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La estructura 3D de la glutation Z-transferasa se obtuvo del Protein Data Bank bajo el codigo
1FW1; posee una secuencia de 208 residuos (5 al 212). El modelo obtenido consta de 208
aminoacidos, un idn sulfato, una molécula de glutation, una molécula de 2,3-dihidroxi-1,4-ditiobuano
(DTT) y 109 moléculas de agua. Siendo el residuo Ser10 el responsable de la actividad catalitica.

A pesar de las diferencias numéricas en los valores de las funciones de evaluacion y teniendo en
cuenta el error asociado a la utilizacion de métodos derivados de la mecanica clasica los resultados
del docking molecular fueron lo suficientemente adecuados para estimar la posible localizacion y
conformacion de los aductos formados entre glutation y acidos o-haloalcanoicos; estos resultados
mostraron una apropiada complementariedad geométrica entre el sitio activo y los o-haloalcanoicos;
no evidenciaron diferencias significativas con respecto a la estéreo selectividad y estéreo especifi-
cidad de la GSTZ hacia los acidos a-haloalcanoicos. Adicionalmente los resultados sugieren que
los ligandos estudiados tienen la suficiente movilidad dentro del sitio activo para generar poses con
alta afinidad de union pero con poca probabilidad de ocurrencia, lo cual puede deberse a la orien-
tacién que asumen algunos atomos de hidrogeno.

Palabras clave: xenobidticos, acidos o-haloalcanoicos, enzimas glutation transferasas (GSTs),
glutation S-transferasa de clase zeta (GSTZ), o-halo acidos, DCA, MAA..

Abstract

The 3D structure of the Z-glutathione transferase was obtained from the Protein Data Bank
(PDF) under the code 1FW1, this protein has a sequence of 208 residue (5 to 212). The model
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obtained consists of 208 amino acids, 1 sulfate ion, a molecule of glutathione, a molecule of 2,3-
dihydroxy-1, 4-ditiobuano (DTT) and 109 water molecules. Being the residue Ser10; responsible
for the catalytic activity.

Despite some differences in numerical values of the functions of evaluation and taking into
account the error associated with the use of methods derived from classical mechanics the results
of molecular docking were quite adequate to estimate the possible location and conformation of
adducts formed between glutathione and acid-o.Haloalkane, these results showed a good agreement
between geometric found to o-Haloalkane and the active site, this compouns did not show significant
differences regarding stereoselectivity and stereospecificity of GSTZ towards acids o-Haloalkane.
Additionally, the results suggest that the ligands studied have enough mobility within the active
site to generate poses with high affinity binding but with little probability of occurrence, which
may be due to the orientation they assume some hydrogen atoms.

Key works: xenobiotics, a-Haloalkane acids, enzymes glutathione transferases (GSTs),

glutathione S-transferase class zeta (GSTZ), o-halo acids, DCA, Maai.

Introduccion

Los organismos vivos se exponen continuamente a un
gran nimero de especies quimicas externas no-alimenticias.
Estos agentes xenobioticos pueden deteriorar el funciona-
miento del organismo causando efectos toxicos y a veces
carcinogenos. La amenaza por tales compuestos ha aumen-
tado sustancialmente durante los dos tltimos siglos debido
a la gama de nuevos productos quimicos artificiales intro-
ducidos en el ambiente, tales como los 4cidos o-haloal-
canoicos; sin embargo, en la naturaleza se encuentran
compuestos quimicos toxicos provenientes de plantas y
hongos como los fenoles, aflatoxinas y especies reactivas
de oxigeno como el radical superoxido y el peroxido de hi-
drégeno. La capacidad de sobrevivir a la amenaza presenta-
da por compuestos enddgenos y/o compuestos xenobidticos
representa probablemente una adaptacion bioldgica funda-
mental para la supervivencial!. Dentro de la amplia gama de
compuestos que los organismos vivos emplean para degra-
dar compuestos daifiinos se encuentran las enzimas glutation
transferasas (GSTs). Estas son encontradas ubicuamente
en organismos aerobicos y catalizan la conjugacion de
glutation a una amplia variedad de sustratos electrofilicos?.
Los miembros de la super familia GST también presentan
actividad glutation peroxidasa y contribuyen al metabolis-
mo de hidroperoxidos organicos generados en las células3#.
Las GSTs son conocidas por metabolizar un gran numero de
derivados carcindgenos medioambientales y una deficien-
cia inherente de esta ha sido asociada con un incremento de
los riesgos de padecer cancer?. En contraste, la sobre expre-
sion de GSTs en células tumorales puede contribuir con la
resistencia a drogas?.

La glutation S-transferasa de clase zeta (GSTZ) es una
clase de GST recientemente descubierta y ha demostrado

ser de mucho interés debido a su contribucion al catabolismo
de fenilalanina y tiroxina y su papel en el metabolismo de o-
halo acidos. La GSTZ fue descubierta originalmente como
resultado de un acercamiento de la bioinformatica y la
gendmica, a mediados de 1990°. Esta y otras aproximaciones
también han llevado al descubrimiento de varias formas
polimoérficas de GSTZ. La GSTZ es una enzima involucrada
en la detoxificacion de compuestos tales como dicloro-
acetato (DCA), que es de gran interés toxicoldgico y de
salud publica. El DCA es un téxico de multisitios y
carcindgeno que aparece como un subproducto de la desin-
feccion con cloro de agua y del contaminante medioambiental
tricloroetileno. La GSTZ conocida también conocida como
maleilacetoacetato isomerasa (MAAIi) es una proteina
citoplasmatica de 29kD, la cual puede isomerizar maleiace-
toacetato a fumarilacetoacetato®.

En el presente trabajo se realizé un estudio tedrico con la
idea de encontrar los posibles mecanismos de interaccion de
la GSTZ con varios o-haloacidos, de los cuales algunos pre-
sentan actividad toxica y otros no; el estudio es implementado
en medio vacio y solvatado para cuantificar la influencia del
ambiente quimico y los ligandos en sus configuraciones R y
S para establecer la estéreo especificidad y estéreo selectivi-
dad del sitio de union de la GSTZ hacia ellos.

También se realizé un esquema de reaccion con el mé-
todo semiempirico SAM entre los o-haloacidos y la GSTZ,
con el fin de obtener informacién sobre las propiedades
electrénicas de las moléculas.

Métodos computacionales

La estructura tridimensional de la glutation z transferasa
fue tomada del Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb), bajo
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el codigo 1IFW18, A esta se le realiz6 un analisis de la estruc-
tura secundaria a partir de su estructura 3D con Promotif?,
se implement6 también un estudio energético que incluyd
minimizacién energética en vacio y en medio acuoso explici-
to empleando el campo de fuerzas Tripos!?, se calcularon
los parametros de accesibilidad superficial al solvente con
Whatlf (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html),
perfil lipofilico con el mddulo Molcad, potencial electros-
tatico molecular con APBS!! y cavidades con potencial para
alojar los ligandos ¢-haloalcanoicos con Pocket Finder'2. El
sitio de unidn de los ligandos a la proteina se preparo te-
niendo en cuenta las cavidades encontradas con Pocket
Finder. El sitio activo se construy6 seleccionando los
aminoacidos que se encontraban a 6.5 A alrededor de la
molécula de glutation en la estructura cristalina, optimizada
en el vacio y en medio acuoso. Posterior a la caracterizacion
del sitio activo se realizé un analisis conformacional con el
modulo FlexX!3:14, cada ligando fue situado en 100 confor-
maciones diferentes dentro del sitio de unién de la proteina,
y cada posicion fue evaluada con cinco funciones: Total
score del mddulo FlexX; Chemscore!3, D-score!®, PMF-
score! 718 y Gscore!” del médulo CScore?. La valoracion de
cada ligando se implementd con la funcidén de consenso
Cscore, la cual asigna valores entre 0 y 5 para cada conforma-
cion del ligando en la cavidad, siendo un valor de 0 para una
mala interaccion del ligando y de 5 para una buena. El valor
de aceptacion para este estudio estuvo entre 5 y 4 para con-
formaciones diferentes con la misma valoracion se empled
Chemscore como funcién discriminante.

H GSH H
X Y GS Y

GSTZ1-1

HX

Ademas se realizd un esquema de reaccion con el método
semiempirico SAM17 entre los o-haloacidos y la GSTZ, con
el fin de obtener informacion sobre las propiedades electroni-
cas de las moléculas. Los o-haloacidos estudiados fueron:
acido dibromoacético, acido dicloroacético, acido difluoro-
acético, acido bromocloroacético, acido bromofluoroacético,
acido dicloropropandico y acido cloropropanoico. Las reac-
ciones se muestran en las Figuras 1 y 2; cuando los susti-
tuyentes X e Y son haldgenos iguales la molécula es un acido
a-dihalogenado diasteroisomero y cuando son diferentes se
generan los enantiomeros R y S del 4cido o-dihalogenado.
Sin embargo en la reaccion con glutation, el atomo de carbo-
no al cual se une el &tomo de azufre es un centro quiral, por lo
tanto se produciran dos enantiémeros como resultado de la
unién al acido o-dihalogenado de sustituyentes iguales y
cuatro enantiomeros de sustituyentes diferentes.

Analisis y discusion de resultados
Analisis estructural

En la Tabla 1 se muestra la secuencia de la proteina
IFW1, en ella se resalta el residuo Serl0, el cual es consi-
derado como el responsable de la actividad catalitica. El
modelo obtenido consta de 208 aminoacidos, un i6n
sulfato, una molécula de glutation, una molécula de 2,3-
dihidroxi-1,4-ditiobuano (DTT) y 109 moléculas de agua.

La proteina muestra que esta adopta el plegamiento
candnico de las glutation transferasas (Figura 3), el cual
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Figura 1. Reaccion estudiada para los acidos acéticos o-dihal ogenados.
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Figura 2. Reaccion estudiada para el acido propanoico mono y diclorado en posicion «.

Tabla 1. Secuencia amonoacidica de la glutation Z-transferasa, en cddigo de una letra.

Estructura Secuencia
KPILYSYFRSSCSWRVRIALALKGIDYKTVPINLIKDGGQQFSKDFQALNPMKQVPTLKID
1FW1 GITIHQSLAIIEYLEETRPTPRLLPQDPKKRASVRMISDLIAGGIQPLQNLSVLKQVGEEMQL

TWAQNAITCGFNALEQILQSTAGIYCVGDEVTMADLCLVPQVANAERFKVDLTPYPTISSI
NKRLLVLEAFQVSHPCRQPDTPT

Figura 3. Plegamiento de la glutation Z-transferasa. El dominio N-terminal (rojo) incluye las 4 hojas B y el dominio

C-terminal (azul) consta de hélices ooy 3-10
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consta de dos dominios: uno N-terminal de tipo tioredoxina
y otro C-terminal compuesto por hélices y loops. Los do-
minios estan conectados por una regidn de 7 residuos (85
a9l)s.

Un analisis detallado de la estructura secundaria, a partir
de la estructura 3D, obtenido con Promotif 3.01°, en gene-
ral, indica que la proteina consta de 16 residuos en hojas-
B, 105 en o-hélices, 13 en hélices 3-10 y los 74 restantes en
zonas de loops.

Optimizacion de la estructura cristalina

Luego de obtener la estructura 3D de la proteina, se le
adicionaron atomos de hidrogeno empleando el mddulo
Biopolymer de SYBYL 7.0 (www.tripos.com), el cual agre-
ga los atomos de hidrégeno y pares solitarios definidos
para cada residuo en el diccionario del médulo, la orienta-
cion de los atomos de hidrégeno se establece de forma
que sea igual que en la definicidn del diccionario de resi-
duos. El siguiente paso consisti6 en la eliminacion del i6n
sulfato, la molécula de DTT y las moléculas de agua. Debi-
do ala adicion de hidrégeno y remocién de moléculas en la
estructura cristalina fue necesario optimizar la estructura.
Las condiciones del proceso de optimizacién se encuen-
tran en la Tabla 2.

Para evaluar el efecto de la presencia de moléculas de
agua en la proteina, esta se solvaté con una capa de 902
moléculas alrededor de la estructura, para lo cual se em-
pled el modulo SOLVATE de SYBYL; posteriormente se
optimizé empleando las condiciones de la estructura no
solvatada.

El andlisis de la proteina obtenido con Rampage?* an-
tes y después de las optimizaciones (Tabla 3) muestra al-
gunos cambios ocurridos en la estructura. En general el
proceso de optimizacion en vacio desplazd residuos de la

zona favorecida a las zonas permitida y prohibida diferen-
tes a los del proceso de optimizaciéon en medio acuoso;
solo fueron desplazados 9 residuos en comun, de los cua-
les cabe destacar la glutamina 71 ya que siempre queda en
la region prohibida, los 8 restantes caen dentro de las zo-
nas permitidas.

Si bien el desorden estructural aumenta, la energia to-
tal de la estructura disminuye con el proceso de
optimizacion (Tabla 4). Los parametros que mayor influen-
cia ejercieron en el cambio de energia de la estructura
proteinica fueron la energia debida a las interacciones de
van der Waals en atomos no enlazados y la energia por
interacciones electrostaticas, siendo esta ultima menor en
la estructura solvatada por el fuerte aporte que ejercen las
moléculas de agua.

Accesibilidad superficial al solvente

Adicional a la informacion obtenida con Rampage, se
estimdé con WHATIF (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/
index.html) el area superficial accesible al solvente (agua)
o accesibilidad (en A2?) por residuo de las estructuras sin
optimizar y optimizadas. En las Figuras 4 y 5 se muestra el
cambio acontecido debido al proceso de optimizacion, el
cual fue evaluado de acuerdo con la ecuacion:

Aa = aopt - acristal

Donde a,,, representa la accesibilidad por residuo en
la estructura optlmlzadg Y Geistar .la.acces.lbll%dad por resi-
duo de la estructura cristalina original sin ningln tipo de
ligando ni moléculas de agua. La accesibilidad presenta
menor variacion en medio acuoso que en medio vacio, lo
cual sugiere que las moléculas de agua le confieren estabi-
lidad a la proteina, lo cual es acorde al hecho de que es una
proteina citosolica.

Tabla 2. Condiciones generales de la optimizacion de IFW1.

Campo defuerza
Cargas

Método
Optimizaciéninicial

Tripos®©

Méximo desplazamiento 0.01

Gasteiger-Marsilli
Gradiente conjugado?
Simplex, 20 iteraciones®
Gradiente 0.05 g<cd/(A)(moI)

Tabla 3. Resumen del diagrama de Ramachandran obtenido con Rampage.

Reqgion 1FW1 no optimizada 1FW1 optimizada 1FW1 optimizada en agua
Favorecida 203 (98.5%) 184 (89.3%) 189 (91.7%)
Permitida 2 (1L.0%) 20 (9.7%) 16 (7.8%)
Prohibida 1 (0.5%) 2 (1.0%) 1 (0.5%)
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Tabla 4. Aspectos energéticos evaluados durante el proceso de optimizacion molecular de GSTZ (1FW1).

Energia del parametro - - . -

(Kcal/mol) No optimizada Optimizada en vacio Optimizada en agua
Estiramiento de enlaces 380.372 80.492 87.468
Flexion angular 419.010 406.387 453.189
Torsional 535.889 469.031 477.724
Flexion fuera del plano 13.193 9.489 8.122
1-4 van der Waals 479.672 251.286 258.753
van der Waals 65820.965 -1569.864 -2950.343
1-4 Electrostatica 1278.368 1253.370 1252.997
Electrostatica -1478.536 -1890.809 -5398.132
Total Energy 67448.935 -990.618 -5810.221
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Figura 4. Cambio en la accesibilidad entre la proteina optimizada al vacio y sin optimizar.

18 1

accesibilidad

.18 E
N° residuo

Figura 5. Cambio en la accesibilidad entre la proteina optimizada en medio acuoso y sin optimizar.
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Un perfil lipofilico/hidrofilico asociado a la accesibili-
dad (ver Figura 6) sefiala el comportamiento superficial de
la proteina en sus formas cristalina y optimizada, en con-
cordancia con los resultados anteriores las estructuras que
presentan mayor similitud son la proteina cristalina y la
optimizada en medio acuoso.

La funcion de una proteina es definida por las
interacciones que esta forme con otras proteinas y ligandos,
por lo cual identificar la localizacion de los sitios de
interaccién con el ligando es fundamental®. Parte del tra-
bajo de caracterizacion de la glutation z transferasa con-
sistid en la deteccion de cavidades o pockets que puedan

albergar los ligandos en estudio, para determinar estas
cavidades se empleo el servidor en linea Pocket-Finder

(http://www.modelling.leeds.ac.uk/pocketfinder/).
Cavidades

Como resultado del proceso de busqueda de cavida-
des que permitiesen alojar los dcidos a-haloalconoicos, se
determinaron varios tamafios para estas. Pocket-Finder
determiné 10 cavidades por estructura pero solo se tomd
una ya que las demas no presentaban el volumen adecua-
do. Los resultados de esta busqueda se muestran en la
Tabla 5 y la Figura 7.

Figura 6. Diagramas de lipofilicidad para la glutation Z transferasa cristalina (A), optimizada en vacio (B)
y optimizada en medio acuoso (C); el rango de colores va desde azul (hidrofilico) hasta café (lipofilico).

Tabla 5. Volumen predicho por Pocket-Finder para la proteina en sus formas cristalina y optimizada, y volumen
de la cavidad seleccionada para alojar los acidos o-haloalcanoicos.

Estructura Volumen de la proteina (As) Volumen cavidad (As)
Cristalina 20335 591
Optimizada en vacio 21452 393
Optimizada en medio acuoso 21352 706

Figura 7. Cavidad elegida para implementar el docking molecular con los &cidos o-haloalcanoicos. Las
Figuras A, B y C muestran la cavidad en la proteina cristalina, optimizada al vacio y optimizada en agua
respectivamente. Las hélices se denotan en azul celeste, las hojas beta en rojo, los loops en magenta 'y la
cavidad como puntos amarillos. La eleccién de la cavidad mostré ser la adecuada cuando se comparé con la
estructura cristalina presentando el ligando (glutation), como se aprecia en la Figura 8.



260 REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXIIlI, NUMERO 127-JUNIO DE 2009

En la Tabla 6 se muestra la composicion aminoacidica
de la cavidad tomada como sitio activo hacia los ligandos
o-haloalcanoicos. En ella se resaltan los residuos ILE 106
y GLN 114 en la estructura optimizada en vacio y GLY 42 en la
optimizada en agua; estos residuos no son comunes en
ambas estructuras; asimismo la estructura optimizada
en vacio presenta un numero mayor de aminoacidos (40)
que la optimizada en agua (39). No obstante esta diferen-
cia, el volumen del sitio activo en la estructura optimizada
en agua fue mayor.

Figura 8. Representacion de la estructura cristalina
de la glutation z transferasa con la cavidad (amarillo)
y la molécula de glutation (azul).

Tabla 6. Lista de residuos que conforman el sitio de unidn entre la glutatiéon z transferasa y los acidos o-haloalcanoicos.

1fw1 optimizada en vacio 1fw1 optimizada en agua

# Residuo # Residuo # Residuo # Residuo
11 TYR 60 PRO 11 TYR 59 VAL
13 ARG 70 HIS 13 ARG 60 PRO
14 SER 71 GLN 14 SER 70 HIS
15 SER 72 SER 15 SER 71 GLN
16 CYS 73 LEU 16 CYS 72 SER
17 SER 74 ALA 17 SER 73 LEU
18 TRP 75 ILE 18 TRP 74 ALA
19 ARG 106 ILE 19 ARG 75 ILE
20 VAL 107 ALA 20 VAL 107 ALA
36 ILE 108 GLY 36 ILE 108 GLY
38 LEU 111 GLN 38 LEU 111 GLN
43 GLY 112 PRO 42 GLY 112 PRO
45 GLN 114 GLN 43 GLY 115 ASN
46 PHE 115 ASN 45 GLN 116 LEU
50 PHE 116 LEU 46 PHE 117 SER
54 ASN 117 SER 50 PHE 118 VAL
56 MET 118 VAL 54 ASN 120 LYS
57 LYS 120 LYS 56 MET 172 ASN
58 GLN 172 ASN 175 ARG
59 VAL 175 ARG
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Potencial electrostatico molecular (MEP)

La complementariedad entre proteina y ligando forman
la base de la especificidad bioldgica. Las fuerzas funda-
mentales que determinan la especificidad por un ligando
cargado son las interacciones electrostaticas, las cuales
constituyen una fuerza impulsora fundamental subyacen-
te en muchos procesos bioldgicos en escala molecular y
desempefian un papel importante en procesos de recono-
cimiento molecular, asociacidon intermolecular y propieda-
des moleculares?®27. El potencial electrostatico molecular
es una poderosa herramienta que permite un acercamiento
a fenomenos tales como procesos enzimaticos, inter-
acciones proteina-proteina e interacciones ligando-protei-
na?8. Para elucidar el MEP de la glutation z transferasa se
empleo APBS!! el cual resuelve numéricamente la ecua-
cion no lineal de Poisson-Boltzmann. En la Figura 9 se
muestran los mapas de MEP para la glutation z transferasa
no optimizada (sin ligandos), optimizada en vacio y en
medio acuoso.

Debido a la alta constante dieléctrica del agua, se hace
mas evidente la separacion de cargas en el MEP de la GSTZ
obtenido en medio acuoso, lo cual facilita el ataque de
electrofilos a las zonas con carga negativa y nucleéfilos a

las zonas positivas; sin embargo este favorecimiento es
disminuido por la presencia de moléculas de agua dentro
del sitio activo, las cuales, a pesar de su movilidad pueden
afectar la interaccion del receptor con los ligandos.

Docking molecular

Para el célculo del docking molecular se generaron 100
conformaciones para cada ligando dentro del sitio activo,
el cual fue definido como todos aquellos residuos halla-
dos a 6.5 A alrededor de la molécula de glutatiéon en la
respectiva estructura optimizada. Todos los enlaces sim-
ples del ligando se consideraron moviles. El algoritmo para
el docking con FlexX hace que este coloque de forma auto-
matica los ligandos dentro del sitio activo predefinido,
tomando en cuenta consideraciones geométricas y elec-
tronicas, adicional a lo anterior la funcidén consenso,
Cscore, permite una evaluacion mas robusta y precisa de
las mejores conformaciones del ligando y de las inter-
acciones ligando- receptor?.

En general, las funciones de evaluacién son mejores
para los acidos o-halo alcandicos que para glutation lo
que permite prever una mayor afinidad de unién; no obs-
tante al comparar los resultados para la GSTZ optimizada

No optimizada

Opt. en vacio

Opt. en agua

Figura 9. Vista frontal (arriba) y posterior (abajo) del mapa del MEP superpuesto a la superficie accesible a solvente de la
glutation z transferasa. El rango de valores del MEP abarca desde -1 (rojo) hasta +1 (azul), el blanco representa un valor de 0.
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en vacio con la optimizada en agua algunos pardmetros
varian de manera apreciable (Totalscore y PMFscore), lo
cual se debe a la presencia de moléculas de agua en el sitio
activo, las cuales disminuyen el volumen disponible para
generar las poses de cada ligando a la vez que generan
interacciones polares con estos, sin embargo los resulta-
dos del docking se mantienen similares, lo cual se debe en
parte a que FlexX no toma en cuenta las moléculas de agua
presentes en el sitio activo para su evaluacion.

Los resultados del docking, en ambiente vacio y
solvatado, no revelaron estercoespecificidad ni este-
reoselectividad de la GSTZ hacia las mejores poses de los
ligandos enantiomeros.

Glutation

El andlisis de las poses que adopta la molécula de
glutation dentro del sitio activo de la GSTZ optimizada en
vacio muestra solo dos conformaciones y para la optimizada
en agua muestra cuatro conformaciones, de las 100 obteni-
das, que alcanzan el Cscore de 5. Comparando las funcio-
nes de evaluacion para las poses en vacio (2 y 4) se observa
que la pose 2 tiene un parametro (Total score) mejor eva-

Cys

Glu

B

luado mientras que la pose 4 es mejor en los cuatro restan-
tes. La evaluacion de las poses en medio acuoso sefiala
para la pose 21 dos pardmetros significativamente mejor
evaluados (Gscore y PMFscore).

La disposicion espacial que toma la molécula de
glutation en la estructura dilucidada por rayos X y como
resultado del docking se muestra en la Figura 10, en ella se
puede apreciar que como consecuencia del docking en
vacio los residuo Gly y Cys del glutation se orientan en la
misma direccion, en tanto que el residuo Glu se intercambia
en ambas poses. El docking con la GSTZ solvatada arrojé
como resultado 4 poses, tres de las cuales mantienen una
orientacion similar (13, 15 y 22) mientras que la restante
(21) se orienta hacia otros residuos y en una conformacién
significativamente diferente. No obstante la disposicion
espacial de los atomos, las funciones de evaluacion son
ligeramente mejores en la estructura optimizada en vacio.

Cabe resaltar que las poses obtenidas con la GSTZ
optimizada en vacio con una posicion similar a glutation
en la estructura obtenida por rayos X, la funciéon de con-
senso arrojo valores poco fiables (£3); estos resultados
sugieren que la molécula de glutatiéon puede tener una

Gly

Figura 10. Residuos que componen la molécula de glutation (A) y poses que adopta en la estructura cristalina (azul),
y como resultado del docking en medio vacio (B) y en medio acuoso (C).
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movilidad dentro del sitio activo de modo que se generen
poses con alta afinidad de unidén pero con menor probabi-
lidad de ocurrencia que otras poses con menor afinidad de
unién. Puesto que las funciones de evaluacidon solo mues-
tran el valor total de la funcién y no la contribucion de
cada parametro interno de esta, no es posible discriminar
que tipo de interaccion ejerce mayor influencia en las po-
ses obtenidas, por lo cual se hace necesario emplear otros
recursos para determinar el nimero y la naturaleza de las
interacciones entre los ligandos o-halo alcandicos y los
aminodcidos del sitio activo.

Las poses que adopta una molécula en un receptor son
producto de las interacciones ligando-receptor, inter-
acciones que dependen del par de dtomos que entren en
contacto. Para analizar los tipos y cantidad de contactos
generados en las poses escogidas como resultado del
docking molecular entre la GSTZ-glutation y la GSTZ-4ci-
dos orhalogenados se empleo el servidor LPC/CSU (http://
ligin.weizmann.ac.il/cgi-bin/lpccsu/LpcCsu.cgi), el cual eva-
lta los contactos interatdmicos en biomoléculas y sus com-
plejos de acuerdo con la siguiente clasificacion atdmica:

e Hidrofilicos (). Nitrégenos y oxigenos que pueden
donar y aceptar puentes de hidrogeno (gj. Oxigeno
de grupos hidroxilo de residuos Ser o Thr).

e Aceptores (I1). Nitrégenos u oxigenos que solo pue-
den aceptar un puente de hidrégeno.

» Donador (I11). Nitrégenos que solo pueden donar un
puente de hidrégeno.

e Hidrofébicos (1V). Todos los &omos de carbono que
no estan presentes en anillos arométicos ni estan uni-
dos covalentemente a nitrégeno u oxigeno y los
hal 6genos cloro, bromo y yodo.

« Arométicos (V). Atomos de carbono en anillos aro-
maticos, sin importar cualquier otro tipo de enlace

« Neutros (VI). Atomos de carbono con enlace
covalente a, a menos, un &omo hidrofilico o dos o
mas atomos aceptores; atomos metdlicos; azufre, fltor
y fosforo.

+ Donadores neutros (V11). Atomos de carbono que po-
seen un enlace covaente con un solo &omo donador.

« Aceptores neutros (VI11). Atomos de carbono que
poseen un enlace covalente con un solo &omo
aceptor.

Asi, los diferentes tipos de interacciones que se for-
man se clasifican en:

e contactos hidrofébicos (Ph),

e puentes de hidrégeno (Hb),

e contactos aromético-aromético (Ar),

» contactos hidrofilico-hidrofébico (HH),
* contactos aceptor-aceptor (AA),

e contactos donador-donador (DD),

e otros(-).

Los tipos de interacciones que se pueden generar al
entrar en contacto los atomos del ligando con los del re-
ceptor se resumen en la Tabla 7.

De acuerdo con la clasificacion anterior, el nimero y
los tipos de interacciones de las mejores poses de la molé-
cula de glutation y la GSTZ se resumen en la Tabla §; tam-
bién se muestran las interacciones con la GSTZ optimizada
en medio vacio y optimizada en medio acuoso.

Las interacciones que contribuyen a estabilizar cada
complejo son los puentes de hidrogeno (Hb), los contactos
hidrofébicos (Ph) y los contactos aromaticos; en tanto que

del &omo. los que lo desestabilizan son los contactos aceptor-aceptor
Tabla 7. Tipo de interaccion generada para cada par atdbmico en contacto.
Clase atémica | 11 111 IV \Y VI VII VIII
I Hb Hb Hb HH - - - -
1I Hb AA Hb HH - - - -
111 Hb Hb DD HH - - - -
v - HH HH Ph Ph Ph Ph Ph
v - - - Ph Ar - - -
VI - - - Ph - - - -
A% - - - Ph - - - -
VII - - - Ph - - - -
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Tabla 8. Interacciones determinadas para | os diferentes complejos entre glutation y GSTZ en medios vacio y acuoso.

——Tipo decontacto Hb Ph HH AA Otros

Complgo

Optimizado en vacio 22 24 21 2 44
Pose-02 en vacio 17 19 15 4 40
Pose-04 en vacio 26 19 16 4 44
Optimizado en agua 36 15 25 4 44
Pose-13 en agua 25 14 18 7 65
Pose 15 en agua 27 13 22 7 61
Pose-21 en agua 24 13 18 2 438
Pose-22 en agua 20 10 15 8 70

(AA), donador-donador (DD) y contactos hidrofilico-
hidrofobico; lasinteraccionesrestantes, dependiendo del
par atdmico en contacto, pueden estabilizar o no el com-
plejo. Los residuos del receptor que mayor participacion
por areaadquieren en lainteraccion con glutation se mues-
tranenlaTabla9, y en Tabla 10 se muestran los &omos de
glutation que presentan mayor nimero de contactos.

El residuo que mayor niUmero de interacciones genera
en la GSTZ optimizada (en ambos medios) es GIn 58, lo

cual es corroborado con los resultados del docking de la
estructura optimizada en agua ya que las tres poses con
posicién similar (13, 15y 22) alade glutation también tie-
nen ese mismo residuo. L as posesrestantes (envacioy en
agua) generan interacciones con residuos diferentes debi-
do asu posicion.

Los residuos de glutamina (Gln) sefialadosen la Ta-
bla 9 presentan interacciones por su cadena lateral
primordia mente.

Tabla 9. Residuos del sitio activo que presentan el mayor nimero de interacciones cal culadas
paralos diferentes complejos entre glutation y GSTZ en medios vacio y acuoso.

) NUmer o de contactos por residuo

Complgo Residuo # Residuo # Residuo #
Optimizado en vacio GIn 58 16 Asn 115 9 GIn111 9
Pose-02 en vacio Leul16 12 GIn58 9 GIn45 7
Pose-04 en vacio Gnlll 11 GIn71 10 Cys16 10
Optimizado en agua GIn 58 13 GIn71 1 Val 59 8
Pose-13 en agua GIn58 18 GIn71 11 Asn 115 9
Pose-15 en agua GIn58 18 GIn71 1 Cys16 10
Pose-21 en agua Arg 175 11 Val 59 8 Cys16 7
Pose-22 en agua. GIn 58 16 Asn 115 12 GIn71 9

Tabla 10. Atomos de la molécula de glutation que presentan el mayor nimero
de contactos con |os residuos del sitio activo.

) NUmer o de contactos

Complgo Atomo # Atomo # Atomo #
Optimizado en vacio S20 13 C5 9 018 8
Pose-02 en vacio 014 9 S20 8 Q18 7
Pose-04 en vacio S20 17 clu 9 N1 9
Optimizado en agua N1 14 018 11 S20 10
Pose-13 en agua 015 14 S20 12 019 9
Pose-15 en agua 015 14 ci13 12 019 9
Pose-21 en agua Cc6 13 Cc13 9 ciu 9
Pose-22 en agua 015 11 S20 1 Cc12 10
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Aductos s-(halocarboxialquil)-glutation

Las interacciones de las mejores poses de los acidos o~
halo alcanoicos (enlazados covalentemente a glutation) y la
GSTZ optimizada en vacio se resumen en la Tabla 11, y en la
Tabla 12 se hallan los resultados con la GSTZ optimizada en
medio acuoso; el nimero y tipo de interacciones para cada
ligando difiere en los dos medios debido a la posicion que
toman, la conformacidn que adoptan y la presencia de molé-
culas de agua en el sitio activo de la estructura solvatada.

La superposicion de las mejores poses de los acidos o-
halo alcandicos, mostrada en la Figura 11, sefiala que la
mayor variacion se produce en los residuos acido glutdmico
(Glu) y cisteina modificada (Cys-o-halo acido) de la molé-
cula del ligando, mientras que el residuo glicina (Gly) per-
manece con poca variacion. Sin embargo, la orientacion de
estos compuestos dentro del sitio activo contrasta en gran
medida con la posicidon que adopta la molécula de glutation

en la estructura optimizada, ya que la posicidn de la cisteina
y de la glicina se intercambia.

Las interacciones para los ligandos y la GSTZ optimizada
en medio acuoso muestran una disminucidén en las
interacciones hidrofobicas y un aumento en la cantidad de
puentes de hidrogeno y en las interacciones clasificadas
como otras. Las moléculas de agua presentes en el sitio
activo son responsables de este comportamiento, no obs-
tante, debido a las poses que asumen los ligandos, las mo-
léculas de agua que interaccionan con estos son diferentes.
Cabe destacar que a pesar de hallarse moléculas de agua
dentro del sitio activo, los ligandos se pueden acomodar de
manera tal que se favorece la afinidad de union.

La orientacion del residuo Gly de los ligandos se orien-
ta principalmente hacia los residuos del receptor Asn 115,
Leu 116, Ser 117, Asn 172 y Arg 175, y menos frecuente
hacia los residuos Ser 15, Cys 16, GIln 45 y Phe 46.

Tabla 11. Tipos y cantidad de contactos generados por la interaccion de la GSTZ optimizada en vacio
y los acidos o-halogenados.

Licando Tipo de contacto Hb Ph HH AA Otros
BrAc R-01 22 26 21 4 33
BrAc S-01 24 24 17 6 44
BrAc S-03 27 25 18 5 46
BrAc S-07 26 25 20 5 40
BrAc S-15 29 24 17 5 45
ClAc R-01 22 24 21 4 33
ClAc R-15 25 19 22 4 40
ClAc R-25 26 21 15 7 43
ClAc R-27 24 25 21 4 36
ClAc R-34 25 25 24 6 44
ClAc S-4 30 26 21 8 43
ClAc S-8 26 23 20 5 40
ClAc S-14 23 27 17 7 34
FAc R-07 27 18 19 5 44
FAc R-19 26 25 18 6 39
FAc S-01 22 22 19 4 37
FAc S-05 30 25 18 5 45
CIPr-R-07 28 29 29 3 46
CIPr-R-13 25 31 28 3 44
CIPr-R-16 25 35 26 3 42
CIPr-S-8 29 26 25 5 38
CIPr-S-13 26 23 16 7 39
CIPr-S-18 25 28 23 3 33
Pr-R-3 24 23 27 5 39
Pr-R-5 27 22 25 4 45
Pr-R-8 27 25 25 5 41
Pr-S-19 22 28 31 6 41
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Tabla 12. Tipos y cantidad de contactos generados por la interaccidon de la GSTZ optimizada en agua
y los 4cidos o-halogenados.

Ligando Tipo de contacto Hb Ph HH AA Otros
BrAc R-12 25 14 26 9 65
BrAc R-16 36 13 22 5 67
BrAc S-01 25 16 26 8 69
BrAc S-02 30 17 25 10 60
BrAc S-04 24 18 20 11 59
BrAc S-06 25 16 22 10 61
BrAc S-14 34 15 23 6 64
ClAc R-10 28 14 31 6 69
ClAc R-13 36 13 23 5 67
ClAc S-02 30 18 23 10 60
ClAc S-03 24 18 19 11 59
ClAc S-04 25 15 27 9 66
ClAc S-08 29 15 20 11 72
ClAc S-16 36 16 23 5 67
ClAc S-18 30 16 24 6 72
ClAc S-19 37 17 23 6 74
FAc R-06 25 12 21 9 75
FAc R-08 27 13 15 10 83
FAc S-05 25 12 21 9 73
FAc S-09 36 10 16 5 77
FAc S-14 36 14 18 7 81
CIPr-R-02 33 27 40 6 45
CIPr-R-09 32 29 41 6 43
CIPr-R-10 37 25 35 6 42
CIPr-R-12 33 27 42 6 41
CIPr-R-14 30 23 33 5 40
CIPr-R-16 35 24 34 5 42
CIPr-R-26 36 25 34 5 42
CIPr-R-30 31 25 36 3 36
CIPr-R-33 31 24 40 2 44
CIPr-S-01 30 25 37 3 46
CIPr-S-02 26 27 46 3 45
Pr-R-13 32 29 39 2 38
Pr-S-19 38 24 34 6 43
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Figura 11. Superposicién de las mejores poses de los acidos a-halo acéticos obtenidos del docking en vacio (A) y en medio acuoso (B),
y de los &cidos o-halo propanoicos en vacio (C) y en medio acuoso (D); pose que adopta la molécula de glutation en la estructura elucidada
por rayos X (E). Los &omos de carbono se muestran en color blanco, nitrégeno en azul, oxigeno en rojo y azufre en amarillo; se omiten
los atomos de hidrégeno para una visualizacion mejor.
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Los métodos computacionales basados en las mecani-
ca molecular, como el docking, no permiten tomar en cuen-
ta factores electronicos los cuales son de suma importancia
en las reacciones quimicas; por esta razon se implementd
un calculo mecénico cuantico que resolviera de manera
aproximada la formacidn de los ligandos y los complejos
GSTZ-ligando.

Perfil de Reaccion

Los esquemas de reaccion estudiados involucraron las
siguientes etapas:

Formacion de los aductos de glutation con acidos o-
halo acéticos

En esta etapa se simuld la reaccion entre los acidos di-
halo acéticos (a) con glutation (b), para formar el respecti-
vo derivado enantiomérico S-(o-halocarboximetil)-glutation
(¢) y un hidracido (d), como se esquematiza en la Figura 12.
La estructura molecular del reactivo b provino del proceso
de docking molecular, la energia tomada para tal estructura
fue el promedio de energias de las poses.

Las energias obtenidas, en medios vacio y acuoso, para los
reactivos (a 'y b) y los productos (¢ y d) se hallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Energias, en electronvoltios, obtenidas por medio del método semiempirico SAM1 para las moléculas
involucradas en la reaccion estudiada.

Compuesto X X, X3 Quiralidad V:\c/i 0 Aeg\l,la ?5
a Br Br H - -1686.14 -1686.73 -0.59
a Br Cl H R -1679,02 -1679,56 -0.54
a Br Cl H S -1679,02 -1679,56 -0.54
a Br F H R -1794,21 -1794,68 -0.46
a Br F H S -1794,05 -1794,85 -0.80
a Cl Cl H - -1671,88 -1672,37 -0.49
a Cl F H R -1787,10 -1787,71 -0.61
a Cl F H S -1786,97 -1787,58 -0.61
a F F H - -1902,64 -1903,28 -0.64
a Cl Cl CH; - -1853.73 -1854.20 -0.47
b - - - - -4599,10 -4600,79 -1.69
c - Br H R -5921,08 -5924,02 -2.95
c - Br H S -5921,20 -5923,97 -2.77
c - Cl H R -5913,85 -5916,74 -2.89
c - Cl H S -5914,03 -5916,74 -2.71
c - F H R -6028,81 -6031,78 -2.97
c - F H S -6029,63 -6031,77 -2.14
c - Cl CH; R -6096.49 -6098.51 -2.02
c - Cl CH; S -6096.48 -6098.32 -1.85
c - Cl H R -1529.12 -1529.69 -0.57
c - Cl H S -1529.12 -1529.69 -0.57
c - CH; R -5771,83 -5773,88 -2,05
c - H CH; S -5771,87 -5773,96 -2,09
d Br - - - -363,78 -363,98 -0.20
d Cl - - - -356,89 -357,08 -0.19
d F - - - -472,51 -472,93 -0.42
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Figura 12. Reaccion simulada para la formacion de los écidos o-halo alcanoicos. Si X, esCl, BroF, X, esCl, BroFy X, esH
se forman aductos de &cidos a-halo acéticos unidos a glutation; en tanto que si X, y X, son Cl o Hy X, es CH, se producen
aductos de &cidos o-cloro propandicos enlazados a glutation.

Cabe notar que el aducto ¢, puede ser generado de va-
rias formas, asi por ejemplo si X, es bromo (Br) en el aducto
¢, ese atomo de Br solo puede provenir de una molécula (a)
que lo posea, las cuales son acido dibromo acético, acido
bromocloro acético y acido bromofluor acético. Si como
producto de la reaccion se produce cloruro o fluoruro de
hidrégeno (d); entonces la quiralidad (R o S) proveniente
de los acidos bromocloro y bromofluor acéticos se mantie-
ne en el aducto ¢ (Figura 13), lo cual se debe a que el Br
posee mayor numero atomico que Cly F.

Si contrario a la reaccion anterior, el halogeno del
hidracido producido (d) es de mayor nimero atémico que
el que hace parte del aducto ¢, entonces se invierte la
quiralidad del centro (Figura 14).

0 Br
H
HO ¥ Cl HS NH,
R NH
+
HO NH OH
o\ % Br i\ V4 Vi
>,_6.H > o 0 )
HO F o

b
a

El cambio de energia involucrado en la solvatacion (AE
en la Tabla 12) indica una mayor estabilidad de todas las
moléculas cuando se encuentran inmersas en agua. Con
base en las reacciones propuestas en la Figura 12, se de-
termino su energia de reaccion en ambos medios, teniendo
en cuenta los cambios mostrados en las Figuras 13 y 14,
como un cambio de productos menos reactivos. Los resul-
tados son mostrados en la Tabla 14.

reaccion E productos reactivos

Las energias de reaccidn positiva muestran una termo-
dinamica inversa a la planteada, lo cual indica que la posi-
bilidad de que la reaccion proceda en la forma propuesta

(o] Br

) H
HCI
HO y s NH
R NH 4
— HO N ) Jr—OH
0 0 0 HE

}J

o}
c

Figura 13. Conservacion de la quiralidad proveniente del acido acético hetero-dihalogenado en el aducto c
(S-(halocarboximetil)-glutation o S-(halocarboxietil)-glutation).
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Figura 14. Cambio de la quiralidad proveniente del &cido acético hetero-dihalogenado en el aducto c.
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Tabla 14. Energia de reaccion para la formacion de S-(halocarboximetil)-glutation y S-(halocarboxietil)-glutation.

Energia de reaccién (eV)
Aducto Quiralidad Haloacido formado

en Vacio en Agua

HBr 0,39 -0,48

R HCI 0,15 -0,75

HF -0,27 -1,48

GS +BrAc HBr 0.26 2043

S HCI 0,03 -0,70

HF -0,56 1,26

HBr 0,49 -0,37

R HCI 0,23 0,67

HF 0,16 1,17

GS + ClAc HBr 0,31 20,36

S HCI 0,06 -0,66

HF 0,47 1,29

HBr 0,56 0,12

R HCI 0,37 -0,49

HF 0,42 -0,64

GS +FAc HBr 20,10 2028

HCI 0,32 -0,35

HF -0,40 -0,62

GS + CIPr R na 0,54 0,60

S HC1 -0,54 -0,41

GS + Pr R HCI 0,35 0,58

S HCI 0,36 0,77

es poco probable, mas no asi la reaccidn inversa. Los re-
sultados muestran que la energia de reaccion en vacio de
S-(bromocarboximetil)-glutation y S-(clorocarboximetil)-
glutatidon solo es favorable cuando el acido acético o-
halogenado reaccionante contiene fluor, para esto se
necesita que se rompa un enlace C-F, el cual es muy ener-
gético. Cuando un producto de la reaccion es S-(fluorcar-
boximetil)-glutation, el cambio de energia, predice solo la
formacidn del enantidmero S. Las reacciones antes men-
cionadas son todas favorables en medio acuoso.

La energia involucrada, en medios vacio y acuoso, en
la formacidn de S-(clorocarboxietil)-glutation es favorable
cuando el reactivo de partida es acido o-dicloropro-
panoico, y desfavorable cuando el reactivo es acido o-
cloropropanoico.

Transformacion de los aductos s-(o-halocarboxialquil)-
glutation

La otra reaccion estudiada en este trabajo comprendio
la transformacion de los S-(a-halocarboxialquil)-glutation,

obtenidos en la reaccidon anterior, en S-(o-hidroxicar-
boxialquil)-glutation como se muestra en la Figura 15.

Los resultados obtenidos para la energia de reaccidon
se hallan en la Tabla 15; en ellos se aprecia un favore-
cimiento general de la formacién de S-(o-hidroxicar-
boxialquil)-glutatiéon en vacio, sin embargo en medio
acuoso la reaccion solo es posible cuando se emplea S-(0-
fluorcarboximetil)-glutation como reactivo. Este ultimo
hallazgo es acorde con los resultados experimentales, los
cuales seflalan que los acidos o-fluor acéticos son
metabolizados por la GSTZ.

Conclusiones

La optimizacién de la GSTZ y posterior comparacion
con la estructura de rayos X mostrd variaciones en la dis-
tribucidn de estructuras secundarias, accesibilidad de los
aminoacidos (incluso los del sitio activo), perfil lipofilico,
potencial electrostatico molecular; sin embargo, estos cam-
bios son posibles ya que las moléculas son entes dinami-
cos que pueden presentar cambios a través del tiempo.
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Tabla 15. Energia de reaccion para la formacion de S-(hidroxicarboximetil)-glutation y S-(hidroxicarboxietil)-glutation.

aci Energia de reaccion (eV)
Compuesto Quiralidad Haloacido
formado
en Vacio en Agua
HBr 0,66 041
R HCI 0,99 0.03
i -1,66 -0,78
GS + OHAc = e o
S HCl -0,84 0,05
il -0.85 0,87
HCl 2016 0.89
GS + OHPr , ,
S HCI 0.83 060
R ¥ o] OH
o ik
He = NH, HO s— NH,
NH NH
HO NH \ / / OH + H,O —= Ho NH \ / / on 4 :'Y
74 00 © 7 o 0
© o]

Figura 15. Reaccién de transformacion de los aductos S-(o-halocarboxialquil)-glutation en S-(o-hidroxicarboxial quil)-glutation;
Y, puede ser Br, CloFyY,esH o CH,

A pesar de las diferencias numeéricas en los valores de
las funciones de evaluacion y teniendo en cuenta el error
asociado a la utilizacion de métodos derivados de la meca-
nica clasica los resultados de docking molecular fueron lo
suficientemente adecuados para estimar la posible locali-
zacion y conformacion de los aductos formados entre
glutation y acidos o-haloalcanoicos; estos resultados
mostraron una apropiada complementariedad geométrica
entre el sitio activo y los o-haloalcanoicos, no evidencia-
ron diferencias significativas con respecto a estercose-
lectividad y estereoespecificidad de la GSTZ hacia los
acidos o-haloalcanoicos. Adicionalmente los resultados
sugieren que los ligandos estudiados tienen la suficiente
movilidad dentro del sitio activo para generar poses con
alta afinidad de unidn pero con poca probabilidad de ocu-
rrencia, lo cual puede deberse a la orientacion que asumen
algunos atomos de hidrégeno.

El niimero y tipo de interacciones ligando-proteina va-
rian ampliamente con la disposicion espacial y conforma-
cion de los ligandos. No obstante, en general, la orientacion
del residuo Gly de los ligandos, el cual presenta menor va-
riacion, se orienta principalmente hacia los residuos del re-
ceptor Asn 115, Leu 116, Ser 117, Asn 172 y Arg 175, y menos
frecuente hacia los residuos Ser 15, Cys 16, Gln 45 y Phe 46.

Los resultados obtenidos con el método semiempirico
SAMI1 no muestran la formacion forzosa de un enlace
covalente entre los aductos o-haloalcanoicos y la GSTZ
para que se produzca inhibicion. La primera reaccion estu-
diada muestra que en medio vacio solo se formarian los
aductos S-(bromocarboximetil)-glutation y S-(clorocarbo-
ximetil)-glutation por la ruptura de un enlace carbono — flior
de alta energia. En medio acuoso la energia de reaccion
favorece la formacién de todos los aductos S-(halocarbo-
xialquil)-glutation. La segunda reaccion prevé la transfor-
macion de los aductos S-(halocarboxialquil)-glutation en
S-(hidroxicarboxialquil)-glutation en medio vacio, sin em-
bargo, la GSTZ es una proteina citosélica y por ende se
halla embebida en un medio acuoso, para el cual la reaccion
muestra solo la posible ocurrencia de las reacciones que
involucren S-(fluorocarboximetil)-glutation, lo cual es acor-
de ala evidencia experimental.

En general el efecto del agua como medio solvente fa-
vorece las reacciones de los o-haloacidos en la transfor-
macion de los aductos S-(o-halocarboxialquil)-glutation en
S-(o-hidroxicarboxialquil)-glutation. Los calculos hechos
en medio acuoso ayudan a entender mejor algunos aspec-
tos desde el punto de vista electroestatico del sitio activo
de la molécula.
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