeno, lo que introduce una mayor
complejidad conformacional respecto a su versién apolar L99A>7. Este siste-
ma permite evaluar afinidad entre ligandos de menor masa molecular, estruc-
turalmente similares pero con diferentes capacidades de union, manteniendo

la simplicidad estructural necesaria para estudios sistematicos %466,



OH
T4 L99A/M102Q HO OH
Oy X
OH
(@) H NH
- CX (1) Oy
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Figura 1.3: Conjunto de datos Lisozima T4 L99A/M102Q. Se muestra la mutacion
en el residuo 102 que permite la formacién de enlaces de hidrégeno (en este ejemplo
con fenol). Se indica la hélice F, que presenta el cambio conformacional asociado
a la apertura de la cavidad, permitiendo la presencia de ligandos mas voluminosos
en el sitio. A la derecha, el conjunto de datos de moléculas evaluadas con afinidad
reportada en literatura.

En este contexto, la presente tesis se centra en el desarrollo de una herra-
mienta para la derivacién de parametros no enlazantes en campos de fuerza
no polarizables, y en su evaluacion critica mediante metodologias de calcu-
lo de energia libre de unidén absoluta. Aprovechando los avances recientes
en algoritmos de simulacion y estrategias de parametrizacion molecular, esta
investigacion busca profundizar en cémo variables como la exploracién con-
formacional, la calidad de los campos de fuerza y la naturaleza quimica del
sistema afectan la exactitud y precision de las predicciones fisico-quimicas,
especialmente en escenarios donde la selectividad y especificidad resultan de-
terminantes. A través del uso de sistemas modelo con datos experimentales de

alta calidad, se propone validar enfoques alternativos de parametrizacion de



ligandos y establecer criterios solidos para orientar la eleccion metodologica
segun los objetivos del estudio. De este modo, esta tesis aspira a ser no solo
un ejercicio técnico de evaluacion computacional, sino también una contribu-
cion significativa al desarrollo de herramientas mas precisas, reproducibles y

aplicables en las etapas iniciales del descubrimiento racional de farmacos.



1.1. Marco Teorico

El presente marco tedrico describe los fundamentos fisico-quimicos que
sustentan la hipdtesis de trabajo, centrada en el uso de campos de fuerza
clasicos, esquemas de particion de la densidad electrénica y métodos de es-
timacion de energia libre. Estas herramientas se aplican a la prediccion de
propiedades termodindmicas relevantes en el contexto del descubrimiento de

farmacos, como la afinidad de unién proteina-ligando.

1.1.1. Campos de fuerza

En simulaciones moleculares clasicas, las interacciones entre atomos se
describen mediante funciones matemadticas conocidas como campos de fuer-
za, que permiten calcular la energia potencial total del sistema. Estos modelos
se construyen combinando términos que representan interacciones atémicas
de tipo covalente y no covalente.

La energia total del sistema se expresa tipicamente como:

Etotal — Ebonded + Enon-bonded (1- 1)

donde Eyongeq incluye los términos de enlaces, dangulos y torsiones, mien-
tras que Epon-bonded cOnsidera las interacciones de van der Waals y electrosta-

ticas.



Evonded = Ebond + Eangle + Edihedral + Eimproper (1 2)

Enon-bonded - Eelec + EVdW (1 -3)

Los términos covalentes modelan interacciones entre &tomos conectados
directamente a través de enlaces. Estos se representan generalmente mediante

funciones arménicas o periddicas:

= Energia de enlace:

Epona = Y ke(r—ro)? (1.4)
bonds

donde k, es la constante de fuerza del enlace y rg es la distancia de

equilibrio.

= Energia angular:

Eangle — Z k9(9 - 90)2 (1-5)

angles

donde kg es la constante de fuerza angular y 6y el dngulo de equilibrio.
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= Energia de torsion:

Vi
Edihedral = Z — [1+cos(ng —7y)] (1.6)
dihedrals

donde V,, es la barrera rotacional, n la periodicidad y y el desfase.

» Términos impropios:
V
Eimproper = Z ?” [1+cos(nw —7)] (1.7)

impropers

empleados para mantener geometrias especificas, como la planaridad de

anillos aromaticos o la estructura tetraédrica de centros quirales.

Las interacciones no covalentes representan fuerzas entre &tomos que no
estan directamente conectados, descritas por fuerzas de van der Waals y elec-

trostaticas.

= Interacciones de van der Waals:
Estas se modelan comunmente mediante el potencial de Lennard-Jones:
12 6
Evaw = 2481'1' <l> — <l> (1.8)
i<j Fij Fij

donde ¢g;; es la profundidad del pozo potencial y o;; la distancia a la

que la energia entre los 4tomos i y j es cero. El término r% modela las

11



interacciones a corta distancia (repulsiéon de Pauli) y el término r% las

interacciones de atraccion (dispersion de London).

» Interacciones electrostaticas:

Modeladas mediante la ley de Coulomb:

qiqj
Eelec = (19)
i;j 471'801’,']'

donde ¢g; y g; son cargas parciales y r;; la distancia entre los dtomos.
Dado su carécter de largo alcance, requieren técnicas especializadas co-

E67,68

mo las sumas de Ewald o el método PM con el fin de disminuir el

namero de interacciones a calcular.

A pesar de su utilidad, los campos de fuerza clasicos presentan limita-
ciones al modelar sistemas con alta polarizabilidad, dado que suponen cargas
atomicas fijas. En sistemas reales, la redistribucion electrénica inducida por
el entorno puede tener un papel importante. Esto ha motivado el desarrollo
de campos de fuerza polarizables, que incluyen explicitamente términos que
permiten la variacion de las cargas atdmicas en respuesta al ambiente. Algu-
nos ejemplos destacados son AMOEBA®, CHARMM-Drude’® y SIBFA™!.
Estos modelos ofrecen una mayor precision en la prediccion de propiedades
fisico-quimicas, aunque a costa de una mayor complejidad computacional y

una cantidad significativa de pardmetros adicionales.

12



La precision de las simulaciones moleculares depende en gran medida de
la calidad del campo de fuerza empleado, particularmente en la descripcion de
las interacciones no covalentes. Esto motiva el uso de esquemas de particion

de la densidad electrénica, que abordamos en la siguiente subseccion.

1.1.2. Esquemas de particion de la densidad electrénica

Los atomos constituyen los bloques fundamentales en la construccion de
las moléculas y, de una forma u otra, las propiedades moleculares estan di-
rectamente relacionadas con la identidad de sus dtomos constituyentes. Sin
embargo, no existe una definicién universalmente aceptada de lo que repre-
senta un 4tomo dentro de una molécula’?. Esta ambigiiedad ha dado lugar a
una proliferacion de métodos para descomponer las moléculas en subsiste-
mas atémicos, conocida como teoria de dtomos-en-moléculas (AIM, por sus
siglas en inglés).

Estos esquemas pueden clasificarse segun el tipo de particién que rea-

73,74

lizan, ya sea dividiendo la funcién de onda o dividiendo descriptores

moleculares en el espacio real, como la densidad electrénica’.
Para estos dltimos, su objetivo principal es minimizar una medida de di-

similitud D entre las densidades electronicas descritas para los atomos en

la molécula (p4(r)) y un conjunto de densidades pro-atomicas de referencia

(Pl (r)):

13



Na
Y Dipa,py] (1.10)
A=1

Esta minimizacion se realiza bajo la restriccion de que la suma de las

densidades electronicas atomicas debe reconstruir exactamente la densidad

electrénica molecular (pp(T)):

Na
Y. pa(r) = pmol(r) (1.11)
A=1

Adicionalmente, se impone que la densidad electronica de la pro-
molécula’, definida como la suma de las densidades pro-atomicas de re-

ferencia,

Na
Ppro(r) = Y PA(r) (1.12)
A=1

pueda optimizarse para aproximarse lo mas posible a la densidad electré-
nica de la molécula completa.

A partir de este marco general, es posible imponer restricciones adicio-
nales segiin el enfoque especifico adoptado*”-76. Asi, los distintos métodos
de particion se diferencian principalmente en la eleccion de las densidades
pro-atémicas de referencia, la definicién de la medida de disimilitud y las

46

restricciones aplicadas durante el procedimiento de minimizacién™.

Los diferentes esquemas de particion permiten asignar cargas parciales

14



consistentes con la densidad electronica molecular, facilitando una descrip-
cion de las interacciones electrostaticas a un menor costo computacional. Esta
asignacion de cargas es especialmente importante en estudios donde la ener-
gia libre asociada a la interaccion proteina-ligando, juega un papel central. En
la proxima subseccidn se presenta el marco mecanico-estadistico que permite

cuantificar estas interacciones a nivel termodinamico.

1.1.3. Modelo mecanico-estadistico de la union proteina-
ligando
En esencia, la unién de un ligando a una proteina puede describirse co-

mo un equilibrio quimico entre los estados no unidos de cada entidad y el

complejo formado, representado por la constante de disociacion Kj:

K, araL _n [Pl[L] 1
= _ . L
apr, vy [PL] C°

(1.13)

Aqui, apy denota la actividad del complejo proteina-ligando, mientras que
ap y ay, son las actividades de la proteina y el ligando libres, respectivamen-
te. Estas actividades se expresan como el producto entre los coeficientes de
actividad ¥ y las concentraciones, ajustadas por una concentracion estandar
C°. La energia libre de union estandar AGy, 4 se relaciona con la constante de

disociacion a una temperatura dada mediante:
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AGy=RTInK; = —RTInk, (1.14)

Sin embargo, esta ley de accion de masas no se aplica directamente en
simulaciones moleculares tipicas, donde usualmente se modela una sola co-
pia de la proteina y el ligando en una caja de solvatacién pequefia’’. En su
lugar, una alternativa consiste en estimar directamente la constante de equi-
librio a partir de simulaciones que obtengan muestras de multiples eventos
de formacién y disociacién del complejo. De esta forma, se puede calcular la
probabilidad de encontrar el sistema en el estado unido, P(PL), o no unido,
P(P+L).

Bajo el supuesto de que el cambio de volumen asociado a la unién es
insignificante (como suele ocurrir a 1 atm en medios acuosos), la energia

libre de Gibbs AGying se aproxima a la energia libre de Helmholtz AAp;ng.

P(PL)

m) +1In (CONAVV)] (115)

AGyping >~ AAping = —RT {ln (

El término adicional que involucra la constante de Avogadro Nay y el
volumen de la caja V corrige el célculo para obtener una energia libre a con-
centracion estandar.

Definiendo ['yound ¥ T'unbound €Omo los subconjuntos del espacio de con-

figuraciones g que representan los estados unido y no unido del sistema, es

16



posible expresar la probabilidad de una configuracion particular g que sigue

una distribucion de Boltzmann:

P(g) = (1.16)

Ir e~ BU(@) dg

donde B = ﬁ, U(q) es la energia potencial de la configuracion, y la

integral se realiza sobre todo el espacio de configuraciones accesibles I'. Bajo
la hipétesis de ergodicidad, la fraccion de configuraciones que se encuentran

en el estado unido converge a:

—-BU@) 45
P(PL) = / P()dG = rona © 1 (1.17)

I_‘bound f]" e_ﬁU(q) dé
Una expresion andloga puede construirse para P(P+ L), y la proporcion
de ambas define la relacion entre las regiones configuracionales correspon-

dientes:

P(PL)  Jrpe¢ PV 9dg  z(PL)
P(P+L) e BU@dg  Z(P+L)

= (1.18)
frunbound

donde Z representa la funcion de particion configuracional, cuya evalua-
cién precisa constituye uno de los principales desafios en el calculo de la
energia libre de unién.

Esta funcién puede reescribirse separando explicitamente los grados de

libertad globales (traslaciones y rotaciones) de los internos (vibracionales y

17



conformacionales)?:

Z= /dx1---dX3Ne_ﬁU(x1""’x3N)

= / dX dY dZd& d& dEdx, - --dxsy_g|J| e PUT%n-o)

(1.19)
— 87‘[2V/d_x/1 . .d_ng_6 |J‘ eiﬁU(xll““’ngfﬁ)
— 81’V 7Z
En esta expresion, las coordenadas xp, . .., x3y corresponden a las posicio-

nes cartesianas de las N particulas del sistema. Estas pueden descomponerse
en: X,Y,Z, que representan el centro de masa (traslacion); &1, &;, &3, que de-
finen su orientacion (rotacion); y x},...,x5y , que representan los grados
de libertad internos (vibraciones y conformaciones). El jacobiano |J| garan-
tiza la conservacion del volumen al cambiar de variables. El volumen V y el
factor 872 provienen de la integracion sobre traslaciones y rotaciones, respec-
tivamente. Finalmente, Z representa la funcién de particion restringida a los
grados de libertad internos, que son los que capturan la dindmica estructural
del sistema.

La separacion explicita de estos grados de libertad reduce significativa-
mente la dimensionalidad del problema y permite enfocar el andlisis en los
componentes relevantes para la union, como en la aplicacion del algortimo

de enlace virtual Boresch-Karplus y la correccion analitica mediante restrinc-
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ciones intermoleculares®. Esta descomposicién es fundamental para métodos
como las transformaciones alquimicas, que requieren una descripcion precisa
de los estados unidos y no unidos en el espacio conformacional ’%7°,

Este marco estadistico proporciona la base tedrica para entender y cal-
cular la energia libre de unién entre un ligando y una proteina, lo cual es
esencial en el disefio racional de fairmacos. No obstante, dado que la evalua-
cion directa de las funciones de particion es complejo computacionalmente,
es necesario recurrir a métodos aproximados que permitan estimar diferen-

cias de energia libre entre estados relevantes. En la siguiente subseccion se

abordan los métodos que hacen posible estas estimaciones.

1.1.4. Estimadores de energia libre

Como se present6 en la seccion anterior, la energia libre de unién puede
expresarse como una diferencia logaritmica entre funciones de particion con-
figuracionales de los estados unido y no unido. Sin embargo, la evaluacion
directa de estas integrales multidimensionales resulta intratable para sistemas
biomoleculares, debido al enorme numero de grados de libertad involucrados.
En consecuencia, se han desarrollado métodos aproximados basados en me-
céanica estadistica que permiten estimar diferencias de energia libre a partir
de trayectorias generadas por simulaciones.

En el extremo superior del espectro de métodos basados en principios

fisicos se encuentran los enfoques de perturbacién alquimica®’, que permiten
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obtener estimaciones rigurosas de energia libre mediante la transformacion
gradual de un sistema en otro, siguiendo un camino termodindmico definido.
Uno de los primeros métodos propuestos fue la relacién de Zwanzig®!, que
permite evaluar directamente la diferencia de energia libre entre dos estados

a partir de una expresion exacta:

M=—B""In <e—B(U1 <a>—uo<a>>>0 — _B7'In <e—/mu<a'>>0 (1.20)

Esta ecuacidn se basa en el promedio exponencial de la diferencia de
energia potencial entre dos estados, evaluado sobre una distribucion generada
en el estado de referencia. A pesar de ser una expresion exacta, presenta una
eficiencia computacional limitada, ya que puede requerir una gran cantidad de
muestras para converger adecuadamente, especialmente cuando existe poco
solapamiento entre los espacios de fase de los estados involucrados®?. Sin
embargo, este método resulta apropiado cuando el espacio de fase del estado
final es un subconjunto del estado inicial, como en el caso de la insercion de
una molécula rigida en una fase condensada®3.

Otro método importante es la integracién termodindmica (TI)3*

, que esti-
ma la energia libre a partir del promedio de la derivada de la energia potencial
respecto a una coordenada alquimica A, la cual conecta de forma continua

ambos estados:
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AA = /<8U’lq> d (1.21)
A

Este enfoque requiere calcular explicitamente la derivada de la energia
potencial con respecto a A, lo cual representa una limitacion practica, ya que
no todos los paquetes de simulacion implementan esta funcionalidad de for-
ma nativa. Ademas, dicha derivada puede presentar inestabilidades numéri-
cas, especialmente en los extremos del intervalo de integracion, donde los po-
tenciales pueden provocar solapamientos de d&tomos al acoplar o desacoplar
interacciones, si no se utilizan potenciales suavizados®. A pesar de estos de-
safios, TI es uno de los métodos més precisos cuando se emplean funciones
de interaccién adecuadas, como los potenciales soft-core 86

La relacién de aceptacion de Bennett (BAR) 87 fue uno de los primeros
métodos capaces de estimar diferencias de energia libre utilizando informa-
cion bidireccional, proveniente de multiples estados. BAR se basa en compa-
rar la diferencia de energia potencial AU;;(q) entre dos estados i y j evaluada
en configuraciones comunes. Dado que se considera la misma configuracién

para ambos estados, se puede establecer una relacion exacta entre las distri-

buciones de dichas diferencias de energia®®

i 1 =Y : 1.22
Lic 1+exp{1n<%)+ﬁAU}}L[3AA] Lj 11+€Xp{ln< ) ~pAUY +ﬁAA} (1.22)
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Debido a que esta relacion es una funcion exacta de las distribuciones de
energia, permite aplicar métodos de optimizacion para minimizar la varianza
de la estimacién de energfa libre y mejorar su precision®?.

Una extension de este enfoque es el método BAR multiestado (MBAR)®?,
que generaliza la estimacion a multiples estados intermedios. MBAR permite
calcular la energia libre entre cualquier par de estados utilizando todas las
muestras disponibles, lo cual mejora sustancialmente la eficiencia estadisti-

ca. La energia libre estimada para el estado i, denotada como A;, se obtiene

mediante la siguiente expresion:

K N —BUi(Gjn
A=—p'Y Y —— ﬁﬁg(i — (1.23)
a1 YK Nee 1(Gjn)—Ar]

Donde K es el nimero total de estados, N; es el nimero de muestras no
correlacionadas obtenidas del estado j, y Ux(g;») es la energfa potencial eva-
luada en la configuracion n de ese estado. Cabe destacar que sélo las diferen-
cias entre energias libres (4; — A ;) tienen significado fisico. MBAR representa
el estimador de minima varianza para la energia libre dada la informacién de
las muestras y proporciona estimaciones de incertidumbre altamente confia-
bles en funcién del nimero de muestras disponibles por estado®°.

Los métodos anteriormente mencionados se basan en la estimacion de

la energia libre desde simulaciones en equilibrio, lo cual requiere que para

cada valor de A, el sistema debe encontrarse en equilibrio y el espacio con-
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figuracional debe muestrearse completamente. Una estrategia distinta a las
anteriormente mencionadas, involucra la medicion de trabajo realizado en

transiciones de no equilibrio®®?

. El trabajo de Jarzynski involucr6 la deri-
vacion de una identidad que relaciona el promedio exponencial del trabajo
durante estas transiciones con la diferencia de energia libre en colectivos ca-
nénicos”?, donde luego Cuendet demostré que esto se cumplia también en el

colectivo isotérmico-isobdrico’?:

¢ BAGas <eﬁW> (1.24)

La igualdad de Jarzynski requiere que las transiciones comiencen desde
configuraciones obtenidas a partir de colectivos en equilibrio. Estas transi-
ciones, son evaluadas a intervalos de tiempo (7) muy cortos. En base a lo
anterior, los valores de trabajo entre dos estados pueden obtenerse desde la

relacion:

A0 9
Wit = —dA 1.25
= [ o 9 (125)

donde a diferencia de TI, se integran los valores instantdneos de W

El trabajo resultante contiene tanto una contribucién de la diferencia de ener-
gia libre como del trabajo disipado a lo largo de la transicion irreversible. Su
convergencia depende en gran medida de la superposicion del espacio de fa-

se entre los estados finales (similar a los métodos de equilibrio mencionados
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anteriormente), ya que la precision de las diferencias de energia libre calcu-
ladas con la férmula de Jarzynski depende de eventos raros, donde se disipa
poco trabajo”. Respecto a los estimadores, una relacién general derivada por
Crooks que involucra las distribuciones de trabajo desde transiciones en am-

bos sentidos, dio paso al teorema de fluctuacion de Crooks 90,96,97.

Pr(_W>
Para los casos en que la superposicion entre las distribuciones de trabajo
es grande, la diferencia de energia libre se puede estimar directamente:

Pr(W)

In <m> = BW — AG (1.27)

Dado que un buen solapamiento se alcanza en regiones cercanas al equi-
librio y s6lo los valores de trabajo en la interseccion de las distribuciones son
utilizadas para la estimacion, la expresion anterior no puede ser libremente
aplicada®. En base a estas problemdticas, Goette y Grubmiiller mostraron
una aproximacion gaussiana para la estimacion, definido como interseccion

Gaussiana de Crooks?8:

<Wf>" "~ —Wr)ny 2 Arg
iy <A2> + 6]%1@2 ((Wf)nf+<Wr>nr) +2<6‘%—(;r2> In <z%)
AG = +

(1.28)



El anteriormente mencionado estimador BAR también puede ser aplicado
en simulaciones de no equilibrio, donde Shirts y colaboradores®® proveen la

siguiente expresion:

I.lf _ 1 _ — ”lr_ 1 129
lel 1+exp[ln(7§>+/3(Wi—AG)} Zjil l+exp[ln<s—}>fﬁ(wj*AAG)} ( :

Esta formulacion se basa en un criterio de maxima verosimilitud que equi-
libra la informacién estadistica proveniente de ambos conjuntos de trayecto-
rias. Su ventaja principal es que aprovecha eficientemente los datos de ambos
conjuntos, minimizando la varianza del estimador bajo condiciones genera-
les.

En conjunto, los métodos de perturbacion alquimica representan una de
las estrategias mds rigurosas y fundamentadas para la estimacion de dife-
rencias de energia libre en sistemas biomoleculares. A pesar de su demanda
computacional y la necesidad de una cuidadosa planificacidn en la definicion
de los estados intermedios, su capacidad para capturar de manera precisa los
efectos termodindmicos asociados a cambios moleculares los convierte en
herramientas esenciales en el disefio racional de farmacos y en la evaluacion

cuantitativa de afinidades de union.
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1. Hipotesis

Pardmetros no enlazantes de campos de fuerza no polarizables, derivados
desde la particién de la densidad electrénica en ambientes biomoleculares,
mejoran la prediccion de energia libre en complejos proteina-ligando de re-

ferencia mediante célculos de energia libre de union absoluta.

2.2. Objetivo general

Desarrollar una herramienta computacional para la obtencién de parame-
tros no enlazantes derivados desde la particion de la densidad electrénica de
moléculas pequenas en ambientes biomoleculares y evaluar su capacidad de
prediccion de energia libre en complejos proteina-ligando de referencia me-

diante calculos de energia libre de unién absoluta.
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2.3. Objetivos Especificos

1. Crear una herramienta computacional para la derivacion de parametros
no enlazantes desde la particion de la densidad electrénica de moléculas

pequeiias en ambientes biomoleculares.

2. Evaluar el efecto sobre la especificidad de unién de distintos ligandos

respecto a un receptor para la proteina 4 con bromodominio (BRD4(1))

3. Evaluar el efecto sobre la selectividad de unién de un ligando frente a

distintos receptores en los sistemas bromosporina-bromodominios.

4. Evaluar el efecto sobre la especificidad de unién de distintos ligandos
respecto a un receptor con distintos estados conformacionales apo y holo

en el sistema lisozima T4 L99A/M102Q.
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3. Metodologia

En esta seccidn se muestran las principales metodologias empleadas en la
investigacion. Se desarrollardn aspectos generales de los métodos de estruc-
tura electronica, mecanica molecular y su uso en simulaciones de dindmica
molecular, en conjunto a la derivacion de pardmetros no enlazantes. Se realiza
una breve descripcion de la estimacion de energia libre de union en median-
te transformaciones de no equilibrio, junto a la correcion por polarizacion

utilizada en estas estimaciones.

3.1. Meétodos de estructura electronica

Los métodos de estructura electronica se basan en la mecdnica cudntica
para describir explicitamente el comportamiento de electrones en sistemas

moleculares, resolviendo la ecuacidon de Schrodinger independiente del tiem-

po:

Hy; = Ey; 3.1)

100

Bajo la aproximacion de Born-Oppenheimer ™", se asume que los nucleos
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permanecen fijos, lo que permite separar el movimiento electronico y reducir
la complejidad del problema al considerar la repulsion nicleo-nicleo como
una constante. El Hamiltoniano electrénico resultante, expresado en unidades
atomicas, incluye términos de energia cinética de los electrones, interaccion

electron-nucleo y repulsion electron-electron:

elec - Z Vz A —+ Z i (32)
ialia i)

La ecuacion electrénica de Schrodinger s6lo puede resolverse exactamen-
te para sistemas de un electron. En sistemas polielectronicos se requieren mé-
todos aproximados para obtener soluciones numéricas.

Uno de los enfoques mas usados es la teoria del funcional de la densi-
dad (DFT, por sus siglas en inglés)!°!, que describe el sistema mediante la
densidad electrénica p (¥) en lugar de la funcién de onda. Segtin los teoremas
de Hohenberg y Kohn!?2, la energfa del estado fundamental es un funcional
unico de esta densidad, y su minimizacion proporciona la densidad exacta

del sistema. DFT ofrece una alternativa computacionalmente eficiente para el

estudio de propiedades electronicas en sistemas complejos.

3.1.1. Método de Kohn-Sham

El método de Kohn-Sham !9 reformula DFT mediante un sistema ficti-

cio de electrones no interactuantes que reproduce la densidad electrénica del
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sistema real. La energia total se descompone en:

Elp] = Ti[p] + Vielp] +J[P] + Exc[p] (3.3)

donde T;[p] es la energia cinética del sistema no interactuante, V,,[p]
la interaccién nidcleo-electron, J[p] la repulsion cldsica entre electrones, y
E\.[p] representa los efectos de intercambio y correlacion.

La densidad electronica se construye a partir de orbitales monoelectroni-

cos ¢;(7), soluciones de la ecuacion de Kohn-Sham:

[_%VZ + Vs(?)] ¢;(7) = €:¢i(7) (3.4)

El potencial efectivo vs(7) incluye el potencial externo, el de Hartree y el
potencial de intercambio-correlacién v, ([p]; 7), derivado funcional de Ex.[p].
Como E,.[p] no se conoce exactamente, se recurre a aproximaciones que

permiten obtener soluciones numéricas con buena precision.

3.1.2. Funcional de intercambio-correlacion

En la teoria del funcional de la densidad, es crucial representar adecuada-
mente los efectos de intercambio y correlacion entre electrones para obtener
resultados precisos. Como no se conoce la forma exacta de estos efectos, se
utilizan aproximaciones. Una de las mds comunes en quimica computacio-

nal es el funcional hibrido B3LYP (Becke, 3 pardmetros, Lee-Yang-Parr) 194,
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valorado por su buen equilibrio entre precision y costo computacional.
B3LYP combina el intercambio exacto de Hartree-Fock con aproxima-

ciones empiricas. Su energia de intercambio-correlacion se calcula mediante:

E)]?éLYP — E)IEEA _|_a0(E}I;IF —E)IZDA) +ay (E)1?88 —E)IZDA) —I—ac(Eé‘YP —EXWN) (35)

donde los distintos términos representan contribuciones de intercambio

y correlacion bajo diferentes aproximaciones, y los coeficientes ag = 0.20,

axy = 0.72 y ac = 0.81 se ajustan para mejorar la concordancia con datos
experimentales.

B3LYP se ha convertido en un estandar en estudios de quimica cuéntica

gracias a su capacidad para predecir propiedades como energias de enlace,

105

estructuras moleculares y caracteristicas electronicas con buena precision .

Por esta razon, sera el funcional utilizado en esta tesis.

3.1.3. Funciones base

Las funciones base son un componente esencial en DFT, ya que permiten
representar los orbitales atdmicos y moleculares mediante combinaciones li-
neales de funciones centradas en los nuicleos. Entre las multiples familias de
funciones base disponibles, la serie def2, desarrollada por Weigend y Ahl-

richs, se destaca por su equilibrio entre precision y eficiencia computacio-
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nal 1%,

La funcién base def2-TZVP (Triple-Zeta Valence with Polarization) em-
plea tres funciones tipo zeta para describir los electrones de valencia, junto
con funciones de polarizacién que mejoran la descripcidon angular de la den-
sidad electrénica. Esta base estd disefiada para ser utilizada tanto con repre-
sentaciones de todos los electrones, como con pseudopotenciales efectivos,
en especial para elementos con niimero atémico Z > 19107,

Comparada con otras funciones base de calidad triple-zeta, def2-TZVP
logra una precision similar con menos funciones gaussianas, lo que se traduce
en una mejor eficiencia computacional. Por esta razon, es ampliamente usada
en estudios de optimizacion geométrica, cdlculos de energias electronicas,

andlisis vibracionales y propiedades moleculares 108109,

3.2. Mecanica molecular

La mecénica molecular se basa en las leyes de la mecénica clasica apli-
cadas al estudio de sistemas moleculares. Esta disciplina aprovecha la apro-
ximacion de Born-Oppenheimer para describir sistemas atomicos mediante
potenciales fisicos simplificados, que representan las interacciones entre los
nicleos atémicos. Con base en lo expuesto previamente en el marco tedri-
co sobre campos de fuerza, esta seccion se centrard en el método hibrido

QM/MM vy en la derivacion de parametros no enlazantes utilizados en cam-
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pos de fuerza modificados, los cuales seran evaluados posteriormente.

3.2.1. Método hibrido QM/MM

El método hibrido QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics)
es una estrategia ampliamente utilizada para estudiar sistemas moleculares
grandes, donde una descripcion puramente cudntica seria computacionalmen-
te costosa o inabordable. Este enfoque permite tratar con mayor precision una
region del sistema mediante mecanica cudntica (QM), mientras que el resto
del sistema se modela mediante mecanica molecular (MM) '10-112

El sistema se divide conceptualmente en dos regiones: la regién cudntica
(QM), que generalmente incluye el ligando y los residuos directamente impli-
cados en procesos quimicos clave, y la region clasica (MM), que representa

el entorno restante, como la proteina, el solvente y los iones. La energia total

del sistema en un esquema aditivo simple puede expresarse como:

Eommm = Eqm + Emm + Eint (3.6)

donde Equ es la energia de la region cuéntica, Envy la energia de la region
clasica y Ej, representa las interacciones entre ambas regiones.
En su forma mas comiun, el término de interaccion Ej,; se modela me-

diante interacciones electrostaticas y de van der Waals clésicas:
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B, — EQWMM ESJM/MM 3.7)

elec

M/MM ) . L. .
donde Egec/ representa la interaccion electrostdtica entre los dtomos

de la regiéon QM vy las cargas puntuales de la region MM, y ELQJM/MM incluye

los términos de dispersion y repulsion tipo Lennard-Jones.

Existen distintos esquemas de acoplamiento (embeddings) entre las re-
giones QM y MM, los cuales determinan cémo se incluye la influencia de la
regiéon MM en los célculos cudnticos. En el embedding mecénico, las regio-
nes QM y MM interactdan unicamente a través de fuerzas cldsicas, sin que
el campo electrostatico de la region MM influya directamente en la region
QM. En el embedding electrostatico, las cargas atomicas de la region MM
se incluyen explicitamente en el hamiltoniano QM, permitiendo que la den-
sidad electrénica se polarice en respuesta al entorno clasico!!'!. Finalmente,
el embedding polarizable incorpora ademads el efecto del campo QM sobre
el sistema MM, mediante dipolos inducidos o modelos de polarizabilidad,
asociado a un mayor costo computacional !9,

El uso del enfoque QM/MM es particularmente relevante en sistemas bio-
moleculares complejos, aprovechando la precision de la descripcion mecano-

cudntica y la eficiencia computacional de la mecédnica molecular.
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3.2.2. Cargas atomicas MBIS

Las cargas MBIS (Minimal Basis Iterative Stockholder) fueron propues-
tas por Verstraelen y colaboradores*’. Este método define la densidad pro-
atomica pg(r) como una suma de funciones tipo Slater:

ma
pa(r) =Y pi.(r) (3.8)
i=1

donde my es el nimero de capas del dtomo A, y pgi(r) estd dada por:

Ny. |l‘ — RA‘
0 (p) = Ny fy (1) = —Ai <— ) 3.9
Pa.(r) = Na, fa,(r) 703 exp on (3.9)

En esta expresion, Ny, representa la poblacion electrénica de la capa i, 0y,
su ancho, y fu,(r) es una funcién de tipo Slater normalizada.

El ajuste iterativo de los pardmetros Ny, y Oy, se lleva a cabo mediante la
minimizacion de la divergencia de Kullback—Leibler (KL) entre la densidad
electrénica total del sistema, p(r), y la densidad reconstruida a partir de las
contribuciones pro-atdmicas pg(r). En cada iteracion, se asigna una fraccion
de la densidad total a cada 4tomo A mediante un esquema de particion tipo
stockholder:

pA(r)

pa(r) = P(r)ma (3.10)
B

y se optimizan los parametros de las funciones Slater del proatomo A para
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minimizar la siguiente funcion objetivo:

DKL:;/pA(r)ln (gz)g;)dr, 3.11)

la cual corresponde a la divergencia KL entre la densidad asignada p4(r)
y la densidad modelo pg(r). Este procedimiento se repite iterativamente has-
ta alcanzar la convergencia, es decir, cuando las distribuciones pro-atdbmicas
dejan de modificarse significativamente.

Una vez obtenida la densidad electrénica atémica py(r), la poblacion
electronica N4 y la carga atomica g4 del atomo A, con carga nuclear Z,, se

calculan como:

ga=2Za—Na=7Zp— /PA(I') dr (3.12)

3.2.3. Cargas atomicas D-MBIS

Los métodos tradicionales de asignacion de cargas atdmicas no conside-
ran la polarizacién de la densidad electrénica del ligando inducida por su
entorno molecular, ya sea al encontrarse unido al receptor o en solucion. Para
incorporar este efecto, en nuestro laboratorio se ha desarrollado una metodo-
logia que combina simulaciones de dindmica molecular con cdlculos hibridos
QM/MM 555,113,114,

La polarizacion se cuantifica a través de las variaciones en las cargas
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MBIS originadas por las fluctuaciones del entorno molecular. Esto da lugar a
las llamadas cargas atdmicas dindmicas MBIS (D-MBIS), las cuales capturan
un promedio efectivo de la polarizacién inducida por el ambiente y permiten
una descripcion mds fidedigna de las interacciones electrostéticas.

El célculo de las cargas D-MBIS se basa en realizar simulaciones de di-
namica molecular acopladas a cdlculos periddicos QM/MM. A lo largo de
la trayectoria simulada, cada cierto nimero de pasos se efectia un célcu-
lo QM/MM para obtener la densidad electrénica del ligando, que luego se
particiona mediante el método MBIS para extraer las cargas atdbmicas corres-
pondientes. Este proceso se repite un total de k veces, y las cargas finales de
cada dtomo se obtienen como el promedio sobre todas las configuraciones
muestreadas durante la simulacion.

Finalmente, estas cargas promediadas se incorporan al campo de fuerza
y se reinicia el proceso iterativamente hasta alcanzar la convergencia de las

cargas D-MBIS.

3.2.4. Parametros de Lennard-Jones D-MBIS

Otro componente fundamental en las interacciones no covalentes estd re-
lacionado con los efectos de dispersion y repulsion/intercambio, los cuales
se modelan mediante el potencial de Lennard-Jones. Mohebifar y colabora-
dores !> demostraron que los coeficientes de dispersién atémicos Cg inclui-

dos en varios campos de fuerza estdn sisteméticamente sobreestimados en
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comparacion con los derivados mediante calculos de mecdnica cuantica. Esta
discrepancia ha motivado el desarrollo de nuevos esquemas para su deter-
minacién. Castillo-Orellana y colaboradores!'® demostraron que parametros
de Lennard-Jones derivados mediante el método MBIS, pueden describir co-
rrectamente interacciones de dispersién con un error medio de -2 kJ-mol~!.
Esto valida la aplicacion de esta metodologia para su uso en la herramienta
de derivacion de parametros no enlazantes.

El volumen atémico V4 se define como el tercer momento radial de la

densidad electronica del atomo:

Vi :/\r—RAPpA(r)dr (3.13)

La formalizaciéon de Tkatchenko-Scheffler'!” permite calcular el coefi-
ciente de dispersion Cg 4 de un adtomo A en una molécula, reescalando el

valor correspondiente al &tomo aislado Cgrf';‘e segtin su volumen efectivo:
2
VA f
A

Asimismo, los radios de van der Waals (Ryqw 4) pueden estimarse utili-

zando la relacién empirica propuesta por Fedorov y Tkatchenko!!8:

Ryawa =2.54a)” (3.15)
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donde la polarizabilidad estética atomica o4 también se escala en funcion

del volumen atoémico:
%
o = (Vf—ie> afree (3.16)
A

A partir de estos pardmetros es posible calcular los pardmetros de
Lennard-Jones o4 y €4, que determinan el tamafio efectivo del dtomo y la

profundidad del pozo de potencial, respectivamente:

_ TminA 2Ryaw A

OA= 516 — T o1/6 (3.17)
C

=% (3.18)
40,

Para garantizar la compatibilidad con el campo de fuerza empleado, se
conserva el tipo de 4tomo (en GAFF) o el descriptor SMIRKS (en OFF) del
ligando. Los nuevos parametros de Lennard-Jones D-MBIS se obtienen pro-
mediando los valores correspondientes a todos los &tomos que comparten el
mismo tipo o descriptor, de acuerdo al proceso iterativo mencionado anterior-

mente para las cargas atbmicas D-MBIS.
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3.3. Dinamica molecular

La dindmica molecular es una técnica de simulacion basada en la mecani-
ca clésica que permite estudiar la evolucidn temporal de un sistema molecular
mediante la integracion numérica de las ecuaciones de movimiento de New-
ton. El sistema se describe en el espacio de fase, un espacio de 6N dimensio-
nes donde N es el nimero de particulas, y su evolucion temporal genera una
trayectoria que representa las posiciones y momentos de cada particula a lo
largo del tiempo.

La ecuacion fundamental que rige el movimiento es:

Fi=mr; = miﬁ

(3.19)
donde }7} es la fuerza neta sobre el 4&tomo i, m; su masa, y 7: su aceleracion.

Esta fuerza se obtiene a partir del gradiente de la energia potencial V:
Fi=—VV(#,....,7y) (3.20)

La energia potencial se calcula mediante un campo de fuerza, y junto
con las condiciones iniciales del sistema (posiciones y velocidades), permite
predecir su evolucion. Las velocidades iniciales se asignan conforme a una

distribucion de Maxwell-Boltzmann para una temperatura definida.
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Las simulaciones pueden realizarse bajo diferentes coletivos estadisticos.
En el colectivo microcanénico (NVE) se conservan la energia, el volumen
y el nimero de particulas, mientras que en el colectivo canénico (NVT) o
isotérmico-isobdrico (NPT) se mantienen constantes la temperatura o la tem-
peratura y presion, respectivamente. Para lograr esto, se acoplan algoritmos
de control conocidos como termostatos y barostatos.

El termostato de Berendsen!!®

reescala las velocidades para ajustar la
temperatura hacia un valor objetivo, aunque no reproduce correctamente las
fluctuaciones del colectivo candnico. Alternativamente, el termostato esto-
castico de Bussi y colaboradores '? introduce ruido térmico controlado y ga-
rantiza la correcta distribucion de energia cinética.

Para el control de presion, el barostato de Berendsen aplica un reesca-
lamiento de la celda simulada hacia una presion objetivo, mientras que en-
foques mds rigurosos como los de Parrinello-Rahman 2! 0 Martyna-Tobias-
Klein 2% permiten una descripcién mdas precisa del colectivo NPT.

Los detalles especificos de cada simulacién y los pardmetros utilizados se

describen en la seccidon de resultados.

3.4. Calculos de energia libre de union absoluta

Los calculos de energia libre son fundamentales para estudiar propieda-

des termodindmicas como la afinidad de unién de ligandos a proteinas, las
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energias libres de solvatacion, la estabilidad de mutaciones y las constantes
de asociacidon/disociacion, entre otras. En esta seccidn, se revisan los prin-
cipales requisitos para calcular la energia libre de unidén absoluta mediante
métodos de no equilibrio, incluyendo las correcciones asociadas a efectos de
polarizacion. Esta estimacion permite obtener perfiles de especificidad y se-
lectividad, los cuales son esenciales para evaluar la capacidad predictiva de

los métodos computacionales en comparacion con datos experimentales.

3.4.1. Ciclo termodinamico

La estimacion directa de la energia libre de unién absoluta mediante si-
mulaciones clasicas de dindmica molecular no es factible en la practica. Esto
se debe a que los eventos de union y desunidn son procesos raros, que ocurren
en escalas de tiempo prolongadas, frecuentemente fuera del alcance de las si-
mulaciones convencionales. Ademas, alcanzar un muestreo estadisticamente
confiable de todos los microestados relevantes requiere tiempos de simula-
cion prohibitivos para sistemas biomoleculares.

Para superar estas limitaciones, se recurre al uso de un ciclo termodina-
mico que conecta los estados de union y no uniéon mediante transformaciones
alquimicas. Estas rutas no fisicas permiten mejorar el solapamiento entre las
distribuciones del espacio de fase y obtener estimaciones mas robustas de la

energia libre de unién (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Esquema del ciclo termodinamico utilizado para el calculo de la ener-
gia libre de union absoluta. La transformacién horizontal superior representa el
proceso fisico de asociacion del ligando con la proteina en solucién. Las transforma-
ciones verticales corresponden a procesos alquimicos de acoplamiento del ligando
tanto en solucion como en el complejo. La transformacién horizontal inferior in-
corpora una correccion analitica que cuantifica el costo energético de restringir el
ligando al sitio de unién durante el desacoplamiento. La energia libre de unién se
calcula como la diferencia entre las energias libres de desacoplamiento, sumada a la
correccidn de restriccion.

Durante las transformaciones alquimicas, se emplean restricciones para
mantener el ligando en las proximidades del sitio de unién, lo que permite
aplicar la correccion del estado estandar. Estas restricciones también limitan
el espacio conformacional que debe integrarse, acelerando la convergencia.
Entre las mds utilizadas se encuentran las restricciones armoénicas, flat-bottom
y Boresch-Karplus.

La restriccién tipo Boresch-Karplus® es particularmente adecuada para

limitar los grados de libertad intermoleculares entre el receptor y el ligando
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durante las transformaciones alquimicas. Esta estrategia reduce el nimero de
orientaciones accesibles del ligando en los estados desacoplados, mejorando
la convergencia estadistica del calculo.

La restriccion se define mediante una combinacién de una distancia, dos
angulos y tres torsiones, construidas a partir de tres dtomos del receptor (r,
ry, r3) y tres del ligando (1, I, 13). La energia asociada a esta restriccion se

expresa como:

K, Ko Ko
Eresr = )vrestr Er (r_ r0)2 + 7‘ (61 - 91,0)2 + 72 (92 - 02,0)2

p X p (3.21)
+ % hav (1 — 91.0)* + %hav (62— 92.0)* + % hav (93 — ¢30)°
donde hav(x) = I_CTOS()C) es la funcion de Haversine, empleada para definir

la energia asociada a las torsiones. Las constantes K determinan la rigidez de
cada restriccion, mientras que los valores con subindice 0 representan las
posiciones de equilibrio. Finalmente, Ay, €s un parametro de escala que
permite modular globalmente la restriccion.

Una vez aplicadas las restricciones tipo Boresch-Karplus, es posible cal-
cular una correccién analitica al estado estdndar, necesaria para convertir la
energia libre de desacoplamiento bajo restricciones a una energia de unién en
condiciones estandar (1 mol/L). Esta correccion compensa el sesgo introdu-

cido por limitar el volumen accesible al ligando durante el desacoplamiento.
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El valor de esta correccion, AGr.q,,

se calcula a partir de la integral sobre el
volumen restringido del espacio de fases asociado a los seis grados de libertad

intermoleculares (una distancia, dos dngulos y tres torsiones):

Z
AGS. = —kgTIn < {jj“) (3.22)

donde Z,. es la particion configuracional restringida, que depende de las
constantes de fuerza y los valores de equilibrio definidos en la ecuacion 3.21.
Ve =1660 A’ corresponde al volumen estdndar asociado a una concentracion
de 1 mol/L.

En esta tesis se utiliz6 la metodologia de doble desacoplamiento mediante
integracién termodindmica de no equilibrio'*, en la que el ligando es desaco-
plado progresivamente de su entorno tanto en solucion como en el complejo.

El procedimiento se ilustra para el estado de unién en la Figura 3.2.
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Figura 3.2: Esquema del calculo de energia libre mediante trayectorias de no
equilibrio. A partir de configuraciones de equilibrio de los estados holo (A) y apo
(B), se generan multiples transformaciones rapidas entre ambos estados. Las trayec-
torias A — B producen trabajos Wy, mientras que las B — A generan Wp,. La ener-
gia libre AG4p se determina mediante la superposicion de las distribuciones p (W)
y pr(—W), usando el teorema de fluctuacién de Crooks.

Estas transformaciones se realizan desacoplando las interacciones no en-
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lazantes del ligando con el sistema, mientras se conservan sus interacciones
intramoleculares. Las simulaciones se ejecutan en escalas de tiempo cortas
(ps—ns) desde configuraciones iniciales obtenidas desde trayectorias de equi-
librio. A partir del trabajo acumulado se obtienen las distribuciones necesa-
rias para aplicar el teorema de Crooks (Ecuacion 1.26) mediante el estimador
bidireccional BAR en contextos de no equilibrio (Ecuacion 1.29).

Asi, la energia libre de unién estandar queda expresada como:

AGobind = AGprot - AGsolv + AGorestr (3-23)

3.4.2. Correccion por polarizacion

Para considerar adecuadamente la influencia del entorno en la energia li-
bre de unidn, se incluy6 la polarizacion electronica del ligando en solucién y
en el sitio de unidn. Esta polarizacion conlleva un costo energético positivo
que se resta de la energia libre estimada en cada entorno. El esquema de do-
ble desacoplamiento empleado fue ajustado para incorporar esta correccion,

como se muestra en la Figura 3.3.
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Proteina
Apo / Holo

® / @ Ligando acoplado /
desacoplado

AGprat"‘ (Epal>pmt
Solvente
+ lones

(D Restriccion

AEpor = <Ep°l)prot_ (Ep"l)solv
AGobind = AGprot - AGsolv + AGc’restr + AEpol

Figura 3.3: Esquema del ciclo termodinamico para el calculo de la energia libre
de unién absoluta con correccion por polarizacion. El ciclo incorpora una correc-
cion energética en las transformaciones verticales, asociada a la deformacién de la
densidad electrénica del ligando al pasar del vacio al medio solvente o al sitio de
union.

Dado que las energias de polarizacion en ambos entornos no son equi-
valentes, su diferencia se incluye como una correccion a la energia libre de
union. Esta energia se estimd mediante cdlculos electrénicos en vacio, utili-
zando la funcién de onda polarizada del ligando:
ﬁo

Epol = (¥|H° we) (3.24)

W) — (P°
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Las energias promedio <Ep(,1>pr0t y <EP01>solv se obtuvieron a partir de
configuraciones representativas en cada entorno. La energia libre de union

corregida se expresa como:

AGobind = AGprot — AGgoly + AGorestr + AEpol (3.25)

donde AEpol = <Epol>pr0t T <EP01>solv'

3.5. Descriptores estadisticos

Para evaluar la calidad de las estimaciones obtenidas en esta tesis, se em-
plearon varios descriptores estadisticos comunes en el andlisis de errores y
validacion de modelos. Entre ellos se encuentran el error cuadratico medio
(RMSE), el error absoluto medio (MUE) y los coeficientes de correlacion de
Pearson y Kendall.

El error cuadratico medio (Root Mean Square Error, RMSE) mide la
desviacién promedio cuadratica entre los valores predichos y los observados.

Es especialmente sensible a errores grandes y se define como:

1 N
RMSE = \/ 5 L O -y (3.26)
i=1

El error absoluto medio (Mean Unsigned Error, MUE) calcula la media

de los errores absolutos, proporcionando una medida més robusta ante valores
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atipicos en comparacion con el RMSE:

1 N
MUE = —
vE

pred obs
Yi  — Vi

(3.27)

Ambos indicadores son ampliamente utilizados en quimica computacio-
nal y aprendizaje automadtico para cuantificar la precision de modelos de pre-
diccion 3.

Ademds, se emplearon dos coeficientes de correlacion no dimensionales

para evaluar la relacion entre los valores predichos y los experimentales:

» El coeficiente de correlacion de Pearson (r) mide el grado de depen-
dencia lineal entre dos variables. Su valor varia entre -1 y 1, donde 1
indica una correlacion lineal perfecta:

d _
N (TS — gred) (yobs _ jobs)

\/Z lypred ypred \/Z ObS 0bs)2
i=1\Vi

(3.28)

= El coeficiente de correlacion de Kendall (7) es una medida no para-
métrica de asociacion basada en el orden de los datos. Es ttil cuando la
relacién entre variables no es estrictamente lineal 2. Se calcula a partir

del nimero de pares concordantes y discordantes:

_ Ne—ng
T= —N(N— 1 (3.29)

N —
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donde n. y n; representan los pares concordantes y discordantes, res-

pectivamente.

El uso combinado de estos descriptores permite una evaluacion integral
de la precision y la validez estadistica de los métodos de estimacion y los

distintos campos de fuerza empleados.
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4. Resultados y Discusion

En la presente investigacion, se buscé evaluar el efecto del cambio de pa-
rametros no enlazantes sobre campos de fuerza no polarizables en la estima-
cion de la energia libre de union absoluta. Estos nuevos parametros derivados
consideran el efecto de las fluctuaciones de la densidad electronica molecular
en el proceso de unién no covalente. En adicién al costo energético de po-
larizar la densidad electronica, se propone la mejora en las predicciones de
energia libre de unién en los sistemas proteina-ligando de referencia utiliza-
dos en esta tesis.

A continuacion, se muestran los resultados mas relevantes de la tesis. En
primera instancia se discute la herramienta computacional desarrollada pa-
ra la derivaciéon de pardmetros no enlazantes. Posteriormente, se reportan
y analizan los resultados obtenidos para las energias libres de unién abso-
luta en los sistemas BRD4(1), bromosporina-bromodominios y lizosima T4
L99A/M102Q. Estos consideran diferentes modificaciones de pardmetros no
enlazantes en los distintos campos de fuerza utilizados, incluyendo efectos
derivados del costo energético de polarizacion de la densidad electrénica mo-
lecular. Los resultados fueron comparados respecto a datos experimentales de

afinidad y contrastados mediante los descriptores estadisticos: error cuadra-
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tico medio (RMSE), error absoluto medio (MUE), coeficiente de correlacion

de Pearson (R) y coeficiente de Kendall (7).

53



4.1. Herramienta computacional para la deriva-

cion de parametros no enlazantes

A la fecha, persisten desafios relacionados con la descripcion precisa de
las interacciones intra e intermoleculares en sistemas biomoleculares. En si-
mulaciones de dindmica molecular aplicadas a macromoléculas, estas inter-
acciones se modelan mediante campos de fuerza clésicos, los cuales definen
la energia potencial del sistema a partir de una suma de términos aditivos>>.
En el caso de campos de fuerza no polarizables, dichos términos se clasifican
convenientemente en dos grupos: interacciones enlazantes y no enlazantes.

Los pardmetros enlazantes, los cuales incluyen constantes de fuerza y va-
lores de equilibrio para enlaces, &ngulos, torsiones y dngulos impropios, des-
criben la geometria interna de la molécula. En cambio, los pardmetros no en-
lazantes representan interacciones electrostéticas y de dispersion/repulsion,
que se cuantifican mediante la asignacion de cargas atdmicas usadas en el
potencial de Coulomb y coeficientes adecuados para el potencial de Lennard-
Jones. Estos dos ultimos juegan un papel crucial en fendmenos como el reco-
nocimiento molecular'?.

En particular, los métodos basados en la particion de la densidad electro-

nica*®’® han demostrado ser eficaces para derivar tanto cargas atémicas co-

mo pardmetros de dispersién y repulsion*’. Estas metodologias consisten en
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descomponer la densidad electronica molecular en contribuciones atomicas,
permitiendo una asignacion mas fisica de los parametros. Sus aplicaciones

abarcan una amplia gama de propiedades moleculares, incluyendo la pre-

48-50 51,52

diccion de energias libres de solvatacion , coeficientes de particion

39,53,114

reproduccion de densidades en fase liquida , asi como la estimacion

d54,55

de energias libres de union en sistemas anfitrion-huéspe y complejos

protefna-ligando -9,

Con el objetivo de mejorar la descripcién de interacciones no enlazantes
en contextos moleculares especificos, desarrollamos una herramienta compu-
tacional para su derivacion automatizada. Esta implementacion, estructurada

3 126

como un paquete de Python , sigue el flujo de trabajo presentado en la

Figura 4.1.
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| OpenMM System() | |OpenFF Toolkit Molecule()l | ParmEd Structure() |

;I OpenMM Simulation() | z\:}}l

Simulacién MD NPT

Posiciones

Cilculos QM/MM

Pelec POlarizada [molécula]
MBIS g[molécula] MBIS r3[atomo]

MBIS g,;[molécula] MBIS r3;[dtomo]
MBIS g,[molécula] | MBIS r?,[dtomo] |

MBIS g,[molécula] MBIS r3,[atomo]
n
actualizar * O

OpenMM Topology() |4——| D-MBIS g[molécula] | promedio

| (r?)[atomo aislado] | | D-M;IS(r?)[étomo] |

actualizar I

1 D-MBIS U (a,€)[atomo] |

Campo de fuerza Sistema serializado Archvo de datos
OpenFF (XML) OpenMM (XML) ffparAIM (CSV)

Figura 4.1: Diagrama de flujo computacional utilizado para derivar los parame-
tros no enlazantes en ambientes moleculares explicitos. El protocolo considera
la generacion de trayectorias mediante muestreo configuracional desde simulacio-
nes de dindmica molecular clasica, calculos QM/MM para la particion de densidad
electrénica y la actualizacién iterativa de cargas atomicas y parametros de disper-
sién/repulsion compatibles con campos de fuerza tipo SMIRNOFF.

El cédigo fuente estd disponible en GitHub: https://github.com/

QCMM/ffparaim. El paquete es compatible con la estructura de datos de cam-
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https://github.com/QCMM/ffparaim

pos de fuerza tipo SMIRNOFF como Open Force Field (OFF)>! y se apoya en

127, gridlzg, denspart,

bibliotecas del ecosistema QCDevs (como iodata
ghasis!??) asf como en el paquete ParmEd.

Esta herramienta permite obtener cargas atomicas y parametros de dis-
persion/repulsion (distancia del potencial igual a cero y profundidad del po-
zo potencial) adaptados al entorno quimico de moléculas pequeias, de forma
completamente automatizada. El protocolo de derivacion se basa en el campo
de fuerza OFF-2.0.0 Sage®, manteniendo sin modificaciones los pardmetros
enlazantes, aunque la herramienta admite otros campos de fuerza para molé-
culas pequeiias. La modificacion se limita a las cargas atdmicas y pardmetros
de Lennard-Jones, definidos mediante patrones SMIRKS 32,33,130

La implementacion permite ejecutar un protocolo predefinido de deriva-
cién (denominado D-MBIS %) o utilizar sus componentes de forma mo-
dular para definir flujos de trabajo personalizados. El protocolo D-MBIS se
basa en la obtencion iterativa de parametros promedios a partir de particio-
nes de densidad electrénica obtenidas mediante cdlculos QM/MM ! desde
configuraciones extraidas de simulaciones cldsicas de dindmica molecular. La
densidad electrénica se calcula con el nivel de teoria especificado por el usua-
rio, dentro de las capacidades del software de quimica cudntica ORCA 13!

Esta metodologia, que considera explicitamente el entorno molecular, re-

presenta una mejora respecto a aproximaciones previas empleadas por el gru-

po#81525%35 1 ag trayectorias de dindmica molecular son generadas me-
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diante OpenMM 32, mientras que los cdlculos de estructura electrénica se
realizan con ORCA v5.0.3 131, Los requisitos minimos para ejecutar el proto-
colo incluyen: un archivo de coordenadas en formato PDB, una cadena SMI-
LES isomérica del ligando, la carga neta del ligando, y la seleccion del li-
gando en formato méascara de AMBER?S. Opcionalmente, puede definirse
también la seleccion atdmica del receptor para derivar pardmetros en el con-
texto de complejos ligando-receptor, lo que permite aplicar restricciones que
evitan la disociacion del ligando.

Entre las variables internas del protocolo se encuentran: el nimero de
actualizaciones iterativas, el tiempo de muestreo total para la trayectoria de
dindmica molecular, el nimero total de calculos QM/MM, el método de es-
tructura electronica (por defecto B3LYP), y la funcidén base (por defecto
def2-TZVP). La clase principal FFparAIM contiene dos métodos principa-
les: prepare() y run(). El primero procesa el archivo PDB y la cadena
SMILES, generando los objetos necesarios para iniciar la derivacion. El se-
gundo ejecuta el protocolo y genera los archivos de salida con los nuevos
pardmetros para su uso en simulaciones de dindmica molecular. Ademas, se
estima un término de correccion energética E,,|, que representa el costo de
polarizacion de la densidad electronica en el entorno quimico.

Este protocolo ha sido aplicado exitosamente a sistemas anfitrion-

d54,55 113

huéspe , complejos proteina-ligando'"”, y en la prediccién de propie-

dades termo-fisicas''*. A continuacién, se presentan ejemplos de ejecucién
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del protocolo para una molécula en disolucion acuosa, un complejo ligando-

receptor y un flujo de trabajo personalizado.
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26

27

Derivacion de pardmetros en disolucion acuosa.

from ffparaim import FFparAIM

# PDB coordinates file.

pdb_file = 'solvent.pdb'

# SMILES string.

smiles = 'Cclcccccl!

# OpenMM XML force field files for chemical environment.
ff = ['amber14/tip3p.xml']

# Create ffparaim object.
nb_params = FFparAIM(gm_charge=0, # Total charge of
< the molecule to parametrize.
ligand_selection="':MOL', # AMBER mask
— selection for the molecule.
n_updates=5, # Number of
— parameter's updates.
sampling_time=5, # Sampling time
< 1M nanoseconds.
total_gm_calculations=25) # Number of QM/MM

— calculations.

# Prepare input objects.
molecule, system_structure, system = nb_params.prepare(smiles,
pdb_file,
ff_env=£ff)
# Run protocol.
nb_params.run(molecule,
system_structure,
system,
off=True,
charges=True,

1j=True)
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27

Derivacién de pardmetros en complejo proteina-ligando.

from ffparaim import FFparAIM

# PDB coordinates file.
pdb_file = 'complex.pdb'
# SMILES string.
smiles = 'Cclcccccl!
# Restraints dict.
restraint = {'harmonic': {'ligand': [1, 3, 6], 'receptor': [1621,
—~ 1751, 1843]}}
# OpenMM XML force field files for chemical environment.
ff =
— ['/home/lmacaya/tesis/t4-199a-m102q/ffparaim/amber99sbildn_mod.xml',
'amber14/tip3p.xml']
# Create ffparaim object.
nb_params = FFparAIM(qm_charge=0, # Total charge of the
— molecule to parametrize.
ligand_selection=':MOL', # AMBER mask
— selection for the molecule.
n_updates=5, # Number of
- parameter's updates.
sampling_time=10, # Sampling time in
< mnanoseconds.
total_gm_calculations=25, # Number of QM/MM
« calculations.
method='B3LYP', # DFT functional.
basis='def2-TZVP"') # Basis set.
# Prepare input objects.
molecule, system_structure, system = nb_params.prepare(smiles,
pdb_file,
ff_env=£ff)
# Run protocol.
nb_params.run(molecule,
system_structure,

system,
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29

30

31

restraint_dict=restraint,

off=True,
charges=True,
1j=True)
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Derivacion de parametros personalizada.

1 import os

2 import sys

4 from ffparaim import FFparAIM

s from ffparaim.mdtools import define_molecule

7 from openmm import openmm

g from openmm import app

9 from openmm import unit

10 from parmed import load_file

11

12 # SMILES string.

13 smiles = 'Cclcccccl!

14 # PDB coordinates file for ligand.

15 lig_pdb_file = os.path.abspath('MOL.pdb")

16 # Restraints dict.

17 restraint = {'harmonic': {'ligand': [2605, 2608, 2613], 'receptor':
~ [1608, 1738, 18301}}

18 # Use the OpenFF Toolkit to gemerate a chemical topology.

19 molecule = define_molecule(smiles, 1lig_pdb_file=1lig_pdb_file)

20 # Create ParmEd Structure object.

21 prmtop = load_file('complex.prmtop', xyz='complex.inpcrd')

2 # Fiz non-positive periodicity for OpenMM 7.7.

23 for dih in prmtop.dihedrals:

24 try:

25 for dihtype in dih.type:

26 if dihtype.per ==

27 assert dihtype.phi_k ==
28 dihtype.per = 1

29 except TypeError:

30 if dih.type.per ==

3l assert dih.type.phi_k == 0
32 dih.type.per = 1

33 # Create OpenMM System.
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35

36

37

38

39

40

41

4

43

44

45

46

47

48

49

50

51

system_structure = prmtop
system = prmtop.createSystem(nonbondedMethod=app.PME,
nonbondedCutoff=1 * unit.nanometer,
constraints=app.HBonds)
system.addForce (openmm.MonteCarloBarostat(l * unit.bar, 298.15 *
— unit.kelvin))
# Create ffparaim object.
nb_params = FFparAIM(gm_charge=0,
ligand_selection=':MOL',
n_updates=5,
sampling_time=5,
total_gm_calculations=25)
# Run protocol.
nb_params.run(molecule,
system_structure,
system,
charges=True,

1j=True)

Como ejemplo, en la Figura 4.2 se muestra la evaluacion exhaustiva de
variables de la herramienta ffparaim en funcién de la energia de polari-
zacion. Para esto se us6 el ligando L6 del conjunto de datos lisozima T4
LI99A/M102Q, en el contexto de la derivacion de parametros en complejo.
Adicionalmente, se muestran los tiempos de ejecucion para cada una de las
pruebas realizadas.

Para la molécula puesta a prueba, compuesta de 21 dtomos, el protocolo
por defecto (5 actualizaciones del campo de fuerza, 5 ns de muestreo y 25
célculos QM/MM) toma 11 horas la obtencion de parametros no enlazantes

en solvente y 17 horas en el complejo proteico. En base al escalado lineal del

64



tiempo de ejecucion, asociado directamente al nimero de calculos QM/MM
involucrados en el protocolo de derivacion, como proyeccion se busca la para-
lelizacidn de estos calculos, que llevarian a un tiempo de respuesta ain menor

que el que se tiene actualmente.
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Figura 4.2: Evaluaciéon exhaustiva de variables utilizadas en el protocolo de de-
rivacion de la herramienta computacional. A la izquierda se muestran los valores
de energia de polarizacioén obtenidos para las distintas variables utilizadas, mientras
que a la derecha se presentan los tiempos totales de cada ejecucion del protocolo con
esas variables. Para cada ejecucion, se mantuvo constante el nimero de actualizacio-
nes del campo de fuerza (5).
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4.2. Especificidad en BRD4(1)

Tras la generacion de la herramienta de derivacion de pardmetros no enla-
zantes para campos de fuerza no polarizables, se procedid a evaluar su efec-
to en la prediccién de la energia libre de unién absoluta sobre el conjunto
de datos de especficidad. Los bromodominios son lectores de marcas epige-
néticas que reconocen especificamente motivos de acetilacion de la &-N-3-
lisina'33134 y se han identificado en 46 proteinas nucleares y citoplasmati-
cas 3%, Estas modificaciones postraduccionales se encuentran frecuentemente
en complejos macromoleculares involucrados en la remodelacion de la cro-
matina, la reparacion del ADN y el control del ciclo celular, especialmente en
histonas '3, Se ha propuesto que la acetilacién de histonas favorece la activa-
cion transcripcional, y niveles andmalos de acetilacion se han vinculado con
desregulacién en la expresion génica en contextos de cancer e inflamacién '3,

A nivel estructural, el reconocimiento del motivo acetil-lisina por parte de
los bromodominios estd mediado por una cavidad formada por cuatro hélices
canodnicas (aZ, A, aB y aC), dos bucles de conexién (ZA y BC), y molé-

culas de agua estructuralmente conservadas (Figura 4.3). Este sistema ha sido

abordado en multiples publicaciones que analizan aspectos como energia li-

12,138-141 140,142

bre de unioén , prediccion de entalpia de unién y contribuciones

140

entropicas ", ademds de efectos conformacionales tanto del ligando como de
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, y el papel de redes de agua estructurales '#*.

142,143

la proteina

L92

W81

Figura 4.3: Caracteristicas estructurales de bromodominios. A la izquierda, se
muestra la estructura de BRD4(1) en complejo con un péptido acetilado derivado
de una histona. A la derecha, se indican los residuos claves del sitio de union, en
conjunto a moléculas de agua estructurales. Imagen adaptada desde Aldeghi y cola-
boradores 2

En este contexto, el conjunto de prueba BRD4(1) posee alta relevancia
dentro de los sistemas de evaluacion proteina-ligando (Figura 1.1), dado su
rango de valores experimentales que permite una validacion cuantitativa de
predicciones computacionales, la diversidad quimica de los ligandos emplea-
dos (a nivel de andamiajes moleculares) y un sitio de union relativamente
rigido, lo que reduce la dependencia de un muestreo conformacional extensi-
vo!2,

Los archivos requeridos por GROMACS (.gro y .top) para los complejos
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proteina-ligando y los ligandos en solvente correspondientes a las 11 molé-
culas estudiadas fueron obtenidos desde el repositorio de Zenodo (https:
//zenodo.org/records/57131), utilizados originalmente en el trabajo de
Aldeghi y colaboradores'?. Los valores experimentales de energia libre de
unién también fueron extraidos de dicha publicacion. La Tabla A.1 resume
los datos experimentales relevantes asociados a este sistema.

Las simulaciones fueron ejecutadas con el paquete GROMACS

2022.41% . Se emple6 el campo de fuerza Amber ff99SB-ILDN para la pro-

146,147 I)148

teina , junto con el modelo de agua TIP3 y los pardmetros de io-
nes monovalentes de Joung y Cheatham'4°. Los pardmetros de los ligandos
fueron generados usando GAFF-1.5%2% y OFF-2.0.03*3>, en ambos casos con
cargas AM1-BCC 0151 Egstos se utilizaron para validar la metodologia de
estimacion de energia libre de unidn absoluta, asi como para analizar el efec-
to de modificaciones en parametros no enlazantes.

Las simulaciones de produccién se realizaron a temperatura y presion

constantes (298.15 K, 1 bar), empleando dindmica de Langevin para el ter-

152 121

mostato °“ y el barostato de Parrinello-Rahman para el control de presion <.
Se utilizé un integrador de dindmica estocdstica con una constante de fric-
cién de 1 ps~! y un paso de integracion de 2 fs. Los enlaces con dtomos de
hidrégeno se restringieron mediante el algoritmo LINCS >3 con un orden de

restriccion de 6.

Las interacciones electrostéticas de largo alcance se trataron mediante el
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método PME®7%8 con interpolacion cubica, una tolerancia relativa de 104,
espaciado de malla de 0.1 nm y un umbral de corte de 1.0 nm. Las interac-
ciones de van der Waals se suavizaron mediante un potencial de switching
entre 0.9 y 1.0 nm. Tanto las interacciones electrostiticas como de van der
Waals del ligando sometido al cambio alquimico, se trataron con funciones

de suavizado propuestas por Gapsys y colaboradores '>*

, con el fin de mejorar
la convergencia en los extremos de la transformacion.

Debido a la diversidad estructural de los ligandos, se utilizaron diferen-
tes valores de corte para la lista de vecinos (rlist) en las simulaciones de
complejo proteina-ligando y en solucién. Por ejemplo: ligando 1 (2.2 nm, 2.1
nm), ligando 4 (2.2 nm, 1.9 nm) y ligando 7 (1.8 nm en ambos casos). Para
el resto de los compuestos, se usé un valor de corte estandar de 1.6 nm. Esto
se realizé con el fin de evitar errores en el tratamiento de interacciones in-
termoleculares, dados por torsiones en la molécula desacoplada que superen
el valor de corte asignado automéaticamente por GROMACS al inicio de la
simulacion.

La energia libre de unién absoluta se estimé utilizando el ciclo termodiné-
mico propuesto por Aldeghi y colaboradores > (Figura 3.1), que descompone
el proceso en tres contribuciones: la energia libre de solvatacion del ligando
(AGgoly), la del ligando en complejo con la proteina (AGpro), y una correc-
cién analitica debido a la restriccion posicional del ligando desacoplado en

(¢]

el sitio de unién (AG,,,). Esta ultima se incorpor6 mediante las restricciones
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tipo Boresch-Karplus®.

Adicionalmente, se aplicO una correccidn semi-analitica para efectos
electrostaticos de tamafio finito en sistemas cargados (AAGegjec corr), Siguiendo
la metodologia de Rocklin y colaboradores !>°. La expresién completa para el
célculo de la energia libre de unién absoluta queda resumida en la Ecuacion

4.1:

AGobind — AGprot - AGsolv + AG;)estr + AAGelec corr (4 1)

Con el objetivo de validar el protocolo de simulacion, se siguié la meto-
dologia propuesta por Gapsys y colaboradores'*. Se generaron tres réplicas
independientes para cada ligando, tanto en solucién como en complejo con la
proteina, utilizando el campo de fuerza GAFF-1.5.

Cada sistema fue sometido a una etapa inicial de minimizacion energé-
tica (10,000 pasos mediante el algoritmo steepest descent), seguida por un
equilibrio en el colectivo NVT durante 0.5 ns. Posteriormente, se realizaron
simulaciones de produccion en el colectivo NPT durante 10 ns para ambos
estados (ligando en solucién y en complejo).

Para las transformaciones de no equilibrio, se llevaron a cabo 96 transi-
ciones de 0.5 ns cada una para estimar AGyoly Y AGpror. Las configuraciones
iniciales para estas transiciones se extrajeron cada 100 ps de la trayectoria de

produccidn, descartando los primeros 0.4 ns como parte del equilibrio inicial.
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La estimacion de la energia libre de union se realizé mediante el esti-
mador de Bennett (Bennett Acceptance Ratio, BAR)99. La incertidumbre se
calcul6 mediante bootstrapping con 100 muestras independientes, utilizando
la herramienta pmx 1°°. Los valores reportados corresponden al promedio de
las tres réplicas, junto con su error estandar. La calidad de las predicciones se
evalué mediante los descriptores estadisticos: error medio absoluto (MUE),
raiz del error cuadratico medio (RMSE), coeficiente de correlacion lineal de
Pearson (r) y correlacién ordinal de Kendall (7).

Con el fin de evaluar la reproducibilidad y consistencia del protocolo para
el calculo de energia libre de union, se realizdé una comparacion directa con
los valores reportados por Gapsys y colaboradores '4, mediante un grafico de
paridad (Figura 4.4). Esta comparacién mostré una excelente correlacion y
una desviacion minima con respecto a los valores de referencia, validando asi
la correcta implementacion del protocolo de simulacidn y su aplicabilidad en
estudios posteriores con otros campos de fuerza. La Figura A.1 presenta los

resultados obtenidos con GAFF-1.5 y cargas AM1-BCC.

71



AG °pind, calc VS. Gapsys et al. (2021)

-2
RMSE: 0.34[95%: 0.35, 1.15]
MUE: 0.25[95%: 0.27, 0.83]
Pearsonr: 0.98 [95%: 0.63, 0.98]
Kendall T: 0.89 [95%: 0.35, 0.89]
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Figura 4.4: Grafico de paridad de valores de energia libre de union absoluta
obtenidos en este estudio para el conjunto de datos BRD4(1), respecto a los pu-
blicados por Gapsys y colaboradores.

Una vez validado el protocolo, se procedio a evaluar el campo de fuerza

OFF-2.0.0 en su version original, manteniendo sin modificaciones los para-

metros no enlazantes y utilizando cargas AM1-BCC. La Figura 4.5 y la ta-
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bla 4.1 muestra los resultados obtenidos. En este caso, 8 de los 11 ligandos
presentaron diferencias menores a 1 kcal-mol~! con respecto a los datos ex-
perimentales, mientras que los compuestos 2, 4 y 6 exhibieron desviaciones
superiores a 2 kcal-mol~!.

Los descriptores estadisticos reflejan un buen comportamiento predicti-
vo: RMSE = 1.45 kcal-‘mol~!, MUE = 1.15 kcal-‘mol !, r = 0.83 y T =0.64.
Esto sugiere que el modelo mantiene una capacidad predictiva razonable en
términos de tendencia general, con errores absolutos dentro de los limites
considerados como aceptables en predicciones de energia libre de union ab-

soluta.
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NEQ-TI (BAR) OFF-2.0.0

-2
RMSE: 1.45[95%: 0.90, 2.10]
MUE: 1.15[95%: 0.70, 1.79]
Pearsonr: 0.83[95%: 0.52, 0.94]
Kendall T: 0.64 [95%: 0.24, 0.78]
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Figura 4.5: Grafico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos con
el campo de fuerza OFF-2.0.0 y cargas atomicas AM1-BCC para el conjunto de
datos BRD4(1).

En base a estudios previos que validan el uso de pardmetros derivados de

la particion de la densidad electrénica molecular en simulaciones de energia

libre de union

54,55,113
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del campo de fuerza OFF-2.0.0. Esta modificacion incluyé tanto cargas ato-
micas como pardmetros de Lennard-Jones, los cuales fueron derivados me-
diante el protocolo D-MBIS utilizando el programa ffparaim desarrollado
en esta tesis.

Dado que la polarizacion del ligando varia entre los entornos de solva-
cion y de unién, se incorporé una correccion asociada al costo energético
de polarizar la densidad electrénica en cada ambiente (Tabla A.2). Esta co-
rreccion, descrita en la Ecuacion 3.24, fue afiadida al ciclo termodinamico
(Figura 3.3) e incluida en la ecuacion general de estimacion de energia libre
absoluta (Ecuacién 4.1).

El protocolo de derivacién incluy cinco ciclos de refinamiento de los pa-
rametros no enlazantes y un total de 10 cdlculos QM/MM a nivel de teoria
B3LYP/def2-TZVP por ciclo, utilizando estructuras extraidas de simulacio-
nes de 2 ns en solvente y en complejo.

La tabla 4.1 presenta los resultados obtenidos tras la modificaciéon del
campo de fuerza. Como aproximacion, se utilizaron los pardmetros de
Lennard-Jones derivados en solvente, ya que su variacion respecto a los obte-
nidos en complejo fue inferior al 8 % en estudios previos con bromodominios
(Figura B.2). Al igual que en el caso de OFF-2.0.0 original, se observaron
diferencias menores a 1 kcal-mol~! para 8 de los 11 ligandos, mientras que

los compuestos 1, 4 y 8 presentaron desviaciones superiores a 2 kcal-mol !,
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Tabla 4.1: Valores de energia libre de unién experimental y calculados para el campo de fuerza OFF-2.0.0 original y con
pardmetros no enlazantes modificados mediante la metodologia D-MBIS. Los valores se expresan en kcal-mol ™!

OFF-2.0.0

Sistema AGpind, exp AGpind, calc AGpind, ca1cOFF~20-0 D-MBIS(A, Lisory)
1 98401 -98=+02! (-6.5+0.2) 5.1+ 1.3 (1.6 + 1.4)2
2 96+0.1 -12.1406 -10.0 £0.9
3 90+£01 -9.0+04 9.6 +0.9
4 -89+0.1 -11.1+0.6' (-8.840.1) 203 £ 1.51 (2.0 + 1.4)
5 88+0.1 -9.6+03 93408
6 -824+0.1 -10840.6 -8.140.9
7 -78+£01 -6.6+0.3 85406
8 74401  -89+03 534+ 1.0
9 1.3 -1.740.1 -6.6 4+ 0.8
10 63+0.1 -54+09 50406
11 5.6 -6.140.1 -6.0 4+ 0.6

! Valores obtenidos aplicando esquema de correccién por efectos electrostaticos en sistemas finitos.

2 Valores obtenidos aplicando la metodologia DSSB.

Para dar una posible explicacion al efecto del cambio de pardmetros no
enlazantes en la prediccion de afinidad, la Figura 4.6 muestra un diagrama
de interacciones 2D del ligando 8. Este muestra una interaccion de puente
de hidrégeno con N 140, aminodcido clave en el reconocimiento de histonas.
Adicionalmente, se observan interacciones de tipo contacto hidrofébico de
los anillos arométicos con P82, .92 y 1146. Los dos primeros aminodcidos lo
hacen directamente con el anillo halogenado.

La subestimacion del ligando 8 se podria asociar a una reduccion signifi-

cativa en la profundidad del potencial de Lennard-Jones (€) para los 4tomos
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de nitrégeno (n20) y cloro (n24), como se muestra en la Figura A.2. Esto po-
dria debilitar las interacciones atractivas en el complejo. Adicionalmente, el
cambio en valores absolutos de las cargas atdmicas del anillo nitrogenado que
interacciona con N140 (Figura A.3) podria favorecer el estado solvatado del
ligando y en consecuencia, reducir la afinidad predicha. Esto debido a que los
pardmetros no enlazantes asociados a la contribucién de la rama de solvente
en el ciclo termodindmico se obtienen desde un modelo de agua ya polariza-
do (TIP3P), mientras que el entorno proteico podria requerir un ajuste en sus
parametros dada la presencia del ligando en el sitio de union. Esto debido a
que las cargas dtomicas en el campo de fuerza de la proteina son obtenidas
mediante cdlculos en vacio, sin polarizacion explicita. El uso de campos de
fuerza posteriores como ff14sb'>7 (compatible con TIP3P) o ff15ipq '8 (con
cargas polarizadas implicitamente) podrian ser una potencial solucion a este
fendmeno.

Una tendencia similar se observo en el ligando 6, el cual comparte el
mismo andamiaje que el ligando 8, pero con un cambio en el anillo de siete
miembros (Figura 4.6). En este caso, la modificacion de los parametros per-
miti6 una mejor concordancia con el experimento, destacando la sensibilidad

de la prediccidn a cambios locales en la distribucién electronica.
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Figura 4.6: Interacciones de los ligandos 8 y 6 en el sitio de unién de BRD4(1).
A la izquierda se muestran el diagrama 2D para las interacciones del ligando 8 en el
sitio de uniéon de BRD4(1) y a la derecha para el ligando 6. El circulo rojo encierra
la modificacién al anillo de siete miembros que diferencia a ambos ligandos. La
linea discontinua negra y la continua verde representa interacciones de tipo puente
de hidrégeno y contactos hidrofébicos respectivamente.

Por otra parte, desviaciones més pronunciadas fueron observadas en los
ligandos cargados (ligandos 1y 4), cuyos valores predichos fueron -5.1 + 1.3
y -20.3 + 1.5 kcal-mol ! respectivamente.

Estas desviaciones han sido observadas en estudios previos de célculos
de energia libre que involucran cambios de carga en sistemas de caja finita,
los cuales generan artefactos tanto a nivel de interacciones de largo alcance
como del muestreo en simulaciones clasicas'>”. Una posible explicacién a la
desviacion observada con las cargas D-MBIS y la correccion electrostética

aplicada, es el tamafio de la caja de simulacién y el efecto de la carga neta
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en las interacciones de largo alcance entre copias periddicas. Comparaciones
entre las distribuciones de cargas parciales muestran diferencias sustanciales
entre ambos métodos (Figuras A.4y A.5), lo que podria amplificar artefactos
de caja finita o efectos periédicos en simulaciones con carga neta'>>.

Para mitigar el efecto de las desviaciones en la estimacion de energia
libre de unién al (des)aparecer una carga aplicando el método PME, se de-
cidi6 implementar la metodologia conocida como Double-System/Single-Box
(DSSB)®> (Figura 4.7). Este enfoque permite una estimacién mds rigurosa
de la energia libre de union en ligandos con carga neta, al evitar los artefac-
tos asociados al uso de cajas de simulacion independientes para los estados
acoplado y desacoplado.

La idea principal del método DSSB consiste en construir una unica caja
de simulacién que contenga simultdneamente ambos estados del ciclo termo-
dinamico. El ligando en complejo con la proteina es transformado del estado
acoplado al desacoplado, mientras que el ligando en solucion sufre la trans-
formacion inversa, de desacoplado a acoplado. Este enfoque garantiza que la
carga neta del sistema se mantenga en cero durante todo el proceso alquimico,
eliminando la necesidad de correcciones electrostaticas posteriores. Para evi-

tar interacciones no deseadas entre ambos ligandos, se imponen restricciones

de posicion y se mantiene una separacién minima entre ellos.
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Figura 4.7: Ciclo esquematico de la metodologia Double-System/Single-box
(DSSB).

Los sistemas solvatados y los archivos necesarios para las simulaciones
DSSB fueron generados mediante el script setup_abfe.py de pmx %, uti-
lizando los argumentos -doublebox y -longest_axis. Esto permitié ubi-
car los dos ligandos a lo largo del eje de mayor longitud de la caja, separados
por al menos 2.5 nm entre si y 1.5 nm respecto a las paredes de la caja, en
condiciones de neutralidad y concentracion i6nica de 0.15 M.

Se mantuvieron todos los pardmetros de simulacion descritos anterior-
mente, con la excepcion de restricciones de posicion para el ligando en la
simulacién de produccién y el desacople de las interacciones intramolecu-
lares en el ligando en las transformaciones alquimicas. La energia libre de
union absoluta se estim6 mediante la ecuacion 4.2, que incluye la contribu-

cién dada por la transformacién alquimica del ligando en el sitio de unién

80



del receptor (AGyping) y €l término de restriccion analitico correspondiente al

ligando en complejo (AGrestr)-

AGobind - AGbind + AGorestr (4-2)

La tabla 4.1 muestra en paréntesis los resultados obtenidos con OFF-2.0.0
sin modificar para los ligandos 1 y 4. El efecto del cambio metodolégico arro-
JO una disminucién en la estimacion para el ligando 1, pasando de -9.8 + 0.2
kcal-mol~! a -6.5 + 0.2 kcal-mol~! y el paso de -11.1 + 0.6 a -8.8 + 0.1
kcal-mol~! para ligando 4. Respecto a la comparacién con los valores expe-
rimentales, fue desfavorable en el ligando 1, pero beneficioso en el ligando 4,
acercandose al valor reportado en literatura.

Se repitio el andlisis para el campo de fuerza OFF-2.0.0 modificado con
pardmetros D-MBIS (Tabla 4.1). En este caso, el cambio fue desfavorable
para ambos ligandos, con una considerable subestimacion en ambos (-1.6 +
1.3 kcal-mol~! y 2.0 + 1.4 kcal-mol~! para el ligando 1 y 4 respectivamente).

Estos resultados indican que si bien la metodologia DSSB corrige par-
cialmente los problemas de simulacion con ligandos cargados en el campo
de fuerza sin modificar, ain persisten desafios técnicos importantes a eva-
luar. Entre ellos se encuentran: la separacion entre los ligandos en la caja de
simulacion, el tratamiento de las interacciones intramoleculares en las per-

turbaciones alquimicas y la mejora del protocolo implementado en los es-
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quemas de integracion termodindmica de no equilibrio. Particularmente, el
efecto de desacople de interacciones intramoleculares en el protocolo DSSB
para el campo de fuerza con pardmetros no enlazantes D-MBIS muestra una
desviacion considerable. La omision de estas interacciones podria conllevar
a una potencial sobrerepulsion entre pares 1-4 interactuantes, basado en las
torsiones del campo de fuerza OFF-2.0.0, las cuales no fueron modificadas y
presentan una estrecha relacién con los pardmetros no enlazantes %%, Todos
estos aspectos deberdn ser abordados en estudios futuros.

Dada la limitada capacidad predictiva observada en los ligandos cargados
(1 y 4) al utilizar pardmetros derivados mediante la metodologia D-MBIS
y la incertidumbre metodoldgica asociada a su tratamiento electrostatico, se
decidi6 realizar un andlisis complementario excluyendo estas dos moléculas
del conjunto BRD4(1). Esta exclusion permite evaluar el desempeno de los
distintos campos de fuerza bajo condiciones mas controladas, eliminando las
contribuciones dominadas por artefactos de simulacién o correcciones elec-
trostdticas inapropiadas en ligandos con carga neta.

La Figura 4.8 muestra los resultados obtenidos para el campo de fuer-
za OFF-2.0.0 original, excluyendo los ligandos con carga. En este caso, las
métricas de desempefio mejoraron notablemente: RMSE = 1.42 kcal-mol !,
MUE = 1.15 kcal-mol~!, r = 0.84 y 7 = 0.67. Estos valores son comparables a
los obtenidos con GAFF-1.5 (Figura A.7), indicando que el campo OFF-2.0.0

entrega predicciones competitivas para ligandos neutros.
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AG °ping. calc (kcal'mol™1)

NEQ-TI (BAR) OFF-2.0.0

-2
RMSE: 1.42 [95%: 0.85, 2.14]
MUE: 1.15[95%: 0.68, 1.83]
Pearsonr: 0.84 [95%: 0.52, 0.95]
Kendall T: 0.67 [95%: 0.17, 0.84]
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Figura 4.8: Gréfico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos con el
campo de fuerza OFF-2.0.0, sin incluir la estimacién de ligandos con carga (1 y 4).

Al aplicar la misma exclusion al campo de fuerza OFF-2.0.0 modifica-

do con parametros D-MBIS, se obtuvo el mejor desempefio global de todos

los modelos evaluados (Figura 4.9). Las métricas asociadas fueron: RMSE =

0.94 kcal-mol~!, MUE = 0.76 kcal-mol~!, r = 0.89 y T = 0.78. Estas cifras
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indican no solo una mejora en la precision absoluta, sino también una mejor
concordancia con el orden jerarquico de afinidades experimentales, lo cual es

clave para aplicaciones en disefio racional de farmacos.

NEQ-TI (BAR) OFF-2.0.0 D-MBIS (q, Wson)

RMSE: 0.94 [95%: 0.68, 1.95]
MUE: 0.76 [95%: 0.51, 1.54]
Pearsonr: 0.89 [95%: 0.52, 0.96]
Kendall T: 0.78 [95%: 0.25, 0.89]
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Figura 4.9: Gréfico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos con
el campo de fuerza OFF-2.0.0 modificado, sin incluir la estimacién de ligandos con
carga (1 y4).
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En conjunto, estos resultados posicionan a la version modificada de OFF-
2.0.0 con parametros no enlazantes derivados desde D-MBIS como la mejor
alternativa para la prediccion de energia libre de unién absoluta en ligandos
neutros del conjunto BRD4(1), superando tanto a GAFF-1.5 como a la ver-
sion original de OFF-2.0.0, alcanzando errores absolutos en la estimacion
menores a 1 kcal-mol~!. Sin embargo, para ligandos cargados, persisten de-
safios metodolégicos significativos, lo cual abre una linea de trabajo relevante

para futuras investigaciones.
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4.3. Pertfil de selectividad de Bromosporina

Bajo la misma linea de bromodominios, se buscé evaluar la afinidad de
una molécula frente a un conjunto de receptores proteicos y generar un per-
fil de selectividad in silico. En 2016, Picaud y colaboradores interesados en
blancos terapéuticos para la terapia contra el cancer, desarrollaron la molécula
bromosporina. Esta molécula (Figura 1.2) es un potente inhibidor promiscuo
de la familia BRD humana, con afinidad nanomolar para multiples bromodo-
minios y una fuerte actividad antiproliferativa'®'. Estructuras resueltas para
el complejo de bromosporina y algunos bromodominios 116> (Figura 4.10),
muestran una orientacion mimética al motivo acetil-lisina dentro de la ca-
vidad, promoviendo interacciones con la cadena lateral de una asparagina
evolutivamente conservada en la familia BRD (N100 en BRD9). El grupo
sulfonamida presenta contactos con los residuos del bucle ZA (principalmen-
te I53 en BRD9), estabilizando atin mas la interaccion sin desplazar ninguna

de las moléculas de agua estructuralmente conservadas en el sitio de unidn.
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Figura 4.10: Estructura cristalina resuelta para el complejo formado por bro-
mosporina y el bromodominio BRD9. Se muestran las principales interacciones
del ligando bromosporina y el sitio de unién de BRD9. Adaptado de Picaud y cola-
boradores ¢!

Basado en la evidencia existente, Aldeghi y colaboradores generaron un
conjunto de datos que abarca a 7 familias de estos receptores, con un to-
tal de 22 complejos sintéticos de bromodominios y bromosporina, para los

cuales se cuenta con valores de afinidad experimental 1

. Cabe destacar que
las estructuras de los complejos proteina-ligando del conjunto de datos fue-
ron modeladas mediante alineamiento estructural y posterior relajacion del

sistema mediante simulaciones de dinimica molecular, asumiendo una pose
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conservada para todos los bromodominios. Esto fue posible usando como re-
ferencia la pose con mayor afinidad basado en cdlculos de energia libre de
union, usando distintos clusters generados mediante docking sobre la estruc-
tura cristalina de BRD4(1) en estado apo (PDB ID: 20ss).

Similar al conjunto de datos de BRD4(1), los archivos requeridos por
GROMACS (.gro y .top) de los complejos proteina-ligando y de bromos-
porina en solvente para los 22 bromodominios estudiados, fueron obte-
nidos desde la informacién suplementaria de la publicacién de Aldeghi
y colaboradores '? (https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.
6b11467/suppl_file/ja6b11467_si_002.zip). Los valores experimen-
tales fueron extraidos desde esta misma publicacion. En la tabla B.1 se pre-
senta un resumen del conjunto de datos utilizado.

Las simulaciones fueron ejecutadas con GROMACS 2022.44. Se utili-
zaron los mismos campos de fuerza (proteina, iones) y modelo de agua que
el conjunto de datos BRD4(1) (Seccion 4.2). Los pardmetros de los ligandos
analizados fueron obtenidos desde GAFF-1.7%% y OFF-2.0.03*3> con cargas
AM1-BCC 5%151 para 1a validacién de la metodologia de estimacién de ener-
gia libre de union absoluta y la derivacion de parametros no enlazantes res-
pectivamente. Los valores de parametros no enlazantes, fueron modificados
en el archivo .top, tras la aplicacion del protocolo de derivacion con ffparaim
y asi permitir la evaluacion comparativa respecto al campo de fuerza origi-

nal. Las simulaciones de produccion fueron idénticas al conjunto de datos
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BRDA4(1) (Seccion 4.2), a excepcion del umbral de corte para la electrosta-
tica de largo alcance (1.2 nm) y el tratamiento de interacciones de Van der
Waals, con un potencial ajustado con umbral de corte a 1.2 nm. Dada las di-
mensiones del ligando en cuestion, se utiliz6 una definicion del valor de corte
para la lista de vecinos de 1.8 nm.

Para el calculo de energia libre de unién absoluta, se aplicé el mismo ciclo
termodindmico esbozado por Aldeghi y colaboradores'? (Ecuacién 3.23).

Igualmente que en el caso anterior, se procedio la validacion del proto-
colo de simulacién basado en el trabajo de Gapsys y colaboradores'*. Se
generaron 3 réplicas independientes para el ligando en solvente y el sistema
proteina-ligando con el campo de fuerza GAFF-1.7. Para todos los sistemas,
se aplicé una primera etapa de minimizacidn energética (10000 pasos del
algoritmo steepest descent) con posteriores 0.5 ns de equilibrio en colecti-
vo NVT. Las simulaciones de produccion en colectivo NPT se extendieron
por 15 ns para ambos estados (ligando en solvente y en complejo). En las
transformaciones de no equilibrio, se ejecutaron 100 transiciones (0.5 ns ca-
da transicion) para calcular AGgoly y AGpror usando configuraciones extraidas
cada 100 ps desde la trayectoria de produccion. De esta tltima, se descartaron
los primeros 5 ns considerados como equilibrio del sistema en este colectivo.
Al igual que el caso anterior, la estimacion de energia libre de unién fue obte-
nida a través del método BAR con boostraping de 100 muestras usando pmx.

Se considerd el valor reportado como el promedio de las réplicas y el error
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estandar respectivo. Se usaron los mismos descriptores estadisticos (MUE,
RMSE, r de Pearson, 7 de Kendall) para la evaluacion del error y correlacion.

A modo de validacién del protocolo a utilizar, se procedié a realizar la
evaluacién comparativa respecto a los resultados obtenidos por Gapsys y co-
laboradores. En la Figura 4.11 se presenta un grafico de paridad de los re-
sultados obtenidos para los distintos bromodominios. El error asociado al
modelo (RMSE = 1.21 kcal-mol~!, MUE=1.06 kcal-mol~!) indica una leve
divergencia entre los resultados obtenidos, observado mds claramente para
los receptores BRD3(1) (2¢) y PB1(5) (8a), con una desviacion mayor de ~ 2
kcal-mol~!. Esta diferencia puede ser atribuida al uso de estructuras iniciales
predichas mediante docking, el comportamiento cdotico de las simulaciones
de dindmica molecular, posibles falta de equilibracién de los complejos mo-
delados y el numero de réplicas utilizadas para reportar estos valores (3 vs
5 réplicas). Sin embargo, la correlacion de Pearson (r=0.81) y Kendall (7 =
0.63) sugieren un ajuste razonable de los datos a un modelo lineal, asumiendo

un error basal en la prediccién de ~ 1 kcal-mol .
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Figura 4.11: Grafico de paridad de valores de energia libre de union absoluta
obtenidos en este estudio para el conjunto de datos de bromosporina, respecto
a los publicados por Gapsys y colaboradores. Se incluye la etiqueta para los bro-
modominios con una desviacién mayor a 2 kcal-mol~!

En la Figura B.1 se presentan los resultados obtenidos para la estimacién

de energia libre de unién absoluta con el campo de fuerza GAFF-1.7 y cargas
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atomicas AM1-BCC. Se obtuvo diferencias en los valores predichos respec-
to al experimental mayores a 2 kcal-mol~! para 8 de los 22 bromodominios
estudiados, con una sobreestimacion de la afinidad para estos receptores. Los
descriptores estadisticos de error (RMSE = 2.11 kcal-mol~!, MUE = 1.70
kcal-mol~!) se encuentran en rangos aceptables respecto a estudios anterio-
res 314, Se observa una correlacién lineal y ordinal positiva, con valores de
0.31 y 0.19 respectivamente.

Bajo las consideraciones anteriores, se evalud el efecto del cambio en el
campo de fuerza del ligando. La Figura 4.12 exhibe los resultados obtenidos
para la estimacion de energia libre de union absoluta con el campo de fuer-
za OFF-2.0.0 y cargas atomicas AM1-BCC. Estos muestan una diferencia
menor a 2 kcal-mol~! respecto al valor experimental para 9 de los 22 bro-
modominios en estudio. Los descriptores estadisticos de error (RMSE = 2.65
kcal-mol~!, MUE = 2.36 kcal-mol~') muestran un deterioro en la prediccién
al cambio de campo de fuerza, manteniendo una baja correlacion lineal y

limitada discriminacién en selectividad con valores de r=0.38 y 7=0.40.
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Figura 4.12: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza OFF-2.0.0 y cargas atomicas AM1-BCC en el conjunto
de datos de bromosporina.

Con la motivacion de estudiar el efecto de pardmetros no enlazantes, se

procedié a la modificacién de pardmetros no enlazantes usando el protoco-

lo de ffparaim. El protocolo involucré 5 actualizaciones de los pardme-

93



tros no enlazantes, con un total de 25 calculos QM/MM a nivel de teoria
B3LYP/def2-TZVP usando configuraciones extraidas de simulaciones de 5
ns en solvente y 10 ns en el complejo proteina-ligando. La correccién por po-
larizacion fue incluida en el ciclo termodindmico al igual que para el sistema
anterior (Anexo: Tabla B.2 y B.3).

Con el proposito de reducir el costo computacional de la derivacion de pa-
rametros exhaustiva para bromosporina en los 22 bromodominios, en primera
instancia se decidi6 evaluar de forma cualitativa el potencial electrostatico de
superficie de cada receptor (Figura 4.13) y seleccionar 3 de ellos que abarca-
ran los extremos en distribucion de carga (positiva, negativa y neutra) para las
cavidades de union. Para su obtencion se utilizo el plugin de PyMOL APBS
Electrostatics, usando parametros por defecto para la asignacion de cargas
parciales, el cdlculo del mapa electrostatico y su posterior visualizacion en la
superficie proteica. De acuerdo a esto, se seleccionaron los bromodominios
EP300, FALZ y TAF1(2) respectivamente y se procedi6 a la derivacion de

pardmetros no enlazantes.
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Figura 4.13: Potencial electrostético de superficie de los 22 bromodominios en estu-
dio, en un rango de valores de -5 a +5 kT/e. La orientacion mostrada corresponde a

una vista superior del sitio de unién de bromosporina

Una comparacion entre los valores de cargas atdmicas obtenidas para ca-

da receptor se muestra en la Figura 4.14. Para la mayoria de los 4tomos se

;L T3

)

observan fluctuaciones menores a 0.04 e. En base a este resultado, se propu-

so como primera aproximacion el uso de cargas atomicas promedio para la
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contribucion del complejo en el ciclo termodindmico, usando los receptores

seleccionados previamente como referencias.
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Figura 4.14: Valores de diferencia de las cargas atomicas D-MBIS entre los bro-
modominios seleccionados.

Respecto a pardmetros de Lennard-Jones, la Figura 4.15 muestra la com-
paracion para los valores de o y € entre el campo de fuerza OFF-2.0.0 y
los obtenidos desde el protocolo de derivacion. La mayor desviacion en el
radio de Van der Waals (0) se observa para el 4&tomo de SMIRKS id nll1,
correspondiente al hidrégeno unido a nitrégeno. Por otra parte, las mayores
desviaciones en el valor para la profundidad del potencial (€) se observan pa-
ra los 4&tomos de SMIRKS id 17, 18, 20 (grupo carbamoil) y n21 (azufre en
grupo sulfonamida). El andlisis de los valores obtenidos para bromosporina
entre parametros D-MBIS en complejo con la proteina y en solvente, mues-

tran diferencias potencialmente despreciables, lo que permitié utilizar los pa-
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rametros de Lennard-Jones derivados desde solvente como una aproximacion
a la descripcion de interacciones de dispersion y repulsion/intercambio y fa-
cilitando la implementacion del desacople de interacciones inter e intramole-
culares en el ciclo termodindmico, similar a lo realizado para los campos de

fuerza utilizados anteriormente.

0.3 N OFF-2.0.0
s D-MBIS (solv)
0.2 D-MBIS (FALZ)
D-MBIS (EP300)
D-MBIS (TAF1(2))

o (nm)

0.1 1

0.0 -
n20 nl4 nl6 nl8 nl7 n21 n7 n2 nll n3

1.0
OFF-2.0.0

D-MBIS (solv)
0.5 1 D-MBIS (FALZ)
D-MBIS (EP300)
D-MBIS (TAF1(2))
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n20 nl4 nl6 nl8 nl7 n21 n7 n2 nll n3
SMIRKS id

Figura 4.15: Valores de parametros de Lennard-Jones (o y €) del campo de fuer-
za OFF-2.0.0 y los obtenidos en ambientes quimicos de solvente y complejo
proteina-ligando de los bromodominios seleccionados. A la izquierda se mues-
tra una representacion 2D de bromosporina, con los dtomos etiquetados de acuerdo
a la asignacion de id desde patrones SMIRKS.

De forma tal de validar la aproximacion a nivel de pardmetros de Lennard-
Jones, se volvio a ejecutar el protocolo de derivacion, usando los valores de
o y € obtenidos desde solvente y generando un nuevo set de cargas atomicas
para los 3 receptores seleccionados anteriormente. La diferencia entre los
valores para los distintos pares de receptores se muestran en la Figura 4.16.
Se observa la misma tendencia en la diferencia de cargas atomicas, donde

s6lo un atomo (N4) presenta una desviacion mayor a 0.04 e. Evaluaciones
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preliminares del ambiente quimico de este &tomo, muestra diferentes patrones
de solvatacion para las configuraciones utilizadas en la particion de densidad
electrénica, lo cual podria explicar las fluctuaciones de las cargas atdbmicas

generadas.
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Figura 4.16: Valores de diferencia de las cargas atomicas D-MBIS entre los
bromodominios seleccionados, usando parametros de Lennard-Jones derivados
desde el complejo y en solvente.

Con lo concluido respecto a la derivacién de pardmetros, se procedid a
evaluar el efecto de modificar los parametros de cargas atOmicas y parame-
tros de Lennard-Jones con las aproximaciones anteriormente propuestas, in-
cluyendo un promedio de la energia de polarizacion obtenida desde los recep-
tores usados en la derivacion. En la Figura 4.17 se presenta la comparacion
entre los valores de energia libre de union calculados para los 22 bromodomi-
nios y su valor experimental reportado. Estos muestan una diferencia menor a

2 kcal-mol ! respecto al valor experimental para 3 de los 22 bromodominios
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en estudio. A diferencia de los campos de fuerza evaluados anteriormente,
se presenta una sobrestimacion notoria de la energia libre de unién para la
mayoria de los receptores evaluados. Los descriptores estadisticos de error
(RMSE = 4.56 kcal-mol~!, MUE = 4.03 kcal-mol~!) muestran un deterioro
importante en la estimacion a causa del cambio de pardmetros no enlazan-
tes en el campo de fuerza, mantiendo una baja correlacion lineal y limitada

discriminacion jerarquica con valores de r = 0.36 y 7 = 0.27.
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Figura 4.17: Grafico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos
con el campo de fuerza OFF-2.0.0 y parametros no enlazantes D-MBIS (cargas
atomicas promedio de bromodominios y parametros de Lennard-Jones deriva-

AG °pind, calc (kcal-mol~1)
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dos desde solvente).

sideré una aproximacion con sustento mayormente biologico para la deri-

En base a la inexistente mejora a nivel de métricas estadisticas, se con-
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vacion de parametros no enlazantes asociados al complejo proteina-ligando.
Esta considero la relacion evolutiva entre bromodominios, asociado a la per-
tenencia de cada uno a cierta familia de proteinas. De acuerdo a esto, se tomd
un representante de cada una de forma arbitraria (Familia I: FALZ; Familia
II: BRD4(1); Familia III: EP300; Familia IV: BRD1, Familia V: TIF1; Fami-
lia VII: TAF1(2); Familia VIII: PB1(5)), procediendo a las cargas atdmicas y
energias de polarizacién de bromosporina en los correspondientes ambientes
quimicos. Estos valores de cargas y de energia de polarizacién, fueron usa-
dos en reemplazo de las cargas atdmicas y energia de polarizacion promedio.
En la Figura B.3 se muestra el efecto puntual del cambio de cargas atomi-
cas para estos bromodominios. Para el caso de TAF1(2) y PB1(5) se observa
una mejora en la estimacion de afinidad, mientras que para EP300 y TIF1 la
estimacion empeora respecto a las cargas promedio. Para los restantes bromo-
dominios a los cuales se aplicé la derivacion de parametros especifica (FALZ,
BRD4(1), BRDI) no se observan cambios destacables en la prediccion.

A modo general, en la Figura 4.18 se presenta un gréfico de paridad tras
realizar las estimaciones de energia libre de unién con esta nueva aproxima-
cién. Estos muestan una diferencia menor a 2 kcal-mol~! respecto al valor
experimental para 3 de los 22 bromodominios en estudio. A diferencia del
uso cargas atomicas promedio y el campo de fuerza OFF-2.0.0 sin modifi-
caciones, se observa un perfil mas complejo sesgado a la sobreestimacion

de la energia libre de unién. Se destacan CECR2 (1a), FALZ (1b), PCAF
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(1c) y BRPFI1B (4c¢), pertenecientes a la familia I y IV respectivamente, los
cuales presentan una notoria sobreestimacion de afinidad en comparacion a
los campos de fuerza sin modificaciones a los parametros no enlazantes. Los
descriptores estadisticos de error (RMSE = 4.59 kcal-mol~!, MUE = 3.95
kcal-mol~!) no muestran mejoras en la estimacién de energia libre de unién
respecto al uso de la energia de polarizacion y de cargas atdmicas prome-
dio, y una disminucién de la correlacion lineal y ordinal, con valores de r =
0.17 y 7 =-0.01. Ninguna de las aproximaciones realizadas en la derivacién
de parametros, logra mejorar la prediccion realizada por el campo de fuerza
OFF-2.0.0 sin modificaciones a los pardmetros de Lennard-Jones en conjunto

al uso de cargas atobmicas AM1-BCC.
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Figura 4.18: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza OFF-2.0.0 y parametros no enlazantes D-MBIS (cargas
atomicas por familia de bromodominios y parametros de Lennard-Jones deri-
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vados desde solvente).

A modo de resumen, se incluye una tabla con los valores obtenidos con

estas aproximaciones.
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Tabla 4.2: Valores de energia libre de union experimental y calculados para el campo de fuerza OFF-2.0.0 original y con pardmetros no
enlazantes modificados mediante la metodologia D-MBIS. Los valores se expresan en kcal-mol .

Sistema D AGiingep  AGiing cue OFF200  AGyy e OFF2.0.0  AGgy e OFF-2.0.0
D-MBIS (qgvg» LJsolv) D-MBIS (qfamilys LJsolv)

CECR2 la -107£0.1  -11.5£05 -15.8 £ 1.1 -156 £1.3
FALZ! 1b -6.8 £ 0.1 -109+0.3 -147+1.2 -144 £+ 1.1
PCAF Ic -7.0 £0.1 -10.6 £ 0.1 -152+1.0 -16.0+1.3
BRD2(1) 2a -92£0.1 -6.9 £ 0.6 -11.3+1.0 -11.3+1.1
BRD2(2) 2b -9.6 £0.1 -9.7+£02 -134+1.0 -128+1.2
BRD3(1) 2¢ 9.1 £0.1 -11.7+0.3 -11.5+ 1.0 -123+1.1
BRD3(2) 2d -9.6 £0.1 -11.3 £ 0.1 -11.9+1.2 -128+ 1.4
BRD4(1)! 2e -9.7+0.1 -11.3£0.2 -125 £ 1.1 -120£13
BRD4(2) 2f -9.8 £ 0.1 -12.0 £ 0.1 -13.1£13 -11.6 £ 1.1
BRDT(1) 2g -9.8 £0.1 -103 £ 0.9 -10.8 £ 1.0 -11.7+£1.2
CREBBP 3a -7.6 £0.1 -10.0 £ 0.5 -11.6 = 1.0 -128 £ 1.1
EP300! 3b -6.8 £ 0.1 -94£05 -105+1.0 -11.8+£1.3
BRD1! 4a -7.6 £0.1 -10.8 £ 0.1 -13.6 £ 1.0 -132+ 1.1
BRD9 4b -9.7£0.1 -12.1+0.2 -148+1.2 -13.0+1.3
BRPFIB  4c -8.6 £ 0.1 -143+0.2 -16.5+1.0 -172+1.1
BAZ2A S5a <72 £0.1 -11.3+0.3 -139+ 1.1 -132+13
TIF1! 5b -6.7£0.1 -8.6 £0.3 -104+1.2 -124+1.2
TAFI(1) 7a -6.9 £0.1 -9.5+£0.7 -11.2+ 1.1 98+1.2

TAF1(2)!  7b -102£0.1  -109+0.2 -11.4 £ 1.1 97+£12

TAFIL(2) 7c -9.7+0.1 -11.0 £ 0.1 -129 £ 1.1 -10.7 £ 1.1
PB1(5)! 8a -6.4 £ 0.1 -7.9 £ 0.1 91+£1.0 -82+13

SMARCAA4 8b -6.2 £0.1 <719 £04 1.5 £ 1.1 82+ 1.1

1 Bromodominios usados en la derivacién de parametros en complejo proteina-ligando.

De acuerdo a los resultados anteriores y a las aproximaciones realizados,
la modificacién de parametros no enlazantes para el campo de fuerza OFF-
2.0.0 no mejoran la prediccion del perfil de selectividad de bromosporina en

el conjunto de datos de bromodominios evaluado. Dado este fendmeno, se

104



consideraron otros factores que podrian influir en la baja capacidad discrimi-
nativa observada en los distintos campos de fuerza explorados, tanto a nivel
estructural y del protocolo de integracidén termodindmica de no equilibrio.
Para descartar desviaciones provocadas por el método de prediccion de
la pose utlizada para la simulacion y posterior estimacion de energia libre
de unioén, se seleccionaron estructuras de bromodominios en complejo con
bromosporina resueltas experimentalmente (Tabla B.4). Estos bromodomi-
nios seleccionados ademds debian contar con la solucién cristalografica del
dominio en estado apo. En la Figura 4.19 se muestran los bromodominios

seleccionados para la estimacion.

Familia Il: BRD2(1), BRD2(2), BRD3(2), BRD4(1)
Familia IV: BRD9, BRPF1B
Familia VII: TAF1(2), TAF1L(2)

Figura 4.19: Estructuras cristalinas de complejos bromosporina-bromodominios
evaluados.

En primer lugar se evalué el cambio de estructura inicial al aplicar el

campo de fuerza OFF-2.0.0 modificado, usando cargas atomicas derivadas
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por familia. La Figura 4.20 muestra los resultados obtenidos para la compa-
racion de los bromodominios seleccionados. Estos muestran resultados poco
conclusivos, con una sobre estimacion para todos los casos evaluados, donde
en uno de los ocho bromodominios en estudios se observa una mejora con el
cambio al complejo cristalizado (BPRF1B). Para los demas no se observan
cambios significativos, ya que se encuentran dentro del error asociado a la
prediccion. Sin embargo, para reducir la incertidumbre dada por la modela-
cién de la pose, se procedié a continuar con las estructuras cristalinas como

punto de partida para posteriores evaluaciones.

106
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Figura 4.20: Diferencia entre valores de energia libre de unién experimental
y obtenidos con el campo de fuerza OFF-2.0.0 con parametros no enlazan-
tes D-MBIS (cargas atéomicas por familia de bromodominios y parametros de
Lennard-Jones derivados desde solvente) usando distintas estructuras iniciales.

Posteriormente, se evalu si con solo el cambio de cargas atdmicas en bro-
mosporina derivadas especificamente en cada bromodominio, era suficiente
para mejorar la estimacion de la energia libre de unién absoluta. La Figura
B.4 muestra la comparativa entre campos de fuerza modificados, mantenien-
do la estructura cristalina como referencia para los estados finales de la trans-
formacién alquimica. El cambio de cargas atémicas no fue suficiente para

generar un impacto significativo en la mejora de la estimacién, por lo que
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existe un efecto no considerado dentro del cambio alquimico, el cual podria
estar asociado al bromodominio y el proceso de exploracion conformacional
de este.

Con esto en consideracion, se aplic el protocolo de transformacién alqui-
mica de no equilibrio usando las estructuras holo del complejo bromosporina-
bromodominio para la exploracion conformacional del ligando acoplado y la
estructura apo del bromodominio correspondiente para la simulacién de equi-
librio y extraccion de configuraciones correspondientes al ligando desacopla-
do. La Figura 4.21 muestra el efecto de incorporar la estructura apo en el
protocolo de estimacion de energia libre de union. No se observa una mejora
sustancial en la prediccion de afinidad en los ocho sistemas, manteniéndose
la sobreestimacion del valor calculado en todos los casos. Esto podria indicar
la importancia del la incorporacion de efectos conformacionales asociados a
la unién de la proteina. Sin embargo, la exploracion del espacio configuracio-
nal queda limitado al tiempo de simulacién empleado por la metodologia y la
suposicion de que las poblaciones de cada conformacién sean representativa-

mente muestreadas a tiempos finitos.
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Figura 4.21: Diferencia entre valores de energia libre de unién experimental y
obtenidos con el campo de fuerza OFF-2.0.0 y parametros no enlazantes D-
MBIS, usando distintos estados conformacionales de las proteinas en el pro-
tocolo de transformaciones de no equilibrio.

Bajo la premisa de que existen limitaciones metodologicas dadas por el
empleo de trayectorias de equilibrio cortas para la rama proteica del ciclo ter-
modindmico, la Figura 4.22 muestra el desglose de la contribucion asociada a
AGypror- Esta se compone de dos subcontribuciones, donde AGyc, asociada al
proceso no fisico de acoplar las interacciones intermoleculares con el recep-
tor, mientras que AGqnr procede de la energia asociada al proceso de cambio

(o seleccion) conformacional del receptor requerido para el reconocimiento
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de ligando. Es esta tltima subcontribucién que al ser subestimada, lleva final-
mente a una sobreestimacion global de la rama proteica, con directo efecto al

valor predicho de energia libre de union.

AGalch

AGprot = AG‘alch + AG‘conf

Figura 4.22: Desglose de la rama proteica del ciclo termodinamico utilizado para
los calculos de integracion termodinamica de no equilibrio.

66

En el estudio de Bhati y colaboradores !, se propone el célculo de un

factor de correccién energético asociado al efecto conformacional de la pro-
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teina en la transformacion alquimica. Incluido en este estudio se encuentra el
conjunto de datos de bromosporina, el cual estima AG s = 2.31 kcal-mol !
para las mismas familias de bromodominios. En la Figura 4.23 muestra los
resultados de la aplicacién de este factor de correccion a los resultados ob-
tenidos usando las estructuras resueltas del complejo proteina-ligando y la
estructura apo de los bromodominios. Para este subconjunto de datos, se ob-
tuvo los mejores resultados para la comparacion de valores respecto a datos
experimentales, con diferencias menores a 1 kcal-mol~! para 7 de 8 comple-

jos considerando la estructura apo.
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Figura 4.23: Diferencia entre valores de energia libre de unién experimental y
obtenidos con el campo de fuerza OFF-2.0.0 y parametros no enlazantes D-
MBIS, usando distintos estados conformacionales de las proteinas en el proto-
colo de transformaciones de no equilibrio, en conjunto del factor de correccion
conformacional.

Los resultados demuestran que las estimaciones de energia libre de union
absoluta para la generacion de perfiles de selectividad requieren informacion
estructural del complejo proteina-ligando de alta calidad. Esto involucra tanto
la correcta definicién de pose del ligando y su sitio de unién, como también
una exploracion eficiente de las conformaciones representativas de la protei-
na. De esta forma, es posible que la contribucién dada por la rama proteica,

represente de forma més fidedigna el promedio de microestados en el colec-
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tivo evaluado y promueva una correcta estimacion de esta variable macrosco-

pica.
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4.4. Especificidad en lisozima T4 L99A/M102Q

En base a los resultados anteriores, existe la necesidad preponderante de
una correcta descripciéon del complejo proteina-ligando para una mejor esti-
macion de la energia libre de unién absoluta, lo cual se sostiene bajo el uso
de estructuras resueltas experimentalmente. La eleccion del sistema lisozima
T4 L99A/M102Q se basé en la disponibilidad de estructuras cristalinas, las
cuales describen correctamente la mayor complejidad del fenémeno de unién
del ligando. Esto es producto de un sutil cambio conformacional en el estado
holo, donde el movimiento de la hélice F (Figura 1.3), que permite el acce-
so de ligandos mds voluminosos al sitio de unién. Esta variante presenta la
misma cavidad hidréfoba pequeiia (~150 A3) descrita para la mutante L99A,
pero incorpora una polaridad significativa y el potencial de formar un enla-
ce de hidrégeno, introducido por la sustitucién M102Q%. Al igual que en
la cavidad apolar de L99A, este sitio une moléculas pequefias aromaticas>’,
aunque presenta cierta selectividad hacia ligandos polares. Esta selectividad
se ve modulada por un equilibrio entre la solvatacion del ligando y la nece-
sidad de una orientacion precisa para establecer un enlace de hidrégeno con
Q102 (Figura 1.3). Este cambio introduce restricciones adicionales, ausen-
tes en la cavidad apolar, sin comprometer la simplicidad general del sitio de

unién®3.
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Al igual que el sistema original, el modelo L99A/M102Q es apto para
estudios prospectivos, con ensayos experimentales y condiciones de crista-
lizacién bien establecidas, lo que lo convierte en un conjunto de pruebas
ideal para evaluar nuevas metodologias® 0. Para este sistema se conside-
raron ocho ligandos que se unen a la cavidad polar de la mutante, descritos

3

por Boyce y colaboradores®® en conjunto con Wei y colaboradores® (Figura

1.3).

Las estructuras cristalograficas resueltas de los estados apo (PDB ID:
Ilgu) y holo (PDB IDs: 11i2, 1xep, 3hu8, 3huk, 3hua, 2rbn y 11i3) fueron
utilizadas como coordenadas iniciales. Para la molécula de tolueno (L1),
se empled la estructura 11i2, modificando el grupo hidroxilo por un meti-
lo mediante PyMOL. A cada ligando del conjunto se le afiadieron hidré-
genos utilizando la funcion addH de PyMOL. El estado de protonacion del
receptor se predijo para pH 6.8 y fuerzas i6nicas correspondientes (~0.5
M de NaCl para L1-L3 y ~0.22 M de KCI para L4-L.8), mediante el ser-
vidor H++ (http://newbiophysics.cs.vt.edu/H++/). Los complejos
ligando-proteina se generaron a partir de la conformacion apo utilizando el
comando align de PyMOL para superponer las estructuras con respecto a
los complejos en estado holo.

Los archivos requeridos para GROMACS (.gro y .top) se generaron con
pdb2gmx, considerando la doble protonacion de H31 (HISH) predicha por el

servidor. La construccion de los sistemas solvatados y los archivos necesarios
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para el protocolo de simulacion se realizo mediante el script setup_abfe.py
de pmx 1°°. Los valores experimentales de energia libre de unién fueron extrai-
dos del repositorio: https://github.com/MobleyLab/benchmarksets/
tree/andrea-t4lysozyme/input_files/t4-199a-m102q, segin la re-
visién de Mobley y colaboradores '¢7.

Todas las simulaciones se realizaron con GROMACS 2021.2!%, utili-
zando los mismos campos de fuerza (proteina e iones) y modelo de agua
empleados para BRD4(1) y bromosporina. Inicialmente, los pardmetros de
los ligandos se generaron con GAFF-1.8%° y cargas AM1-BCC %131 de-
bido a la existencia de datos previos en el laboratorio. Posteriormente, los
parametros no enlazantes fueron derivados con ffparaim para su evaluacion
comparativa.

La minimizacion energética y equilibrio NVT fueron realizados de la mis-
ma forma que los sistemas anteriormente evaluados. Las simulaciones de pro-
duccidn se realizaron en el colectivo NPT (283.15 K, 1.01325 bar), utilizando
dindmica de Langevin'>? y el barostato de Parrinello-Rahman'?!. Se emple6
un integrador estocdstico con una constante de friccién de 1 ps~! y un paso
de integracion de 2 fs. Los enlaces con hidrégenos se restringieron mediante
LINCS 153 (orden de restriccién 6). La electrostdtica de largo alcance se tratd
mediante PME®7%8, con tolerancia relativa de 1079, grilla de 0.1 nm y cor-
te a 1.0 nm. Las interacciones de van der Waals se modelaron mediante un

potencial de desplazamiento con corte a 1.2 nm. Ambas interacciones se sua-
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vizaron en los extremos de los estados alquimicos con el esquema de Beutler
y colaboradores®°.

Se aplicé el ciclo termodindmico propuesto por Aldeghi et al.!? para es-
timar la energia libre de unién absoluta. Se generaron tres réplicas indepen-
dientes para la solvatacion y el complejo proteina-ligando en GAFF-1.8, y
cinco réplicas para el campo de fuerza reparametrizado (D-MBIS). Las si-
mulaciones de produccién en agua y complejo se realizaron por 15 ns y 45
ns, respectivamente. Las transformaciones de no equilibrio incluyeron 100
transiciones (0.5 ns) para AGgoy y 400 para AGp,or, usando configuraciones
extraidas cada 100 ps desde la simulacion de produccidn, descartando los pri-
meros 5 ns de esta tltima como equilibrio. El acoplamiento de los ligandos se
inici6 desde la estructura apo y el desacoplamiento desde la estructura holo.
La estimacion de energia libre se realiz6 con BAR, usando bootstrapping con
100 muestras en pmx.

Se considero el valor reportado como el promedio de las réplicas y el error
estdndar respectivo. Se usaron los mismos descriptores estadisticos (MUE,
RMSE, r de Pearson, 7 de Kendall) para la evaluacion del error y correlacion.

Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 4.24 y 4.25. En el ca-
so del campo de fuerza modificado con parametros no enlazantes D-MBIS, se
incluyo la correccién por polarizacion (Tabla C.1). No se observaron diferen-
cias relevantes en los errores absolutos (RMSE y MUE), ambos por debajo

de 2 kcal-mol~!. Sin embargo, las correlaciones lineales (r ~ 0) y ordinales
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Figura 4.24: Gréfico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.8 y cargas atomicas AM1-BCC.
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Figura 4.25: Grafico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.8 y reemplazo de parametros no enlazantes
derivados (D-MBIS).

Se identificaron errores sistematicos: subestimacion de la energia de L6
y sobreestimacion de L4 en el campo de fuerza modificado. Una posible ex-

plicacion a la desviacion observada es la existencia de multiples modos de
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union, propuestos desde las estructuras cristalograficas (Figuras 4.26 y 4.27).
En el tiempo de equilibrio de 45 ns utilizado para este sistema, se obser-
vo interconversion entre modos (Figura 4.26), lo que afecta la convergencia
del valor estimado de afinidad. Para abordar esto, se aplicaron restricciones
de posicion a los atomos pesados de L4 y L6, favoreciendo localizaciones
independientes. Las configuraciones se extrajeron bajo un Hamiltoniano mo-
dificado, pero la contribucién energética se cancela por simetria en los ciclos.
Finalmente, el valor de energia libre de union reportado viene desde la con-
tribucion efectiva de ambos modos de unidn, mediante el uso de la descom-

posicién del espacio configuracional’3.
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Figura 4.26: Evaluacion de métricas de distancia para los distintos modos de
union de L4. Se muestran 3 réplicas para la simulacion de produccién usando el
campo de fuerza GAFF-1.8. Usando dos descriptores de distancia, es posible eviden-
ciar 3 modos de union, la estructura representativa del cluster de mayor poblacion de
las trayectorias agregadas (L4md) y los reportados reportados estructuralmente (L4a

y 14b). Se incluye la distancia utilizada para la restricciéon Boresch-Karplus, corres-
pondiente a L4a.
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Figura 4.27: Evaluacion de métricas estructurales para los distintos modos de
union de L6. Se muestran 3 réplicas para la simulacién de produccién usando el
campo de fuerza GAFF-1.8. Se usé la raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD)
del ligando tras remover grados de libertad roto-traslacionales mediante superposi-
cién con estructuras cristalograficas de referencia (L6a, L6b) como descriptor es-
tructural. Adicionalmente, se incluye la estructura de mayor representatividad de las
trayectorias agregadas, extraida desde el cluster de mayor poblacion.

En la Figura 4.28 se muestran los valores previamente obtenidos y el re-
emplazo de los valores tras las correccion mediante la aplicacién de la res-
triccion para el campo de fuerza GAFF-1.8. En cuanto al error de prediccion,
se observan mejoras relevantes respecto a no aplicar las restricciones de po-
sicion para los ligandos L4 y L6 (valor de RMSE disminuye de 1.21 a 1.02

kcal-mol~! y MUE de 1.09 a 0.90 kcal-mol~!), pero manteniéndose muy cer-
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cano a la exactitud quimica (1 kcal-mol~'). La correlacién lineal y ordinal

mejora sutilmente, pero no permite una correcta discriminacion entre molé-

culas.
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Figura 4.28: Grafico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.8 con restricciones de posicion del ligando.

Resultados similares se observaron en el campo de fuerza modificado
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(Figura 4.29): RMSE de 1.25 a 0.69 kcal-mol~! y MUE de 0.90 a 0.49
kcal-mol~!, dentro de la exactitud quimica.

Este resultado apoya la premisa de que la aplicacion de pardmetros a la
medida bajo contextos moleculares explicitos, mejora la descripcion del siste-
ma a nivel de interacciones intermoleculares. Al igual que el caso del campo
de fuerza sin modificacion, la correlacion lineal (r = 0.41) y ordinal (7 =0.14)

presenta una mejora, pero limitada capacidad discriminatoria.
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Figura 4.29: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.8 y parametros no enlazantes D-MBIS, apli-
cando restricciones de posicion de ligando.

Finalmente, se evalu6 el ligando L8, donde se observé una orientacion
del grupo amino predominante en la trayectoria de simulacion. Esta presenta

una direccién opuesta a la refencia cristalografica, impidiendo la formacién
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del enlace de hidrégeno con Q102 (Figura 4.30). Se seleccionaron configu-
raciones con dicha interaccion usando la funcién hbond de GROMACS y
posteriormente se aplicé la estimacién mediante BAR, observandose mejoras
sustanciales en los descriptores de error (RMSE = 0.48 kcal-mol~!, MUE =

0.38 kcal-mol 1) y correlacion (r = 0.68, 7 = 0.43).
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Figura 4.30: Grafico de paridad de valores de energia libre de unién obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.8 y parametros no enlazantes D-MBIS, usando
restricciones de posicion del ligando y seleccion de configuraciones de L8 que
presentan interacciones de puente de hidrégeno con Q102. En la imagen interior,
se muestra una superposicion de la estructura representativa del cluster mayormente
poblado de las trayectorias agregadas (md) y la estructura cristalografica (ref).

Considerando las notorias mejoras que otorgan las aproximaciones utili-

127



zadas, el conjunto presenta un desafio particular debido a su estrecho rango de
energias libres experimentales (~2 kcal-mol~")>?, lo que involucra un mayor
desafio respecto a la capacidad predictiva y discriminatoria de los modelos.
La Tabla 4.3 muestra los valores experimentales del conjunto de datos li-
sozima T4 L99A/M102Q), los valores calculados para GAFF-1.8 original y el
campo de fuerza modificado con parametros D-MBIS corregido por polariza-
cién. De acuerdo a los resultados, el campo de fuerza modificado se presenta
como la mejor opcidn de modelo predictivo de energia libre de union absoluta

en este sistema.
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Tabla 4.3: Valores de energia libre de unién experimental y calculados para el campo de fuerza
GAFF-1.8 original y con pardmetros no enlazantes modificados mediante la metodologia D-
MBIS. Los valores se expresan en kcal-mol !

Sistema AGbind, exp AGbind, CalcGAFF—1.8 AGbind, CalcGAFF—]B D—MBIS (q, LJ)
L1 4.9 33+0.7 42+1.0
L2 -5.23 -3.9+02 58+1.0
L3 -5.51 43+14 5.4 4 0.6
L4! 416 £0.03 -4.3 404 4.4 40.8
L5 -4.02+£0.03 -4.440.4 43413
L6! 45402 -34+10 4.0+ 0.4
L7 46401 -38+08 4.6+ 1.0
L8 55+£02  -48+13 4.8 4+1.22

! Valores obtenidos aplicando restricciones de posicién al ligando.

2 Valor obtenido tras seleccién de configuraciones que presentan enlace de hidrégeno

con Q102.
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5. Conclusiones

El objetivo principal de esta tesis fue evaluar la capacidad predictiva de
la energia libre de union absoluta mediante la modificacion de pardmetros no
enlazantes en campos de fuerza no polarizables, utilizando conjuntos de da-
tos de referencia ampliamente reportados en la literatura. Dichos parametros
fueron obtenidos a partir de la particién de la densidad electrénica polariza-
da, calculada mediante métodos de quimica cudntica, y posteriormente in-
corporados en los campos de fuerza empleados en simulaciones de dindmica
molecular.

Como primer requisito para el desarrollo de este trabajo, se implementd
una herramienta computacional de codigo abierto, denominada ffparaim,
orientada a la derivacion automatizada de pardmetros no enlazantes en molé-
culas pequefias. Esta implementacion mejora la representacion de las interac-
ciones electrostaticas y de dispersion/repulsion en simulaciones de dindmica
molecular, a través de una asignacion de cargas atomicas y pardmetros de
Lennard-Jones que consideran el entorno molecular, basada en la inclusion
explicita de la polarizacion de la densidad electronica.

La herramienta se fundamenta en el protocolo D-MBIS, el cual combina

céalculos QM/MM sobre configuraciones extraidas de trayectorias de dindmi-
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ca molecular clasica con particiones de la densidad electronica que permi-
ten asignar propiedades atomicas en el contexto molecular. La incorporacion
explicita del entorno durante la derivacion representa una mejora sustancial
frente a aproximaciones tradicionales, en las que estos pardmetros se estiman
en vacio o mediante métodos semiempiricos.

Desde el punto de vista técnico, ffparaim fue concebida como un pa-
quete de Python modular, flexible y totalmente compatible con el ecosiste-
ma Open Force Field. Permite el tratamiento de multiples configuraciones
del entorno quimico y su aplicacion tanto en disolucién como en complejos
proteina-ligando, mediante la definicién opcional de restricciones geométri-
cas. La herramienta automatiza todo el flujo de trabajo, desde el preproce-
samiento de estructuras hasta la generacion de archivos de pardmetros listos
para simulacion.

Las pruebas de validacion incluyeron sistemas en disolucién acuosa y
complejos proteina-ligando, en los cuales se obtuvieron pardmetros consis-
tentes con el entorno quimico modelado. Ademads, se considerd un término de
correccion de polarizacion E, en €l ciclo termodindmico para la estimacion
de afinidades que cuantifica el costo energético asociado a la adaptacion de la
densidad electronica. Se realiz también un andlisis sistematico del impacto
de las variables del protocolo sobre la convergencia de E, y los tiempos de
ejecucion, demostrando la viabilidad computacional del enfoque.

Con esta herramienta se evalu6 la efectividad de los nuevos pardmetros no
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enlazantes en distintos campos de fuerza, aplicados a los conjuntos de datos
BRD4(1), bromosporina y lisozima T4 L99A/M102Q para la estimacion de
energias libres de unién absoluta. En cada conjunto, bajo condiciones espe-
cificas, las modificaciones derivadas del método D-MBIS mostraron la mejor
concordancia con los datos experimentales, validando su uso en la predic-
cion de afinidad en contextos de especificidad y selectividad, y confirmando
la hipétesis planteada en esta tesis.

En el caso del conjunto BRD4(1), el campo de fuerza OFF-2.0.0 con pa-
rametros no enlazantes D-MBIS, junto con la correccion energética por po-
larizacién, proporcioné una excelente estimacion de energias libres de union
absoluta. Se obtuvieron errores menores a 1 kcal-mol~! y correlaciones com-
petitivas en modelos de prediccion de ligandos neutros. Para ligandos carga-
dos, sin embargo, se identificaron deficiencias en la prediccion tanto median-
te la correccion analitica como con el método DSSB, proponiéndose posibles
causas a ser abordadas en estudios posteriores.

En el andlisis del perfil de selectividad de bromosporina con el conjunto
de datos generado por Aldeghi y colaboradores, se observo una deficiencia
predictiva generalizada en todos los campos de fuerza evaluados, incluyendo
las aproximaciones con parametros no enlazantes D-MBIS, con una tenden-
cia a sobre-estimar las afinidades sobre los distintos receptores. La sustitucién
de estructuras iniciales obtenidas desde docking y dindmica molecular por es-

tructuras experimentales permitié mitigar el posible sesgo asociado a la pose
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del ligando, pero el fendmeno de sobre-estimacion de la afinidad no fue corre-
gido para el total del subconjunto de bromodominios evaluado. La inclusion
de un factor de correccién vinculado al proceso de cambio conformacional
del receptor en la unién entrego los resultados mds consistentes con los da-
tos experimentales, revelando una contribucion a la afinidad no considerada
mediante el protocolo de no equilibrio utilizado.

Dada la relevancia de contar con estructuras iniciales correctas y de con-
siderar el efecto conformacional en el reconocimiento molecular y la forma-
cion del complejo proteina-ligando, el conjunto de referencia lisozima T4
L99A/M102Q constituyo un sistema ideal para evaluar de manera controlada
el impacto de la modificacién de pardmetros no enlazantes en un campo de
fuerza no polarizable. Su eleccion se justifico por tratarse de un sistema am-
pliamente estudiado, con datos experimentales curados, incluyendo estructu-
ras cristalinas de alta calidad y poses alternativas de ligandos. No obstante,
la complejidad intrinseca de este conjunto radica en que ligandos de bajo pe-
so molecular son propensos a modos de unién alternativos y que el rango de
afinidades experimentales es relativamente estrecho (~1.5 kcal-mol™1). Bajo
esta premisa, la aplicacion de restricciones de posicion en algunos ligandos y
considerar los distintos modos unién reportados en las estructuras cristalinas
permitié obtener la mejor concordancia con los datos experimentales usando
los nuevos parametros no-enlazantes D-MBIS, con errores dentro del rango

de la exactitud quimica.
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En conjunto, este trabajo constituye una contribucion significativa a la
parametrizacion de moléculas en simulaciones de dindmica molecular con
campos de fuerza no polarizables, y establece bases s6lidas para futuros de-
sarrollos en campos de fuerza adaptativos y metodologias de disefio de far-

macos con un enfoque més fundamentado en principios fisicos.
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5.1. Proyecciones

El desarrollo presentado en esta tesis abre diversas lineas de trabajo que
permitirdn ampliar y consolidar la aplicabilidad del enfoque propuesto en el
contexto de simulaciones de dindmica molecular para la prediccion de ener-

gias libres de union. Entre las principales proyecciones destacan:

= Mejoras en la descripcion de la densidad electronica basada en cam-
pos de fuerza no polarizables. La incorporacién de sitios virtuales per-
mitiria representar de manera mds representativa la anisotropia en la
distribucion electronica, particularmente en la descripcion de pares de
electrones no enlazantes>>. Este avance facilitarfa una caracterizacion
mas precisa de las interacciones direccionales, como enlaces de hidro-

geno, enlaces halégeno o interacciones mediadas por dipolos.

= Optimizacion conjunta de parametros enlazantes y no enlazantes.
Tras la modificacion de los pardmetros de Lennard-Jones y cargas ato-
micas mediante D-MBIS, resulta necesario abordar la optimizacion de
las barreras de energia potencial asociadas a la rotacion de angulos die-
dros, con el fin de mantener la coherencia interna del campo de fuerza y
evitar conformaciones no fisicas generadas por sobre o sub-estimacidn

en las energias de 4&tomos separados por tres enlaces covalentes.

= Eficiencia computacional. La paralelizaciéon de calculos QM/MM a
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partir de configuraciones muestreadas en simulaciones de dindmica mo-
lecular, como modificacion a la herramienta ffparaim, permitiria re-
ducir significativamente los tiempos de derivacidén de parametros, faci-
litando la aplicacion rutinaria de esta metodologia en estudios de gran

escala.

Exploracion de otros esquemas de particion electréonica. Métodos
alternativos, como las cargas atdmicas derivadas mediante Constrained
Iterative Hirshfeld %8, podrian evaluarse como estrategia complementa-
ria para evaluacion de conjuntos de datos de series congenéricas, mante-
niendo fijos los pardmetros del andamiaje molecular y s6lo modificar la
sustitucion de grupos funcionales. De esta manera, la adicion de nuevas
metodologfas de particién’® podrian mejorar la robustez y reproducibi-

lidad de los pardmetros derivados.

Evaluacion de ligandos cargados. La extension del protocolo a ligan-
dos con carga neta requiere incorporar de manera explicita las interac-
ciones intramoleculares en el contexto de transformaciones alquimicas,
con el fin de superar las limitaciones observadas en los estudios realiza-

dos con el conjunto BRD4(1).

Consideracion de efectos conformacionales de la proteina. En el caso
del conjunto de bromosporina, las limitaciones metodoldgicas actuales

impidieron capturar en su totalidad la contribucién conformacional del
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receptor a la energia libre de unién. Se propone el uso de metodologias

169

alternativas, como simulaciones de muestreo mejorado'®” o protocolos

170,171

hibridos basados en aprendizaje profundo , para incorporar ade-

cuadamente este efecto.

En conjunto, estas proyecciones apuntan a consolidar la utilidad de meto-
dologias basadas en la particion de densidades electronicas y en la integracion
de efectos de polarizacioén del ambiente molecular, avanzando hacia campos
de fuerza mas adaptativos y predicciones de afinidad con mayor exactitud y

transferibilidad.
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A. Anexo

- Especificidad

BRD4(1)

Tabla A.1: Conjunto de datos BRD4(1).

Sistema PDB ID Resolucién (A)
1 4ogi 1.73
2 3mxf 1.60
3 4mr3 1.68
4 4ogj 1.65
5 4j0r 1.72
6 3usl 1.39
7 4mr4 1.66
8 3u5j 1.60
9 3svg 1.68
10 4hbv 1.63
11 Modelo (3svg) -
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Tabla A.2: Energia necesaria para polarizar los ligandos (1-11) en diferentes
entornos moleculares para el conjunto de datos BRD4(1). Las simulaciones se
realizaron utilizando el campo de fuerza OFF-2.0.0, variando los pardmetros no en-
lazantes del campo de fuerza. Los valores de <Ep01>pr0t y <EP01>solv se calcularon
utilizando los pardmetros de LJ y las cargas atomicas D-MBIS derivadas para el li-
gando en estado unido (proteina) y no unido (solvente). Los valores se expresan en
kcal-mol .

Sistema <EP01 > prot <EP01 > solv
1 177+ 09 21.6 £0.9
2 84+04 12.3 £ 0.7
3 93+£0.5 11.9+£ 0.5
4 10005 203 =£1.2
5 69 £0.5 10.2 £ 0.5
6 7.1£0.3 9.8 £0.6
7 90=+0.3 13.5+0.5
8 7.9 £04 11.5+0.9
9 57+£0.3 83+£0.7
10 4.1+£03 7.7x£0.5
11 4.6+ 04 57£0.5
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NEQ-TI (BAR) GAFF-1.5

-2
RMSE: 0.97 [95%: 0.72, 1.45]
MUE: 0.81[95%: 0.54, 1.30]
Pearsonr: 0.78 [95%: 0.32, 0.94]
Kendall T: 0.64 [95%: 0.05, 0.82]
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Figura A.1: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.5 y cargas atémicas AM1-BCC para el conjunto
de datos BRD4(1).
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Figura A.2: Parametros de Lennard-Jones de ligandos 6 y 8.

AM1-BCC D-MBIS (prot) D-MBIS (solv)

Figura A.3: Cargas atémicas AM1-BCC y D-MBIS derivados desde los distintos
ambientes moleculares para el ligando 8.
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AM1-BCC D-MBIS (prot) D-MBIS (solv)

Figura A.4: Cargas atomicas AM1-BCC y D-MBIS derivados desde los distintos
ambientes moleculares para el ligando 1.

AM1-BCC D-MBIS (prot) D-MBIS (solv)

Figura A.5: Cargas atomicas AM1-BCC y D-MBIS derivados desde los distintos
ambientes moleculares para el ligando 4.
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NEQ-TI (BAR) OFF-2.0.0

-2
RMSE: 2.58 [95%: 0.99, 4.25]
MUE: 1.66[95%: 0.78, 2.93]
Pearsonr: 0.66 [95%: 0.38, 0.90]
Kendall T: 0.56 [95%: 0.13, 0.77]
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Figura A.6: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza OFF-2.0.0 para el conjunto de datos BRD4(1), con los
valores obtenidos para los ligandos 1 y 4 mediante la metodologia DSSB.
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NEQ-TI (BAR) GAFF-1.5

-2
RMSE: 1.02 [95%: 0.69, 1.45]
MUE: 0.83[95%: 0.52, 1.30]
Pearsonr: 0.73[95%: 0.31, 0.96]
Kendall T: 0.67 [95%: 0.06, 0.84]
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Figura A.7: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.5, sin incluir la estimacion de ligandos con car-
ga(ly4).
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B. Anexo - Perfil de selectividad de
Bromosporina

Tabla B.1: Conjunto de datos Bromosporina-bromodominios.

Sistema Familia Estructura!  Identificador PDB ID
CECR2 I apo la 3nxb
FALZ I apo 1b 3uv2
PCAF I apo Ic 3gg3
BRD2(1) 1I holo 2a 4alg
BRD2(2) 1I holo 2b 4mr5
BRD3(1) 1I holo 2c 3591
BRD3(2) 1I holo 2d 3592
BRD4(1) 1I apo 2e 20ss
BRD4(2) 1I apo 2f 20u0
BRDT(1) 1I holo 2g 4kcx
CREBBP III holo 3a 4nyx
EP300 III apo 3b 313;
BRD1 v holo 4a Same
BRD9 v holo 4b 4xy8
BRPFIB IV apo 4c 41c2
BAZ2A A% holo Sa 4gbm
TIF1 A% holo 5b 4ybm
TAF1(1) VI apo 7a 3uvs
TAF1(2) VI apo 7b 3uv4
TAFIL(2) VII apo Ic 3hmh
PB1(5) VIII holo 8a 3mb4
SMARCA4 VIII apo 8b 2grc

! Estado conformacional usado por Aldeghi y colaboradores para la ge-
neracion del complejo in silico.
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NEQ-TI (BAR) GAFF-1.7

—4
RMSE: 2.11[95%: 1.65, 2.81]
MUE: 1.70[95%: 1.31, 2.39]
Pearsonr: 0.31[95%: -0.16, 0.61]
—6 - Kendall T: 0.19 [95%: -0.13, 0.48] ‘F b

~ —87 '
- L1 g
£ fg #°
© —10 - C b
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AG °ping, exp (kcal-mol‘l)

Figura B.1: Grafico de paridad de valores de energia libre de union obtenidos
con el campo de fuerza GAFF-1.7 y cargas atémicas AM1-BCC para el conjunto
de datos de bromosporina. Se presentan los distintos estados conformacionales
(apo: circulo, holo: estrella) usados como estructura inicial en la generacion de los
complejos in silico por Aldeghi y colaboradores.
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Figura B.2: Cambio relativo porcentual de valores de parametros de Lennard-
Jones (o y €) del campo de fuerza OFF-2.0.0 y los obtenidos en ambientes qui-
micos de solvente y complejo proteina-ligando de los bromodominios seleccio-

nados.

Tabla B.2: Energia necesaria para polarizar el ligando bromosporina en dife-
rentes entornos moleculares para el conjunto de datos de bromodominios. Las
simulaciones se realizaron utilizando el campo de fuerza OFF-2.0.0, variando los pa-
rametros no enlazantes del campo de fuerza. Los valores de <Ep01>pr0t y <Ep01>solv se
calcularon utilizando los parametros de LJ y las cargas atomicas D-MBIS derivadas
para el ligando en estado unido (proteina). Los valores se expresan en kcal-mol .

Sistema <EP01>prot
FALZ 13.0 04
BRD4(1) 12.0+0.4
EP300 11.8+ 0.4
BRD4(1) 12.0+0.4
BRPFIB 14.6 £ 0.4
TIF1 126 £ 0.4
TAF1(2) 13.2+04
PB1(5) 13.6 0.3
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Tabla B.3: Energia necesaria para polarizar el ligando bromosporina en dife-
rentes entornos moleculares para el conjunto de datos de bromodominios. Las
simulaciones se realizaron utilizando el campo de fuerza OFF-2.0.0, variando los pa-
rametros no enlazantes del campo de fuerza. Los valores de <Ep01>pr0t y <EP01>solv se
calcularon utilizando los parametros de LJ y las cargas atomicas D-MBIS derivadas
para el ligando en estado no unido (solvente). Los valores se expresan en kcal-mol !,

Sistema <EP01>solv
Solvente 22.0+ 1.0

NEQ-TI (BAR) OFF-2.0.0 D-MBIS (Qavg, Lson) NEQ-TI (BAR) OFF-2.0.0 D-MBIS (Qfamiy, Llson)
—4 -4
RMSE: 4.50 [95%: 2.73, 6.40] RMSE: 4.71 [95%: 3.05, 6.49]
MUE: 3.99 [95%: 2.48, 5.84] MUE: 4.07 [95%: 2.45, 5.99]
Pearsonr: 0.20 [95%: -0.60, 0.85] Pearsonr: -0.16 [95%: -0.88, 0.74]
-6 Kendall t: 0.39 [95%: -0.43, 0.81] -6 Kendall t: 0.00 [95%: -0.71, 0.71]

-8 1 T IPBl(S)
F1(2) |
~101 ﬁ‘

- i I — B RD4(1) l P300l
12 |¥RD4(1) 12 + ey
R
RD1
—14 4 }A =14 +ALZ
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o
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>
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-18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4
AG* pind, exp (kcal-mol=1) DG °bind, exp (kcal-mol~1)

Figura B.3: Grafico de paridad de valores de energia libre de unién calculados
para los distintos bromodominios utilizados en la derivacion de parametros por
familia usando distintos conjuntos de cargas atémicas. A la izquierda se muestran
los resultados obtenidos con cargas atdmicas promedio, mientras que a la derecha los
valores obtenidos usando cargas atdmicas especificas por bromodominio. Las flechas
azules y rojas indican una mejora y deterioro en la estimacion comparado al valor
experimental respectivamente.
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Tabla B.4: Conjunto de datos para complejos cristalizados de bromosporina

Sistema PDB ID Resolucion (A)
BRD2(1) 7lah 1.60
BRD2(2) 7l6d 1.55
BRD3(2) 71b4 2.00
BRD4(1) 5igk 1.70
BRD9 Sigm 1.60
BRPFIB  5c¢7n 1.75
TAF1(2)  7klp 2.45
TAF1L(2) 5igl 2.10
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APO-like set
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Figura B.4: Diferencia entre valores de energia libre de union experimental y
obtenidos con el campo de fuerza OFF-2.0.0 usando parametros no enlazantes
D-MBIS. Los pardmetros no enlazantes corresponden a cargas atomicas por familia
de bromodominios y cargas atdmicas derivadas por bromodominio, ambos con para-
metros de Lennard-Jones derivados desde solvente.
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C. Anexo - Especificidad en Lisozi-
ma T4 L99A/M102Q

Tabla C.1: Energia necesaria para polarizar los ligandos (L.1-8) en diferentes en-
tornos moleculares para el conjunto de datos de lisozima T4 L99A/M102Q. Las
simulaciones se realizaron utilizando el campo de fuerza GAFF-1.8, variando los pa-
rametros no enlazantes del campo de fuerza. Los valores de <Ep01>pr0t y <EP01>solv se
calcularon utilizando los parametros de LJ y las cargas atomicas D-MBIS derivadas
para el ligando en estado unido (proteina) y no unido (solvente). Los valores se ex-

presan en kcal-mol !,

Sistema <EP01 > prot <Ep01 > solv
L1 0.7x£0.3 24 +£0.38
L2 1.3£0.3 3.5+0.8
L3 1.5+04 3409
L4 1.6 £0.8 4312
L5 1.1£0.3 3.7+ 1.1
L6 1.1 £0.2 54+138
L7 1.2+£0.3 3.6 1.2
L8 1.2+£0.3 56t14
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