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Lista de siglas y simbolos

Sigla Significado
ACE2 Angiotensin-converting enzyme 2
ADMET Administracién, metabolismo, excrecion y toxicidad
AHB Hydrogen bond acceptor
AM1 Modelo uno de Austin
ARN Acido ribonucleico
B3LYP Becke, 3-parameter, Lee-Yang-Parr
CFF Condensed fukui function
CLOA Combinacidn lineal de orbitales atémicos
CNDO Complete neglect differential Overlap
DFT Density Functional Theory
DHB Hydrogen Bond Donor
Dz Base doble zeta
Dzv Base doble zeta de valencia
FC Frozen core
FD Finite differences
FF Fukui function
FTG Funciones tipo gaussianas
HF Hartree-Fock
INDO Intermediate neglect differential overlap
LDA Local density approximation
LSDA Local spin density approximation
MC Mecanica cuantica
MD Molecular dynamics
MEE Métodos de estructura electronica
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MEP Mapa de potencial electrostatico
MM Modelado molecular

MNDO Modified neglect of diatomic overlap
NCI Conjunto isotérmico-isobarico
NPT Temperatura y presion normales
NVT Conjunto canénico

OA Orbital atémico

oM Orbital molecular

OoMS Organizacién Mundial de la Salud
PCM Continuous polarizable model
PM3 Parametrized model three

PM6 Parametrized model six

PM7 Parametrized model seven

PMC Polarized continuum model

Qz Base cuadruple zeta

RMSD Root mean square deviation
SARS-CoV Severe acute respiratory sindrome coronavirus
SCF Self consistent field

STO Orbitales tipo Slater

TMPRSS2 Proteasa serina transmembrana |1
TZ Base triple zeta

VOC Variante preocupante

VOl Variante de interés
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Lista de simbolos

Simbolo Significado
A Afinidad electrénica
fi @) Ataque electrofilico
fir@ Ataque nucleofilico
fj0 (r) Ataque por radicales libres
i, q; Carga atomica
k Constante de Boltzmann
h Constante de Plank entre 2x
@) Coordenada nucleares
p(r) Densidad electronica
Pn+1(M) Densidad electronica del anion
pn-1(r) Densidad electronica del cation
pon () Densidad electrdnica del neutro
R, Distancia ndcleo-electron
1o Distancia Electron-electron
n Dureza absoluta
X Electronegatividad
¢ Energia de la molécula en la configuracion i
| Energia de ionizacién
Eur Energia optima de Hartree-Fock
& Energia orbital
E, Energia que depende del potencial externo
E Energia total del sistema
Ey[po] Energia total del sistema 0 como un funcional de la densidad
& Energias orbitales
o; Espin orbitales moleculares
A Exponente del orbital de Gaussianas
Z Exponente de orbital de Slater
X Funciones de base
'4 Funcion de onda del sistema
yele Funcion de onda electrdnica
s Funcién normalizada tipo Slater
as Funcién normalizada tipo Gausiana
f() Funcion Fukui
p; Funcion de distribucion de Maxwell-Boltzmann
Tlp] Funcional de la energia cinética
Ts[p] Funcional de la energia cinética de Kohn-Sham
V.. lp] Funcional de la energia de interaccidon electron-electron
Exc[p] Funcional de intercambio y correlacién
Mpye, M Masa del nicleo
Mey Masa de los electrones
N NUmero de electrones
Z NUmero atémico de los nicleos
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T Operador de energia cinética
14 Operador de energia potencial
F Operador de Fock
K, Operador de intercambio
e Operador de las interacciones entre los electrones y los ndcleos
Ve Operador de las interacciones electron-electron
h*s(1) Operador de Kohn-Sham
V2 Operador Laplaciano
\Y Operador nabla
¢ Orbitales atomicos
ofs Orbitales atomicos de Kohn-Sham
w” Poder de electrodonacion
w?t Poder de electroaceptacién
v(ry) Potencial externo
Vxc Potencial de intercambio y correlacion
u Potencial quimico electrénico
N+1) Sitio atbmico anidnico
N-1) Sitio atomico cationico
(N) Sitio atbmico neutro
T Temperatura absoluta
H Operador Hamiltoniano
Cs; Coeficientes de expansion
E. Matriz del operador de Fock para la filar y columna s
Srs Matriz de traslapedor de Fock para la fila r y columna s
Y, Funcion de onda de Kohn-Sham para i orbitales

4|Pagina




Indice de figuras

Figura 1.1. Microscopia electronica de los viriones del SARS-CoV-2 [1].

Figura 1.2. Historia del nombramiento de coronavirus durante los tres brotes zoonaticos.
Figura 1.3 Esquema de la estructura del SARS-CoV-2 [2].

Figura 1.4 Esquema de las etapas del ciclo de vida del SARS-CoV-2.

Figura 1.5 Estructura cristalina del SARS-CoV-2 MP™ en complejo con N3 [3].

Figura 2.1 Mapa conceptual de los descritos de reactividad derivados de la DFT.

Figura 2.2 Diagrama de flujo del disefio de farmacos asistido por ordenador.

Figura 2.3 llustracion del proceso de acoplamiento para hallar la pose de unién y su
afinidad asociada.

Figura 2.4 Representacion de las interacciones que describen el movimiento molecular,
basada en Figura 3 de [56]

Figura 4.1. Estructura quimica de aliina (cido 2-amino-3-prop-2-enilsulfanilpropandico).
Figura 4.2. Estructura de la aliina optimizada al nivel teérico B3LYP / DGDZVP en la
fase acuosa utilizando el modelo de solucion PCM. Las distancias de enlace se dan en
Angstroms, DA=Angulo diedro.

Figura 4.3. Espectro IR tedrico de aliina en la fase acuosa obtenido al nivel de teoria.
Figura 4.4. Distribuciones HOMO y LUMO de aliina obtenidas en el nivel teérico B3LYP
/ DGDZVP en la fase acuosa utilizando el modelo de solucién PCM. En todos los casos
las isosuperficies se obtuvieron a 0,08 e/u.a.>.

Figura 4.5. Isosuperficies de las funciones de Fukui para la aliina segun las ecuaciones
(2.32)-(2.34)) en el nivel teérico B3LYP/DGDZVP utilizando el modelo de solucion
PCM. En el caso de (a) ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) radicales libres. En
todos los casos las isosuperficies se obtuvieron a 0,008 e/a.u. 2 Los circulos punteados
muestran las zonas mas reactivas de cada molécula.

Figura 4.6. Valores condensados de la funcion de Fukui para ataques nucleofilicos a aliina
en el nivel teérico X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en fase
acuosa usando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los circulos de
puntos muestran las zonas mas reactivas de cada molécula.

Figura 4.7. Valores condensados de la funcién de Fukui para ataques electréfilos a aliina
en el nivel teérico X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase

Pagina
13

14
14
16
19
35
36
37
40
44

47

48
49

50

51

51

5|Pagina



acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), la linea
discontinua Los circulos muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 4.8. Valores condensados de la funcién de Fukui para ataques de radicales libres a
la aliina en el nivel teérico X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en
la fase acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), la Los
circulos discontinuos muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 4.9. Mapeo de los potenciales electrostaticos evaluados en el nivel tedrico
B3LYP/DGDZVP utilizando el modelo de solvatacion PCM, en una isosuperficie de
densidad (valor =0.002 e/a.u.®) para aliina.

Figura 4.10. Grafico del gradiente de densidad reducido frente al signo (1) p para la aliina
en la fase acuosa.

Figura 4.11. Area de isosuperficie de NCI para aliina en fase acuosa.

Figura 4.12. Sitio de unién de aliina en la proteasa MP™ del SARS-CoV-2.

Figura 4.13. Mapeo 2D de interacciones ligando/proteina para aliina.

Figura 4.14. Resultados de la simulacion de dindmica molecular para el
complejo.aliina/MP™ a lo largo de 20 ns.

Figura 5.1. Estructuras de astragalina  (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxicromen-4-ona).

Figura 5.2. Estructura de astragalina, optimizada al nivel de la teoria B3LYP/DGDZVP
en la fase acuosa empleando el modelo de solucion PCM. Las distancias de union se
indican en Angstroms, DA=Angulo Diedro.

Figura 5.3 Espectro IR teorico de astragalina en la fase acuosa obtenidos al nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP.

Figura 5.4. Distribuciones de HOMO y LUMO sobre astragalina obtenidas al nivel de la
teoria B3LYP/DGDZVP en la fase acuosa empleando el modelo de solucién PCM. En
todos los casos las isosuperficies se obtuvieron a 0,08 e/u.a.’.

Figura 5.5. Isosuperficies de las Funciones Fukui para astragalina segun las ecuaciones
(2.32)-(2.34) en el nivel de teoria B3LYP/DGDZVP empleando el modelo de solucion
PCM. En el caso de (a) ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) de radicales libres.
En todos los casos las isosuperficies se obtuvieron a 0.008 e/u.a.?, los circulos punteados
muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 5.6. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre
astragalina al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en
la fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los
circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 5.7. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre
astragalina al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en

52

53

54
54
55
55
56

59

62

63

65

66

67

67

6|Pagina



la fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los
circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 5.8. Valores de la funcidn Fukui condensada para ataques por radicales libres sobre
astragalina al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en
la fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los
circulos punteados muestran las zonas més reactivas en cada molécula.

Figura 5.9. Mapeo de los potenciales electrostaticos evaluados en el nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP empleando el modelo de solvatacion PCM, sobre una isosuperficie de
densidad (valor =0.002 e/a.u.®) para astragalina.

Figura 5.10. Gréfico del gradiente de densidad reducida vs sign(\,)p para astragalina en la
fase acuosa.

Figura 5.11. Isosuperficie del NCI = 0.2 para astragalina en fase acuosa.

Figura 5.12. Sitio de enlace de astragalina en la proteasa MP™ del SARS-CoV-2.

Figura 5.13. Mapeo 2D de las interacciones ligando/proteina para astragalina.

Figura 5.14. Resultados de la simulacién de dindmica molecular para el complejo
astragalina-MP™ a lo largo de 50 ns.

Figura 6.1. Estructura quimica del &cido hibiscus ((2S,3R)-3-hidroxi-5-oxofurano-2,3-
dicarboxilico) y del é&cido de la garcinia ((2S,3S)-3-hidroxi-5-oxofurano-2,3-
dicarboxilico).

Figura 6.2. Estructuras optimizadas de a) HA, y b) GA en el nivel teérico B3LYP/6-311G
(d,p) en fase acuosa empleando el modelo de solvatacion PCM. Las distancias de enlace
se expresan en Angstroms, DA=Angulo diedro.

Figura 6.3. Espectros IR tedricos de HA (linea discontinua) y GA (linea negra) en fase
acuosa obtenidos en el nivel teérico B3LYP / 6-311G (d,p).

Figura 6.4. Las distribuciones HOMO para a) acido de hibisco y b) acido garcinia y las
distribuciones LUMO para a) &cido de hibisco y b) acido garcinia se obtuvieron en el nivel
tedrico B3LYP / 6-311G (d,p) en fase acuosa utilizando el modelo de solucién PCM. En
todos los casos, las isosuperficies se obtuvieron a 0,02 e/u.a..

Figura 6.5. Isosuperficies de las Funciones de Fukui para HA segun las ecuaciones (2.32)-
(2.34) en el nivel tedrico B3LYP/ 6-311G (d,p) empleando el modelo de solvatacién PCM.
En el caso de (a) ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) radicales libres. En todos
los casos, las isosuperficies de densidad se obtuvieron a 0,01 e/u.a.?, los circulos
discontinuos muestran las zonas mas reactivas de cada molécula.

Figura 6.6. Isosuperficies de las funciones de Fukui para GA segun las ecuaciones (2.32)-
(2.34) en el nivel tedrico B3LYP / 6-311G (d,p) empleando el modelo de solvatacion
PCM. En el caso de (a) ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) radicales libres. En
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todos los casos, las isosuperficies se obtuvieron a 0,01 e/u.a.?, los circulos discontinuos
muestran las zonas mas reactivas de cada molécula.

Figura 6.7. Valores de la funcion de Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre
HA en el nivel tedrico X / 6-311G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91), en fase acuosa
empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los circulos punteados
muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 6.8. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre HA
al nivel de teoria XIDGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase
acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los circulos
punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 6.9. Valores de la funcidn Fukui condensada para ataques por radicales libres sobre
HA al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase
acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los circulos
punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 6.10. Valores de la funcion de Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre
GA en el nivel teérico X / 6-311G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91), en fase acuosa
empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los circulos punteados
muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 6.11. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre GA
al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, M06L y ®B97XD), en la fase
acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los circulos
punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 6.12. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques por radicales libres
sobre HA al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en
la fase acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-(2.37), los
circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 6.13. Mapeo de los potenciales electrostaticos para a) acido hibiscus, b) acido
garcinia, obtenidos al nivel de la teoria X / 6-311G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91)
en la fase acuosa empleando el modelo de solucion PCM, sobre una isosuperficie de
densidad (valor =0.002 e/a.u.’).

Figura 6.14. Gréfico del gradiente de densidad reducida frente a sign (A2)p para a) &cido
de hibisco y b) &cido garcinia en la fase acuosa.

Figura. 6.15. Isosuperficie NCI para a) HA y b) GA en fase acuosa

Figura 6.16. Sitio de unién de HA en la MP™ del SARS-CoV-2.

Figura 6.17. Sitio de unién de GA en la MP™ del SARS-CoV-2.

Figura 6.18. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para HA.

Figura 6.19. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para GA.
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Figura 6.20. Resultados de la simulacién de dindmica molecular para el complejo HA-
MP™ a o largo de 100 ns.

Figura 6.21. Resultados de la simulacidn de dindmica molecular para el complejo GA-
MP™ a o largo de 100 ns.

Figura 7.1. Estructuras a) (2S, 2S)- 1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico y b) (2S,3R)-
1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico.

Figura 7.2. Estructuras a) (2S, 3S)- acido hidroxicitrico, b) acido (2S,3R)-hidroxicitrico,
optimizados al nivel de la teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p),
respectivamente en la fase acuosa empleando el modelo de solucién PCM. Las distancias
de union se indican en Angstroms, DA=Angulo diedro.

Figura 7.3. Espectros IR teoricos de (2S, 3S)- acido hidroxicitrico (linea discontinua) y
acido (2S,3R)-hidroxicitrico (linea negra) en fase acuosa obtenidos en el nivel tedrico
B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p), respectivamente.

Figura 7.4. Distribuciones de HOMO sobre a) (2S, 3S)- &cido hidroxicitrico y b) (2S, 3R)-
4cido hidroxicitrico y LUMO c¢) (2S, 3S)- &cido hidroxicitrico y d) (2S, 3R)- acido
obtenidas al nivel de la teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p),
respectivamente en la fase acuosa empleando el modelo de solucién PCM. En todos los
casos las isosuperficies se obtuvieron a 0,08 e/u.a.’.

Figura 7.5. Isosuperficies de las Funciones Fukui para (2S, 3S)-acido hidroxicitrico segun
las ecuaciones (2.32)-(2.34) en el nivel de teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-
311G++(d,p), respectivamente empleando el modelo de solucion PCM. En el caso de (a)
ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) de radicales libres. En todos los casos las
isosuperficies se obtuvieron a 0.008 e/u.a.3, los circulos punteados muestran las zonas mas
reactivas en cada molécula.

Figura 7.6. Isosuperficies de las Funciones Fukui para (2S, 3R)-acido hidroxicitrico segtn
las ecuaciones (2.32)-(2.34) en el nivel de teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-
311G++(d,p), respectivamente empleando el modelo de solucién PCM. En el caso de (a)
ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) de radicales libres. En todos los casos las
isosuperficies se obtuvieron a 0.008 e/u.a.3, los circulos punteados muestran las zonas mas
reactivas en cada molécula.

Figura 7.7. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S,
3S)-acido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311G (d,p) (donde X=B3LYP,
B3PW91), en la fase acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (12)-
(14), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 7.8. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre (2S,
3S)-acido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311G (d,p) (donde X=B3LYP,
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B3PW91), en la fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (12)-
(14), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 7.9. Valores de la funcidn Fukui condensada para ataques por radicales libres sobre
(2S, 3S)-4cido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311G (d,p) (donde X=B3LYP,
B3PW91), en la fase acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (12)-
(14), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 7.10. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S,
3R)- &cido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311++G (d,p) (donde X = B3LYP y
B3PW91), en la fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-
(2.37), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 7.11. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S,
3R)- acido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311++G (d,p) (donde X = B3LYP y
B3PW91), en la fase acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-
(2.37), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 7.12. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S,
3R)- acido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311++G (d,p) (donde X = B3LYP y
B3PW91), en la fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.35)-
(2.37), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Figura 7.13. Mapeo de los potenciales electrostaticos para a) (2S, 3S)- &cido hidroxicitrico,
b) acido (2S,3R)-hidroxicitrico, obtenidos al nivel de la teoria B3LYP/6-311G (d,p) ¥
B3LYP/6-311G++ (d,p) respectivamente, en la fase acuosa empleando el modelo de
solucién PCM, sobre una isosuperficie de densidad (valor =0.002 e/a.u.®).

Figura 7.14 Grafico del gradiente de densidad reducida vs sign(i2)p para a) (2S, 3S)- &cido
hidroxicitrico y b) acido (2S,3R)-hidroxicitrico en la fase acuosa.

Figura 7.15. Isosuperficie del NCI = 0.2 para a) (2S, 3S)-acido hidroxicitrico b) acido
(2S,3R)-hidroxicitrico, en fase acuosa.

Figura 7.16. Sitio de unién de &cido (2S,3S)-hidroxicitrico en la MP™ del SARS-CoV-2.
Figura 7.17. Sitio de union de &cido(2S,3R)-hidroxicitrico en la MP™ del SARS-CoV-2.
Figura 7.18. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para acido (2S,3S)-hidroxicitrico.
Figura 7.19. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para acido(2S,3R)-hidroxicitrico.
Figura 7.20. Resultados de la simulaciéon de dindmica molecular para acido (2S,3S)-

hidroxicitrico.-MP™ a lo largo de 100 ns.
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Capitulo 1. Antecedentes sobre el virus SARS-CoV-2 y el estudio
de inhibidores presentes en componentes de la medicina
tradicional mediante quimica computacional

El SARS-CoV-2 aparecio en la poblacion humana en China a finales de 2019, como el tipo
salvaje Hu-1 [1-3] (ver Figura 1.1), este virus causo el primer brote de la enfermedad
pulmonar COVID-19 [1] y ha evolucionado rapidamente en nuevas variantes [4]. El nombre
SARS-CoV-2 se debe a que es 82% idéntico genéeticamente al SARS-CoV (2002) [1]. Las
principales manifestaciones clinicas de COVID-19, entre las variantes predominantes son:
fiebre, tos, dolor de cabeza y dolor de garganta [5-9]. Mientras que las complicaciones de la
enfermedad son: el sindrome Respiratorio Agudo Severo SARS-CoV por sus siglas en inglés
Severe Acute Respiratory Syndrome, lesion cardiaca aguda, lesion renal aguda y shock [10].
Adicionalmente, se han observado una serie de sintomas persistentes que abarcan: problemas
respiratorios, cardiovasculares, neurolégicos, inmunoldgicos, manifestaciones cutaneas,
gastrointestinales o renales [11]. En este sentido se ha observado una diferente intensidad de
los sintomas para las diferentes cepas que han ido apareciendo, por lo que es de gran
importancia contar con una terapia efectiva para tratar este padecimiento. En este sentido,
existen dos categorias de agentes terapéuticos: por un lado, los basados en reforzar el sistema
inmunoldgico (ya sea para potenciar la respuesta inmunitaria o para aliviar el dafio) y por
otra parte, los que atacan el ciclo de vida del virus (que buscan bloquear la unién del virus a
la célula o la replicacién de nuevas copias virales) [12]. Aqui, es importante mencionar que
el desarrollo y evaluacion de nuevos medicamentos puede tardar varios afios. En este sentido,
se han desarrollado diversos modelos asistidos por computadora, que permiten realizar una
buena prediccién para la evaluacion de la actividad biolégica de un farmaco, con lo que se
puede disminuir mucho el tiempo de desarrollo de un farmaco nuevo [13]. Para el tratamiento
de la COVID-19, se ha aprovechado el conocimiento y técnicas de acoplamiento molecular
para identificar si medicamentos previamente usados para tratar otras infecciones virales, son
capaces de bloquear los receptores especificos del SARS-CoV-2, como por ejemplo, los
antivirales lopinavir, ritonavir y remdesivir [14]. Ademas, es posible realizar la basqueda de

los farmacos en fuentes naturales,
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ya que aportan una variedad de posibilidades a partir de los metabolitos con actividad

bioldgica que contienen [13].

Figura 1.1 Microscopia electrdnica de los viriones del SARS-CoV-2, tomada de Figura 4 de
[1].

1.1. El virus SARS-CoV-2

Los virus son agentes infecciosos y se caracterizan por tomar una célula anfitrion y
apoderarse de ella para lograr sobrevivir y multiplicarse [15]. Tal es el caso del actual brote
de la enfermedad respiratoria aguda COVID-19 asociada a un coronavirus, es el tercer
derrame documentado de un coronavirus animal transmitido a los seres humanos en dos
décadas [15]. El grupo de estudio sobre los coronavidae reconoce que el nuevo virus es un
hermano del virus de Sindrome Respiratorio Agudo Severo SARS-CoV de humano y
murciélago y lo designan SARS-CoV-2 basandose en la taxonomia y préctica establecida
(Ver Figura 1.2) [15]. También, se ha sugerido que existe una relacion con el virus de
pangolin SARSr-CoVs, donde las variaciones se atribuyen a mutaciones y seleccion natural,
asi como recombinacién genética [16]. La relacion entre los diferentes coronavirus ocurre

debido a que comparten caracteristicas estructurales y genéticas.
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Especies de virus Coronavirus relacionado Coronavirus relacionado

con el Sindrome con el Sindrome
Respiratorio del Medio . Respiratorio Agudo
oriente Severo
[ v
Virus MERS-CoV < - SARS-CoV —» SARS-CoV-2
Enfermedad MERS SARS COVID-19
Afo 2012 2003 2019

Figura 1.2 Historia del nombramiento de coronavirus durante los tres brotes zoonéticos,
basada en [15].

El origen del nombre coronavirus se debe a la palabra del latin “corona” o “halo”, relacionada
a su aspecto caracteristico bajo el microscopio electronico de transmision bidimensional [1].
Los coronavirus son una familia de virus de acido ribonucleico con envoltura proteica, en
sentido positivo monocaternario (+)ARNSss (ver Figura 1.3) pertenece al clado b de los B-
coronavirus [1]. El tamafio del genoma de esta familia de virus es mas grande que en la
mayoria de los virus de ARN, oscilando entre 27 y 34 kb y las particulas de coronavirus son
esféricas en general con un didmetro de entre 120-160 nm [17], ver Figura 2.3. Estas
caracteristicas estructurales dan lugar a las diferentes cepas del virus, ademas de tener un

papel esencial en el ciclo de replicacion viral.
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Figura 1.3 Esquema de la estructura del SARS-CoV-2, tomada de Figura 1 de [2].
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1.1.2 Etapas del ciclo de vida del SARS-CoV-2

El ciclo de vida del SARS-CoV-2 se conoce razonablemente bien gracias a afios de estudio

de los coronavirus relacionados [18], involucra varias etapas desde la primera interaccion

con la célula anfitriona hasta la liberacion del genoma del virus, a continuacion se describen

estas etapas y se esquematiza el proceso en la Figura 1.4:

Adsorcion. En esta etapa el virion se adhiere a la célula anfitriona [19], esto mediante
una union entre el receptor de dominio de unién de la proteina espiga y el receptor de
la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2) por sus siglas en inglés
angiotensin-converting enzyme [10]. La capsula altamente especializada reconoce de
forma selectiva y se une al tejido objetivo [20]. En la superficie de la célula la enzima
proteasa serina transmembrana Il (TMPRSS2) se encarga de dividir tanto a la ACE2
como a la proteina espiga del coronavirus. Se cree gque la division de la ACE2
promueve la absorcion viral, mientras que la division de la espiga prepara a la
particula viral para la siguiente etapa, la fusion en la célula anfitriona [18].

Penetracion y desenmascaramiento. La Gltima funcion de la capside es la liberacion
del genoma [20]. En primer lugar, ocurre la fusion de las membranas virales y
celulares. La division de la proteina espiga se produce en dos sitios, el primero es
importante para la separacion del receptor de dominio de union y la segunda para
exponer el péptido de fusion. La fusidn tiene lugar por lo general en los endosomas
acidificados. Sin embargo, algunos coronavirus pueden fusionarse en la membrana
plasmatica [17]. En cualquier caso, el resultado final es la liberacion del &cido

nucleico viral.

Replicacidn y transcripcion. En esta etapa los genes tempranos, es decir genes que no
necesitan la sintesis de nuevas proteinas, toman el control de la célula anfitriona
permitiendo la sintesis del ARN viral [19]. El gen replicasa viral que consiste en dos
marcos de lectura directa que codifican dos poliproteinas ppla y pplab. Estas
contienen todas las poliproteinas no estructurales del virus, esenciales para la
replicacion intracelular y en esta etapa son divididas para después ser ensambladas
[17].
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IV.  Sintesis y ensamblaje de nucleocapside. Aqui los genes tardios dirigen la sintesis de
nuevas proteinas que se autoensamblan para formar la capside [19]. Las poliproteinas
no estructurales se ensamblan en el complejo replicasa-transcriptasa que replica el
ARN viral [17].

V. Liberacion de viriones. En esta etapa las proteinas virales espiga, la membrana
glicoprotéica y la envoltura se traducen y ocurre una insercién en el reticulo
endoplasmatico y se trasladan al compartimento intermedio del reticulo
endoplasmatico-Golgi, donde los genomas virales se encapsulan y se pellizcan de la
nucleocépside para liberar los viriones maduros [17]. Existen casos donde se han
observado variaciones en la proteina espiga del SARS-CoV-2, que dan como

resultado la mutacion del virus y la aparicion de nuevas cepas virales [21].
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Figura 1.4 Esquema de las etapas del ciclo de vida del SARS-CoV-2 tomada de Figura 1 de
[22].

16 |Pagina



1.1.3 Variantes del SARS-CoV-2

Desde su primera aparicion del SARS-CoV-2 en 2019 como Hu-1, han aparecido nuevas
variantes que se han etiquetado usando el alfabeto griego [23]. Las mutaciones pueden
encontrarse en la parte del genoma virico que codifica la glicoproteina de la espiga S o en el
resto del genoma [23]. En este sentido, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en
cooperacion con autoridades nacionales, instituciones e investigadores, ha estado vigilando
y evaluando la evolucion del virus SARS-CoV-2 ya que la aparicion de variantes supone un
riesgo para la salud publica mundial. Por ello se cre6 el Grupo Consultivo Técnico sobre la
Evolucion del Virus SARS-CoV-2, y se comenzo la caracterizacion de las variantes como
“variante de interés” (VOI), y “variante preocupante” (VOC). En funcioén de su potencial
para aumentar de la transmisibilidad, la virulencia, cambio de la presentacion clinica de la
enfermedad y disminucidn de la eficacia de las medidas sociales y de salud publica [24]. En
la Tabla 1.1, se muestran algunas de las VOCs que han circulado alrededor del mundo. Esta
informacion se encuentra en constante actualizacion y la variante predominante a la fecha de
actualizacién (18 de diciembre de 2023) es la VOI que es una subvariante de Omicron de

linaje pango XBB.1.5 conocida como Kraken [24].

Tabla 1.1. Variantes preocupantes segin la OMS basada en [24].

Nombre Linaje pango Lugar de aparicion
Alpha B.1.1.7 Reino Unido
Beta B.1.357 Sudafrica
Gamma P.1 Brasil
Delta B.1.617.2 India
Omicron B.1.1.529 Varios paises

Cabe mencionar que la aparicion de nuevas variantes han causado nuevas olas pandémicas y
suprimido las variantes anteriores [23]. En este sentido, se plantea cual sera el nivel de
infectividad de cada cepa, y por ello se ha identificado la dependencia de la infectividad de
de la concentracion de particulas en el aire [23]. Otro factor importante es la velocidad de
entrada del virus a la célula [23]. Finalmente, de la tasa de biosintesis de los componentes de
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los nuevos viriones y su excrecion, lo que consiste en la replicacion, transcripcion,
traduccidn, autoensamblaje y maduracion [23], aqui es posible. En caso de la entrada y la
biosintesis se hace referencia a las etapas del ciclo de vida del virus para el cual se tienen

algunos objetivos farmacologicos identificados como se presenta a continuacion.

1.2 Tratamiento de la COVID-19

Debido a las funciones fisiologicas fundamentales en la invasion y la replicacion viral, se
consideran tres principales targets moleculares[25]. El primero es el receptor de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2), que interactta con la proteina espiga viral, lo que da
lugar a la insercién del genoma del virus dentro de la célula [25]. A su vez, con los targets
restantes se busca inhibir la replicacion y transcripcion viral bloqueando los sistemas
receptores involucrados en el procesamiento de las poliproteinas que se traducen del ARN
viral [26]. Este es el caso de la proteasa principal MP™, que es responsable de procesar las
proteinas no estructurales restantes de los coronavirus SARS y otras subunidades del
complejo de la replicasa transcriptasa [3, 25-27], mientras que, el complejo de transcripcion
reversa dependiente del ARN RdRp (nsp12) controla la replicacion y transcripcion viral [3,
25-27]. En el presente trabajo se selecciond la proteasa principal como objetivo de estudio,
debido a que es un target que no se ve modificado en los diferentes coronavirus, ademas de
que existe informacion sobre su estructura cristalina y de su mecanismo de inhibicién

enzimatica como se describe a continuacion.

1.2.1 Proteasa principal MP™

La proteasa nsp5 (MP™, 3CLP™) de los coronavirus es un objetivo terapéutico importante
debido a su papel indispensable en la expresion genética y el procesamiento de la replicacion
del coronavirus. Entre los coronavirus, en las proteasas nsp5 generalmente se conserva su
identidad de secuencia [26, 27]. En 2020, Jin y colaboradores obtuvieron la estructura
cristalina de la proteasa principal del SARS-CoV-2 [3]. En la Figura 1.5, se observa que la
proteasa MP™ se encuentra formada por dos protdbmeros A y B que estan divididos en tres
dominios, donde la bolsa de unidn al sustrato se ubica en una hendidura entre el dominio |
(residuos 8-101) y |1 (residuos 102-184). Ademas, se muestra la proteasa en complejo con el

ligante N3; este ligante dio los mejores resultados de 1Csg para la inhibicién de la proteasa
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principal al unirse con su sitio activo en la diada catalitica CYS145-HI1S164, la cual es similar
en otros coronavirus [3]. Los inhibidores del sitio catalitico mostraron actuar como
inhibidores de la reaccion de adicion Michael, este hecho se confirmo a través de la adicion
de diferentes estructuras propuestas que formaron un enlace covalente de1.8 A entre el atomo
de azufre Sy del residuo de CYS145 con el carbono CB del grupo vinilo en la estructura
propuesta, lo que se observa en la Figura 1.5¢ [3]. Este tipo de interaccion es conocida, ya
que el grupo electrofilico puede alquilar nucleofilos biolégicos como la cisteina. La
inhibicién de la proteasa principal del SARS-CoV-2 podria blogquear la replicacion viral
ademas, es poco probable que estos inhibidores sean tOXicos ya que no se conocen proteasas
humanas con una especificidad de anclaje similar [28]. En este sentido, contar con la
estructura principal proporciona una base para el desarrollo de estudios in silico orientados

al disefio de nuevos inhibidores.
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Figura 1.5 Estructura cristalina del SARS-CoV-2 MP™ en complejo con N3, tomado de
Figura 1 de [3].

1.3 Enfoque del disefio molecular asistido por computadora

La quimica computacional se refiere al uso de técnicas computacionales aplicadas a la
quimica [29]. Estas herramientas computacionales han mostrado una gran eficacia en el
disefio de nuevos farmacos ya que permiten a la industria farmacéutica desarrollar
medicamentos vinculados a objetivos especificos, lo que optimiza el proceso y permite
invertir en nuevas actividades de investigacion [13]. En este sentido, el modelado molecular

es el proceso de describir sistemas quimicos complejos, en términos de un modelo atomico
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realista, con la finalidad de comprender y predecir las propiedades macroscopicas a partir de
un conocimiento detallado a escala atomica [29]. Un estudio de rutina en el modelado
molecular es la exploracion virtual por medio del acoplamiento molecular, que utiliza
diferentes algoritmos para ajustar el ligante en el objetivo molecular [30]. Debido a que los
receptores poseen los sitios de union de un farmaco-ligante es primordial conocer la
estructura del objetivo [13]. Una vez identificado el sistema receptor, la siguiente tarea es la
busqueda de posibles ligandos con potencial actividad bioldgica.

1.4 Farmacos derivados de la medicina tradicional

Dada a la importancia de estudiar los targets moleculares capaces de inhibir la actividad del
SARS-CoV-2, las fuentes naturales son una opcién para la basqueda de ligantes ya que
ofrecen una variedad de estructuras de metabolitos activos, ademas, eficacia oral y
compatibilidad de uso tradicional [31]. En este sentido, en México existe una gran diversidad
de especies vegetales, dado que su territorio se encuentra en una de las seis regiones de alta
densidad biol6gica en el mundo. De hecho, el uso de la herbolaria se reconoce desde tiempos
remotos para el alivio de las dolencias. Con el paso del tiempo se han descubierto los
compuestos puros que son responsables de la actividad bioldgica de la plantas, lo que ha
permitido desarrollar farmacos efectivos a partir de la modificacion estructural de dichos
compuestos aislados de plantas medicinales [32].

1.5 Justificacion

El 11 de marzo de 2020 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 el brote de
coronavirus una pandemia [28], debido a su propagacion por todos los continentes. Mientras
el virus y sus nuevas variantes [4] sigan en algln pais, las re-infecciones seran inevitables y
ciclicas [33]. Se sabe que la letalidad del COVID-19 disminuye significativamente con un
trato médico oportuno [34], sin embargo aun no se ha desarrollado un tratamiento especifico.
Por lo mencionado, surge el interés de realizar un estudio tedrico, sobre moléculas presentes
en plantas medicinales tradicionales de México y su actividad en el tratamiento contra el
SARS-CoV-2. En el presente trabajo se realiz6 un estudio de la reactividad quimica de
moléculas con actividad analgésica, antiviral y antiinflamatoria, presentes en plantas
medicinales, mediante el uso de la Teoria de los Funcionales de la Densidad. Debido a que,

este tipo de estudio brindara informacién importante que servira de base para conocer la
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interaccion de estas moléculas bioactivas con la proteasa principal MP®, ademas de poder
conocer el tiempo que permanecen unidas. Con esta informacion se contribuird de forma
importante en el conocimiento de la capacidad de estas moléculas podrian inhibir la
replicacion del virus SARS-CoV-2.

1.6 Hipdtesis
Es posible identificar moléculas de origen natural con potencial actividad antiviral contra el
virus SARS-CoV-2, mediante la utilizacion de las teorias aceptadas de la mecanica clasica y

cuantica y simulaciones computacionales.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Estudiar moléculas con actividad biolégica que se encuentran presentes en plantas de uso
tradicional en México y evaluar la inhibicion enzimatica de la proteasa principal MP™ y su

actividad contra el virus SARS-CoV-2 mediante quimica computacional.

1.7.2 Objetivos especificos

1. Realizar una busqueda bibliogréafica que permita identificar los sistemas receptores
involucrados en el mecanismo viral del SARS-CoV-2.

2. Hacer una busqueda bibliogréafica y en la localidad de los metabolitos de plantas de
uso tradicional en México que tengan potencial actividad contra el SARS-CoV-2.

3. Hacer un primer estudio de acoplamiento receptor/ligante usando la estructura
cristalina de la MP™ y los principios bioactivos de las plantas medicinales.

4. Optimizar la geometria de las estructuras de los de los ligantes méas adecuados,
mediante el empleo de la teoria de los funcionales de la densidad (DFT) en fase
acuosa.

5. Determinar los pardmetros de reactividad derivados de las optimizaciones realizadas
empleando DFT y analizar la toxicidad de las moléculas optimizadas empleando el
concepto de poder de electroaceptacion.

6. Realizar un segundo estudio de acoplamiento receptor/ligante con las estructuras
optimizadas en fase acuosa de los metabolitos que en el primer acoplamiento se

unieron en el sitio activo.
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7. Realizar una simulacion de dindmica molecular para la configuracion 6ptima receptor

/ ligante.
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Capitulo 2. Conceptos teoricos del disefio de farmacos asistido
por computadora

La quimica computacional se refiere al uso de técnicas computacionales aplicadas a la
quimica [13]. Estas herramientas computacionales han mostrado una gran eficacia en el
disefio de nuevos farmacos ya que permiten a la industria farmacéutica desarrollar
medicamentos vinculados a objetivos especificos, 1o que optimiza el proceso y permite
invertir en nuevas actividades de investigacion [13]. En el presente capitulo no centraremos
en el modelado molecular (MM), que es el proceso de describir sistemas quimicos complejos,
en términos de un modelo atémico realista, con la finalidad de comprender y predecir las
propiedades macroscépicas a partir de un conocimiento detallado a escala atomica [29]. En
relacién a los modelos matematicos empleados en la descripcion de los sistemas quimicos
existen varios enfoques y metodologias. También se trataran ampliamente los enfoques
basados en la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT), los cuales han avanzado como
herramientas computacionales aptas para el tratamiento de sistemas de interés y aplicaciones
en la quimica meédica [35]. Otro enfoque tratado a continuacion es el estudio de acoplamiento
que proviene del disefio racional de farmacos, donde el principio que produce los efectos
benéficos de los farmacos es el reconocimiento y la unidn de ligantes a objetivos especificos
[30]. El ultimo tema que se abordara en este capitulo es el calculo de dindmica molecular. En

donde se enfatiza la forma compleja que cambia con el tiempo [30].

2.1 Modelado molecular

Gracias al aumento de la potencia de calculo disponible para la investigacion en los Gltimos
50 afios se ha potenciado el desarrollo de las herramientas informaticas para complementar
los enfoques experimentales [36]. En este sentido, el modelado molecular ofrece métodos
cada vez mas precisos para simular, explicar y predecir las estructuras tridimensionales y
propiedades fisicoquimicas de las moléculas [37], lo que es de utilidad para conocer las
caracteristicas y propiedades de los sistemas moleculares antes de ser sintetizados, esto
permite descartar compuestos inadecuados para el uso de interés y optimizar el tiempo de
trabajo, materias primas y residuos generados [38] lo que ha mejorado su rentabilidad en
relacion con los experimentos de laboratorio [39].

23 |Pagina



Los programas que realizan el MM llevan a cabo una variedad de experimentos tedricos para
la obtencién de informacion sobre las propiedades de las moléculas a partir de los
componentes mostrados a continuacion [37]. El primer componente son los métodos de
calculo para conocer las energias del sistema, estos métodos de calculo pueden ser empiricos,
semiempiricos, ab initio o funcionales de la densidad [37], aqui los sistemas con energias
mas negativas son los mas estables [38]. El siguiente elemento es el estudio conformacional
de las estructuras tridimensionales de las moléculas. Y finalmente el andlisis e interpretacion

de los resultados que permite la aplicacion de los métodos a problemas especificos [37].
Tabla 2.1. Componentes del modelado molecular.

Componentes Caracteristicas
Métodos de céalculo Calculan las energias y propiedades
electrdnicas.
Manipulacion de la geometria molecular Estudio conformacional.

Procedimientos de analisis Interpretacion de resultados.

Existen dos grupos para clasificar el MM en base a principios fisicos, por un lado los calculos
de campos de fuerza que permiten la prediccion de estructuras y propiedades de las moléculas
fundamentada en la fisica clésica [40]. Por otro lado, los métodos de estructura electrénica
que permiten obtener la energia y propiedades de las moléculas empleando la mecanica
cuantica y la ecuacién de Schrodinger [40], las cuales se discutirdn y se definiran las

ecuaciones y términos correspondientes a continuacion.

2.2 La ecuacion de Schrodinger

A principios del siglo XX, los fisicos encontraron que la mecénica clasica no describe
correctamente el comportamiento de particulas pequefias como electrones y los nucleos de
los atomos. EI comportamiento de estas particulas se rige por un conjunto de leyes
denominado mecénica cuantica [41], que describen matematica y probabilisticamente el
comportamiento electronico de los &tomos [37]. La ecuacion de Schrodinger, ec. (2.1), es la
base de los métodos de quimica computacional [37], donde H es el denominado operador

Hamiltoniano del sistema, E es la energia, y ¥ es la funcion de onda del sistema [37].

AY = EY (2.1)
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La funcion de onda describe de forma probabilistica el comportamiento de los electrones y
el ndcleo y permite predecir la probabilidad de que los electrones se encuentren ubicados en
cierta region de la molécula. La ecuacion (2.2) muestra como estd definido el operador
Hamiltoniano, sobre la particula i. Las particulas son el electron y el nucleo, El primer
término representa a la energia cinética de la particula, mientras que el segundo término es
la energia de repulsion de Coulomb. Los subindices mi y gi son la masa y carga de la particula
i. rij es la distancia entre las particulas. Donde V,%es el operador Laplaciano, definido en la
ecuacion (2.3) [37].

H - _ Z?artl’culas % + Z?S;ticulas 2 % (22)
i ij

92 92 92
V= o+
t 6xl-2 + ayiz + aZiZ

(2.3)

Los métodos de estructura electronica permiten realizar la evaluacion de la funcion de onda
de un sistema mediante la resolucion de la ecuacion de Schrodinger [37]. Estos métodos se
clasifican en tres tipos dependiendo de los principios tedricos que los fundamentan [37]. Los
primeros son los métodos ab initio, después los métodos semiempiricos y finalmente la teoria
de los funcionales de la densidad. A continuacion, se describiran las caracteristicas de estos

métodos.

2.2.1 Métodos ab initio

El nombre ab initio proviene del latin “a primeros principios” y hace referencia a un tipo de
calculo basado en los principios fundamentales [41]. Este tipo de céalculos son
aproximaciones matematicas derivadas de principios tedricos, sin tomar en cuenta datos
experimentales, nicamente se consideran valores de constantes fisicas fundamentales [41].

El tipo de calculo principal en los métodos ab initio se llama el método de Hartree-Fock (HF).

En el método HF es posible conocer la funcion de onda exacta para el &tomo de hidrégeno y
para algunos atomos con una mayor cantidad de electrones, como helio (2¢) o litio (3¢),
también ha sido posible calcular funciones de onda, distancias interelectronicas y frecuencias
vibracionales con buena precision [37]. Por otro lado, en caso de sistemas moleculares con
una mayor cantidad de electrones el calculo se vuelve imposible debido a que las ecuaciones

que describen este tipo de sistemas son muy complejas [37]. En este sentido, se han
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desarrollado métodos que toman algunas consideraciones y aproximaciones para resolver

este problema [37], como se muestra mas adelante.

2.2.1.1 El Hamiltoniano molecular

En un sistema molecular, la funcién de onda depende del total de particulas que lo conforman.
Por esta razon, al construir la ecuacion del Hamiltoniano molecular es necesario considerar
las coordenadas de los nucleos y electrones, con sus respectivos operadores de energia
cinética. La ecuacion (2.4) expresa el Hamiltoniano molecular como la suma de un operador

de energia cinética T y otro de energia potencial ¥ [42].
H=T+7V=-2v2+V (2.4)

Expresado en unidades atémicas queda de la siguiente forma:

9% L 92N _1ynuc )y, 0%
tortag) =3 2 (axlz t52+3 ) (2.5)

R2 el( a2
2 Zi ax;°
Mientras que para el operador de energia potencial, la expresion es la siguiente:

+ Znuc yrnuc Z1Zm (2.6)

M< |R-R|

- _ Zel Znuc + Zel

r; R| f|r R|

Aqui se representan la interaccion electron-nucleo, electron-electrén y ndcleo-nucleo,
respectivamente [42], donde M y Z representan la masa y niumero atébmico de los nucleos
[42]. Las expresiones de las interacciones pueden ser simplificadas mediante la aproximacion

que se presenta a continuacion.

2.2.1.1.1 La aproximacion de Born-Oppenheimer

La aproximacion de Born-Oppenheimer es una simplificacién al Hamiltoniano molecular,
donde se considera que la masa de los nicleos es mas grande comparada con la de los
electrones mnyc >> 1836.1 me, esto significa que los electrones se mueven en una superficie
de energia potencial generada por los ndcleos y permite hacer una separacion de las
ecuaciones que describen el movimiento del nucleo con respecto al electron [43]. La ecuacion
de Schrodinger con la nueva expresion del Hamiltoniano molecular quedaria de la siguiente
forma [42]:

Helelpele — El/)ele (2.7)
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2.2.1.1.2 El espin electronico

De acuerdo al principio de Pauli, sabemos que no es posible que dos electrones tengan los
mismos numeros cuanticos, esto es resultado del requerimiento de antisimetia. En este
sentido, el determinante de Slater es una funcion antisimétrica formada por espin-orbitales,
ver ecuacion (2.8), donde cada columna de la matriz representa un espin-orbital, mientras

que las filas representan las coordenadas [42].

d1(r)  d2(r1) o Pn(ry)
Ylry1y e ty) = G1(2)  ¢2(r2) o r(12) (2.8)
$1(r2)  $2(r2) o (1)
2.2.2 Método Hartree-Fock
El método de HF se obtuvo por la sustitucion de un determinante de Slater en la ecuacion de
Schrédinger, como resultado se obtiene la ecuacion de Schrodinger donde el Hamiltoniano
exacto se sustituye por el término de Fock (F). EI Hamiltoniano de Fock no considera la
interaccion electrénica uno a uno mediante el potencial de Coulomb, en su lugar considera
una interaccion promedio entre el total de los electrones del sistema [42]. Dado que no es
posible separar la ecuacion de Schrddinger para un atomo debido a los términos de repulsion
electrénica, es necesario despreciar el término, este procedimiento se conoce como el
tratamiento de perturbaciones. Lo anterior da como resultado separar n ecuaciones
hidrogenoides monoelectrénicas y una funcién de onda de orden cero, producto de n orbitales

hidrogenoides monoelectronicos [42].

La funcion de onda que se obtiene esta descrita como un producto antisimétrico, el
determinante de Slater, de espin-orbitales ¢;, para lo cual el método de HF consiste en hallar

los orbitales ¢ que den la minima energia del sistema a partir de la ecuacion:

F)$i(1) = &i(1) (2.9)

donde i es la energia del orbital y F es el operador de Fock que se define en la ecuacion
(2.10). En el caso de moléculas de capa cerrada, h(1) es la suma de la energia cinética para
un electron mas la energia potencial de la atraccion entre el electron 1 con los nudcleos.
Mientras que Jj y K; son operadores, el segundo conocido como operador de intercambio
[42].
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F(1) = h(1) + XV2[2];,(1) — K;(1)] (2.10)

j=1

La expresion del operador couldombico, que describe el promedio de las interacciones entre
los electrones del sistema, se obtiene al hacer la consideracién de una funcién que es producto
de funciones de onda ¢; normalizadas para cada electron. Esta es una funcion de onda de
orden cero. Asi, la ecuacion de Schrodinger se separa en n ecuaciones monoelectrénicas, y

la funcion de onda de orden cero es el producto de n orbitales monoelectrénicos [7].

lp(o) = f1(110101)/2(120,92) ... fn (17,6, P,) (2.11)

Debido a que el operador F es dependiente de funciones propias que no son conocidas
inicialmente, es necesario resolver las ecuaciones mediante iteraciones. Con el fin de obtener
la expresion de la energia de los orbitales, se multiplica la ecuacion (2.9) por ¢,;" (1), y
posteriormente se integra sobre todo el espacio (suponiendo que ¢; estad normalizada) para
obtener la ecuacion (2.12). El célculo de la energia del orbital &; se realizdé aplicando
procedimientos iterativos a la ecuacion de Schrodinger para un electrén. El célculo de la
energia potencial incluye las interacciones promedio entre el electrén 1 y 2, 1y 3...1 y n,
debido a que la suma de la energia de los orbitales de todos los electrones no es la misma que

la energia del sistema [42].

& = [ ¢/ (DF(D¢;(Ddvy (2.12)

La expresion de la energia 0ptima de Hartree-Fock (Enr) quedaria como en la ecuacion (2.13)

después de dejarla en términos de sumatorias e introduciendo la definicién del operador de

Fock, donde la 2 Z:‘z/f g; es el orbital molecular para cada uno de los dos electrones [42].

Eyp = 25072 & — 22 72(2),;(1) — Kij(1)) (2.13)

Los orbitales moleculares se calcularon gracias a la propuesta que hizo Roothaan en 1951,
donde los orbitales ¢; se expresaron como una combinacion lineal de un conjunto de

funciones de base x; de un electron:

¢ = Z?:l Csixs (2-14)

Cuando b es suficientemente grande y las funciones x, son correctamente elegidas, las

representaciones de los orbitales moleculares tienen un error despreciable.
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Se sustituye ¢; en la ecuacion de HF y después se multiplica por x,* y se integra en todo el

espacio para obtener:

Y91 Csi(Frs — £iSys) = 0 (2.15)
donde

Frg = (x| Fxs) (2.16)
y

Srs = (xr|x5) (2.17)

forman un sistema de b ecuaciones simultaneas con b incégnitas C,; donde s=1,2,3,...b y se
describen los orbitales moleculares de ¢;. Para lograr obtener una solucién no trivial es

necesario cumplir la siguiente expresion:
det(Fs — &Srs) =0 (2.18)

La ecuacion (2.18) es una de las ecuaciones denominadas las ecuaciones de Hartree-Fock-
Roothan, esta simplificacion se conoce como el método de Combinacidn Lineal de Orbitales
Atémicos y su posterior ortonormalizacion y mezcla mediante un proceso iterativo [9, 10].
Este procedimiento se conoce como el “método de campo autoconsistente”, (selfconsistent
field) SCF por sus siglas en inglés, cuyo objetivo es encontrar el valor de las incognitas Cy;,
el cual no debe cambiar después de dos iteraciones mas alla de un limite establecido, que se

denomina parametro de convergencia [7].

2.2.2.1 Conjuntos de funciones de base

La mayoria de los métodos mecanocuanticos moleculares comienzan con el calculo de las
funciones de base x, para expresar los orbitales moleculares (OMs) ¢; = ¥2_, C,;x,. La
eleccion de una base adecuada es esencial para el éxito del calculo [41]. En las moléculas
diatémicas, las funciones de base se toman como orbitales atbmicos, algunos centrados sobre
un atomo y los restantes centrados sobre los otros &tomos. En este sentido, cada OM se puede
representar como la combinacion lineal de uno o mas orbitales atdmicos (CLOA) de tipo
Slater (STO). Un STO centrado en un atomo a tiene la forma [41]:

A A9 (2.19)
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En el caso de moléculas no lineales, se usa la forma real del STO, donde se remplaza Y;™* por
™ Y™ /22,

Debido a que no es posible lograr una representacion precisa de los orbitales atdbmicos (OA)
utilizando unicamente un orbital de tipo Slater, es posible extender el nimero de STOs para

mejorar la descripcion (ver Tabla 2.2), [41, 44].

Tabla 2.2. Resumen de las diferentes bases STO y sus principales caracteristicas, elaboracion

propia.

Nombre de la base Descripcién
Base Doble-Zeta (DZ) Contiene 2 funciones STOs para cada OA

Base extendida (Triple Zeta (TZ) y Contiene cualquier nUmero mayor que dos de

Cuédruple Zeta (Q2)) funciones para cada OA

Base "Split-Valence™ (DZV) ((VDZ) y Conjunto de bases es minima por capas de OA
(VT2) internos y doble o triple Zeta para los OAs de

valencia

Base DZ con Polarizacion (DZP) ((VDZ) y = Se agregan funciones de base STOs, con
(VT2) nimeros cuanticos | sean mayores que el
maximo | de la capa de valencia del atomo en

su estado fundamental

Con la finalidad de acelerar la evaluacion de las integrales moleculares, Boys propuso en
1950, usar funciones tipo gaussianas (FTG) en la CLOA, en lugar de STO. Una gaussiana

cartesiana en el &tomo b se define de la siguiente forma [41]:
S
Gij = Nxpyjzfe b (2.20)

donde i, j, y k son enteros no negativos, o es un exponente orbital positivo, Xb, Yb Y Zp SON

coordenadas con origen en el nucleo b.

La constante de normalizacion gaussiana cartesiana es:

1/2

_(2a\3/% [(8a) ittt jikel
N= (7) (2i)!(2j)!(2k)!] (2.21)
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Cuando i+j+k=0 (en caso de que i=0, j=0 o k=0), la FTG se denomina gaussiana tipo s.
Cuando i+j+k=1, tenemos una gaussiana tipo p, que contiene un factor Xy, yb Y Zo. Mientras
que si i+j+k=2 es una gaussiana tipo d. Hay seis tipos de gaussianas tipo d, con los factores

Xb2, Y2, Zb2, XbYb, XbZb, Y YbZb [41].

Pople y colaboradores desarrollaron los conjuntos de base STO-3G [45, 46], este es un
conjunto de bases minimas con n gaussianas en combinaciones fijas para cada una de las
funciones de base, 3-21G, que son DZV con tres o seis funciones primitivas en cada uno de
los conjuntos de bases minimas, que hace una descripcion del nacleo de los atomos y dos o
tres primitivas en la primera de las dos contraidas en la DZ de valencia [45, 46].
Adicionalmente, existen otros conjuntos de base similares, los 3-21G* y 6-31G**, los cuales
incluyen funciones de polarizacién en los atomos de la primera fila, a excepcion de los
hidrogenos, también puede aparecer como (d) ademas de los asteriscos sin paréntesis. Los
asteriscos entre paréntesis se usan para representar funciones desde el Na hacia arriba. La
informacion de los conjuntos de base se encuentra en el programa gaussian [45, 46].

2.2.3 Métodos semiempiricos

Los métodos semiempiricos se basan en un Hamiltoniano y una funcién de onda como en los
métodos HF. Sin embargo, ciertos datos se aproximan y se omiten algunas integrales ya que
sus valores se obtienen de la parametrizacion del método y la vinculacion a los datos
experimentales o a los calculos ab initio [38, 41]. La parametrizacién de estos métodos se
Ileva a cabo generalmente usando la geometria y la energia de calor de formacion, momentos
de dipolo, calores de reaccién y potenciales de ionizacién. En este sentido, existe una
variedad de aproximaciones realizadas en los métodos semiempiricos, algunos ejemplos son:
El método CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap), en el que se ignora
completamente el traslape diferencial. También el método INDO (Intermediate Neglect of
Differential Overlap), en el que se ignora de forma incompleta el traslape diferencial y el
MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) [41], la aproximacion con el parametro de
cutoff en la que se hacen cortes finitos para las interacciones diatémicas [38, 41]. En 1987 se
publico una mejora del método MNDO, el modelo de Austin AM1, que por lo general predice

calores de formacion y es popular para compuestos organicos. Posteriormente Stewart lo re-
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parametrizo para dar origen al método PM3. Finalmente los métodos PM6 y PM7, son

versiones corregidas de los métodos semiempiricos AM1y PM3 [47].

2.2.4 Teoria de los funcionales de la densidad

El concepto de funcional de la densidad surgio a finales de 1920 derivado del trabajo de E.
Fermi y L. H. Thomas donde se propusieron expresar la energia de un sistema como una
funcion de su densidad electronica. Afios después en 1951 J. C. Slater aplico la misma idea
en el método Hartree-Fock-Slater, que inicié como una metodologia aproximada a la teoria
de HF, pero actualmente es considerada como predecesor de la Teoria de los Funcionales de
la Densidad (DFT) [48]. Posteriormente en 1960 P. Hohenberg y W. Kohn publicaron un
teorema donde demostraron que la energia del estado basal de un sistema electrénico no
degenerado y la correspondiente propiedad electronica esta definida por su densidad
electronica [48]. El teorema de Hohenberg-Kohn confirma la existencia de un funcional que
relaciona la energia de un sistema con la densidad electronica y la energia de un sistema
como E, = Ey[p,], sin embargo no nos dice cual es el funcional [48]. De hecho, el funcional
que relaciona estas dos cantidades es el objetivo de los métodos DFT. En este sentido, W.

Kohn y L. Sham desarrollaron una aproximacion para el funcional de energia cinética [48].

La premisa de la aproximacion de Kohn-Sham es que el funcional de energia cinética de un
sistema se puede dividir en dos partes: puede calcularse exactamente y por otro lado,
considerando los electrones como particulas no interactuantes, usando un término de
correccion. Siguiendo el lenguaje de Kohn-Sham, dentro de un formulacion orbital la energia
electronica del estado basal de un sistema compuesto de n electrones y N ndcleos puede

escribirse como [48, 49]:

1 N z 1 (r1)p(rz)
Elp] = T Z4i=1 ¥ (r1)vl'2 W;(ry)dry — 2)1\(I=1fr_;P(T1)dr1 + Eﬂ.%dﬁdﬁ +

E*¢[p] (2.22)

Donde ¥; (i=1, 2, ..., n) son los orbitales de Kohn-Sham, el primer término representa la
energia cinética de los electrones no interactuantes, el segundo término tiene en cuenta las
interacciones nacleo-electron, el tercer término corresponde a las repulsiones de Coulomb
entre ry y r2 y el tltimo término es conocido como el término de intercambio y correlacion,

representa la correccién de la energia cinética que surge para la interaccion natural de los
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electrones y todas las correcciones no clasicas para la energia de repulsion electron-electron
[48].

La densidad electronica p(r) para una localizacion (r) se puede escribir como un conjunto de
orbitales de un electrén de Kohn-Sham, dados por la ecuacion (2.23). La importancia de los
orbitales de Kohn-Sham es que permiten calcular la densidad electrénica a partir de la

siguiente ecuacion, de forma autoconsistente [48]:

p(r) = X, |w|° (2.23)

Los orbitales de Kohn-Sham se pueden obtener al resolver las ecuaciones de Kohn-Sham.
Estas se pueden derivar aplicando el principio variacional para la energia electronica E[p],

donde la densidad de carga est4 dada por [48]:
h¥;(ry) = €%;(ry) (2.24)

donde h;es el Hamoltoniano de Kohn-Sham y ¢; representa la energia del orbital de Kohn-

Sham asociado. EI Hamiltoniano se escribe como sigue [48]:

~

1 z (r2)
hy =3V -ZHa 5+ ”r;z dr, + V¥C(ry) (2.25)

En esta ecuacion VX¢(ry) es el funcional derivado de la energia de intercambio y correlacion
que se expresa como sigue [48, 49]:

SEXC
VXE(p) = =P (2.26)

Si conocemos EX¢, se puede obtener VX¢, La energia de intercambio y correlacion EX¢, se
divide en dos términos: Un término de intercambio E¥X y un término de correlacion E€. El
término de intercambio se asocia a las interacciones entre los electrones del mismo espin,
mientras que el término de correlacion representa las interacciones entre los electrones con

espin opuesto [48].
EX¢(p) = EX(p) + E€(p) (2.27)
Los dos términos EX(p) y E€(p) son funcionales de la densidad electrénica, conocidos como

el potencial de intercambio y correlacion. Estos componentes pueden ser de dos tipos:
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funciones locales que dependen solo de la densidad electrénica y las que son corregidas por

el gradiente que dependen de p y de Ap [48].

En este sentido, la aproximacion de densidad local (LDA) constituye la aproximacion mas
simple para representar el funcional de intercambio y correlacion. En esta aproximacion se
asume que la energia de intercambio y correlacién en un punto en el espacio, es una funcion
de la densidad electronica en ese punto en el espacio y puede ser dada por la densidad
electronica de un gas de electrones homogéneo de la misma densidad [48]. Slater propuso
una nueva aproximacion llamada la aproximacion local de densidad de espin (LSDA), donde
introdujo la dependencia del espin en los funcionales para resolver problemas de
incoherencia [48]. Debido a que los sistemas moleculares tipicos son generalmente diferentes
aun gas de electrones homogéneo, donde su densidad p(r). es variable, se desarrolld un nuevo
método de aproximacién de gradiente generalizado, teniendo en cuenta este efecto. En los
métodos de aproximacion de gradiente generalizado (GGA) las energias de intercambio y
correlacion ademas de depender de la densidad electrénica también dependen del gradiente
de la densidad electrénica Ap(r) [48]. Ademas de este tipo de aproximacion, es posible
mezclar combinar el intercambio-correlacion de estas aproximaciones de la densidad
electronica con un porcentaje de intercambio exacto de Hartree-Fock, a este tipo de métodos
se les conoce como hibridos y un ejemplo muy conocido es el funcional de densidad hibrido
B3LYP [48]. Después de lograr obtener los valores de energia del sistema es posible realizar

una serie de definiciones para aplicarlos a nuestros sistemas y obtener informacion.

2.2.4.1 Pardmetros de reactividad

Existen una serie de pardmetros derivados de la DFT que describen la reactividad de las
moléculas, ver Figura 2.1. En el apartado A de la Figura 2.1, se reportan los descriptores de
reactividad global [50-52], el potencial quimico electrénico junto con su valor negativo que
es definido como la electronegatividad de Mulliken, la dureza y finalmente, el indice
electrofilicidad [53]. Por otro lado, en el apartado B de la misma Figura 2.1, se presentan los
descriptores de reactividad local. En el caso de la aproximacion de ndcleo congelado (FC)
[50], donde py(r) es la densidad electronica del orbital HOMO, y py(r) es la densidad
electronica del orbital LUMO. En el caso de la aproximacion de diferencias finitas (FD) [50],

existen dos posibilidades, por un lado hacer el calculo empleando la densidad electronica de
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las especies anidnica py_4(r), cationica py,,(r) y neutra py (r).y por otro lado empleando
las cargas atomicas [51], donde q; es la carga atémica en el sitio jsim, anionico (N + 1),
cationico (N — 1) y neutra (N), de las especies quimicas. Finalmente en la Gltima seccion se
muestra el indice de interacciones no covalentes (NCI) [52], mediante esta expresion es
posible visualizar las zonas de interaccién maxima dentro de los &tomos de la molécula a
partir del gradiente de densidad reducido. Una vez que se realiza la descripcion de la
reactividad de las moléculas mediante la DFT, se pueden realizar también otros estudios que

permitan conocer sus propiedades bioactivas.

4 I.  Potencial quimico electronico
E 1
/ u=(%) =-la-24 ewm
A Descriptores . v(r)
de reactividad 1. Electronegatividad
lobal < —X=u 2.29)
globa ii. Dureza
_ (o [ #%E
= 61\'),,(,«) - (EN3=U‘-“J) @30
iv. Indice de electrofilicidad global
N i
w== @31
A
(f 1. Aproximaciéon FC
Descriptores de _ () = @p(r)ea(r) = py(r) (2.32)
tividad B.Descriptores ) = ei(Meu(r) = pu(r) (233)
reactivida de reactividad ii. FD  calculada con  densidades
local electronicas
) = pu(r) — pu-1(1) (2.34)
< P =pm e @39)
£o0) =S lewa(r) — py-2 ()] 2:36)
u1.  FD calculada con cargas
) =qm-0— %G (2.37)
1) = @00 — e (2.38)
5O =1, @00~ 4eren)2:39)
C.Indice de
interacciones s(r) =3 (3:1 T :}f ::’s' (2.40)
\ no covalentes

Figura 2.1 Mapa conceptual de los descriptores de reactividad derivados de la DFT, elaboracion

propia.

2.3 Disefio de farmacos asistido por ordenador

El disefio racional de farmacos ha avanzado mucho gracias a que cada vez mejora la
eficiencia de computo de los modelos matematicos. En este sentido, existe una amplia gama
de algoritmos, cuyo objetivo principal es analizar las caracteristicas farmacologicas de las
moléculas. En la figura 2.2 se muestra un diagrama de flujo de los principales caminos

seguidos en la busqueda de potenciales compuestos guia [30]. Este diagrama incluye el
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disefio de farmacos basado en la estructura y por otro lado, el disefio de farmacos basado en
el ligante [30]. Un paso esencial en todos los casos es el estudio de acoplamiento molecular
y finalmente, la validacion se realiza mediante el calculo de la dindmica molecular [30]. Cabe
mencionar que debido a que los receptores poseen los sitios de union de un farmaco es

primordial conocer la estructura del objetivo o target [13].

- . y ~ .- . .
;7 Diseiio-de farmacos basado en estructura N Diseio de farmacos basado-en el ligante
/ \
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Figura 2.2 Diagrama de flujo que resume los pasos empleados durante el disefio de farmacos

asistido por ordenador, basada en Figura 9 de [30].

2.3.1 Estudio de acoplamiento molecular

La teoria del acoplamiento molecular (docking) proviene del concepto de “llave-cerradura”
propuesta por Fischer [54]. Los primeros métodos de docking reportados se basan en este
principio, en donde se consideraban al ligando y al receptor como cuerpos rigidos [54].
Posteriormente Koshland plante6 que el sitio activo de una proteina cambia su conformacion
dependiendo de las interacciones con el ligando [54], procedimiento de rutina en la
exploracién virtual y optimizacion para el disefio de farmacos [30]. Se puede decir que los
objetivos principales del estudio de acoplamiento molecular son: predecir la conformacién o

pose de union de un ligando en un complejo ligando-receptor y evaluar la afinidad de unién
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que esta dada por la funcion de puntuacion, ver figura 2.3 [54] En este sentido. Algunos de
los algoritmos de acoplamiento que destacan el disefio de farmacos basado en la estructura
son: Disefio de farmacos basado en fragmentos, de acoplamiento flexible o rigido y el

acoplamiento en solucion y pH especificos [30].

Figura 2.3 llustracion del proceso de acoplamiento para hallar la pose de unién y su afinidad

asociada, basada en Figura 1 de [55].

Como se menciond, un punto importante en el acopamiento es la flexibilidad del complejo. En este
sentido, existen tres posibilidades: el acoplamiento rigido-rigido donde la proteina es tratada como
un cuerpo rigido y solo se exploran grados de libertad traslacionales y rotacionales, mientras que el
ligando es considerado un cuerpo rigido sin grados de libertad conformacional, el segundo tipo de
acoplamiento es el rigido-flexible en el cual la proteina es tratada como rigida pero se exploran los
grados de libertad traslacionales, rotacionales y conformacionales del ligando, el tercer tipo de
acoplamiento es flexible-flexible, aqui la proteina se considera parcial o totalmente flexible y se
pueden explorar los grados de libertad del ligando [54]. En la tabla 2.2 se muestran diferentes
algoritmos donde se indican sus caracteristicas, en este sentido es importante mencionar que los
principales algoritmos en la blsqueda de las soluciones de los candidatos en el proceso del
acoplamiento son: los algoritmos sistematicos, aleatorios o estocésticos y por otro lado los métodos
de simulacién deterministica que incluye el calculo de minimizacién de la energia y de dinamica

molecular [54].
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Tabla 2.2 Resumen de softwares para el estudio de acoplamiento molecular y algunas de sus

Nombre

AutoDock 4

Autodock VINA

Dock

Glide

rDOCK

caracteristicas mas importantes, elaboracion propia.

Algoritmo
de busqueda
Algoritmo
genético
Algoritmo
genético
Algoritmo de
fragmentacio
n
Blsqueda
sistematica
exhaustiva
Algoritmo
genético,

MC,

minimizacion

Funcién de
puntuacién

Semiempirico

Semiempirico

Campo de
fuerza
molecular

Semiempirico

Campo  de
fuerza

molecular

2.3.2 Estudio de acoplamiento molecular

Caracteristicas

Rigido-flexible

Rigido-flexible

Flexible

Flexible

Rigido

URL

https://autodock.scripps.edu/download

-autodock4/

https://vina.scripps.edu/downloads/

https://dock.compbio.ucsf.edu/

https://newsite.schrodinger.com/platfo

rm/products/glide/

https://rdock.github.io/download/

Ademas del docking molecular, otra técnica importante para el analisis de la interaccion entre

el target con un ligante es el calculo del “movimiento” del complejo 0 dindmica molecular.

En esta se enfatiza la forma del complejo que cambia con el tiempo, esto reduce la capacidad

y aumenta el tiempo de célculo. La dindmica molecular, es una validacion esencial antes de

poder sacar cualquier conclusion del estudio de acoplamiento, debido a que involucra el

analisis de los principios del disefio de farmacos que se muestran a continuacion [30]:

A. Acoplamiento rapido y tiempo largo de residencia.

B. Acoplamiento lento pero tiempo largo de residencia.
C. Acoplamiento rapido y tiempo corto de residencia.
D.

Acoplamiento lento y tiempo corto de residencia.

Este protocolo se basa en algoritmos de calculos tedricos y nos brinda una opcion alternativa

a la realizacion de pruebas experimentales bioquimicas al azar [30]. En este sentido, existen
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investigaciones que basan su busqueda de ligantes en fuentes naturales, con lo que se

obtienen una gran diversidad de opciones de moléculas bioactivas de estudio [13].

Desde sus inicios en los afios 60’s, la dinamica junto con desarrollos en la fisicoquimica,
biogquimica, tecnologia y computacion se ha convertido en una poderosa herramienta en la
exploracién virtual y optimizacion para la deteccion y comprension de compuestos quimicos
orientados al disefio de farmacos [30]. En la ecuacion (2.41) se muestra la expresion que
describe la aproximacion de las fuerzas atomicas que rigen el movimiento molecular. Los
primeros tres términos de la ecuacion son las fuerzas causadas por interacciones entre los
atomos que estan quimicamente unidos entre si, mientras el ultimo término es para describir
las fuerzas causadas por &tomos que no estan unidos [56]. Los enlaces quimicos y los angulos
atdbmicos se modelan mediante resortes simples y angulos diedros, es decir, rotaciones en
torno a un enlace. Eso mediante una funcién sinusoidal que aproxima las diferencias de
energia entre las conformaciones eclipsada y escalonada. Por otro lado, las fuerzas no
enlazada, surgen debido a las interacciones de Van der Waals, modeladas mediante el
potencial de Lennard-Jones y las interacciones electrostaticas se modelan empleando la lay

de Coulomb [56]. En la Figura 2.3 se ilustran las fuerzas involucradas en la ecuacién (2.41).

2 2 Vn
Etotal = Zenlaces Kr(r - req) + Zéngulos KH (6 - eeq) + Z? [1 + cos(nq_’) - )/)] +

ij [ Aij  Byj + @] (2.39)

12 6
Rij Rij ERij
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Figura 2.4 Representacion de las interacciones que describen el movimiento molecular, basada en
Figura 3 de [56].
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Capitulo 3. Metodologia

En el presente trabajo se realiz6 un cribado virtual de 101 fitoquimicos bioactivos (Tabla A-
1) mediante un primer estudio de acoplamiento molecular. Las estructuras de los compuestos
se construyeron utilizando el codigo SMILES obtenido en la base de datos PubChem [57].
Las estructuras de las seis moléculas con una pose de union adecuada: aliina, astragalina,
acido hibiscus, acido garcinia, &cido (2S,3S)-hidroxicitrico y acido (2S,3R)-hidroxicitrico
fueron sometidas a una optimizacion geométrica completa en la fase acuosa empleando
diferentes niveles de teoria. En los capitulos 3 y 4 para las moléculas aliina y astragalina se
empled el nivel de teoria X / DGDZVP [58] (donde X = B3LYP [59, 60], M06 [61], MO6L
[62], y ®B97XD [63]), en el capitulo 5 para &cido hibiscus y &cido garcinia y en el capitulo
6 para el acido (2S,3S)-hidroxicitrico se empleé el nivel X / 6-311G (d,p) [64] (donde X =
B3LYP[59, 60] y B3PW91 [65]). Finalmente, en el capitulo 6 para el acido (2S,3R)-
hidroxicitrico se utilizo el nivel de teoria X / 6-311++G (d,p) [66] (donde X = B3LYP [59,
60] y B3PWO1 [65]). La optimizacion de la fase disolvente se llevd a cabo utilizando el
modelo de continuo polarizable (PCM) desarrollado por Tomasi y colaboradores [67, 68].
En todos los casos se calcularon las frecuencias de vibracion para asegurarse de que los
puntos estacionarios fueran minimos en la superficie de energia potencial. Todos los célculos
cuénticos aqui reportados fueron realizados con el paquete Gaussian 09 [69], y visualizados
con los paquetes GaussView [70], Arguslab [71], Gabedit [72] y Multwfn [73]. El estudio de
acoplamiento para las moléculas aliina, astragalina, acido hibiscus, acido garcinia y acido
(2S,3S)-hidroxicitrico El estudio de acoplamiento se realizd a través del servidor web
SwissDock, implementado por el Instituto Suizo de Bioinformatica [38] y en el caso del
diasteroisomero (2S,3R) del &cido hidroxicitrico se utiliz6 el software AutoDock Tools [74].
El complejo ligando-receptor se realizé6 mediante los programas Chimera [39] y Discovery
Studio Visualizer 2019 [40], mientras que el calculo y la visualizacion de la dindmica
molecular se realizaron mediante los programas GROMACS [41] y VMD [42],
respectivamente. Se generd una caja de simulacion y el complejo proteina-ligando se colocé
en el centro de la caja. Se mantuvo al menos 1.0 nm desde el borde del ligando proteico hasta
el limite de la caja cubica. Posteriormente, se agregaron a la caja de simulacién las moléculas

de solvente (agua) y iones Na* para para solvatar y equilibrar las cargas en el sistema. Antes
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de la simulacion MD, se realiz6 un proceso de minimizacién de energia para garantizar una

estructura inicial razonable en términos de geometria y orientacion del solvente. Despues, el

equilibrio se llevo a cabo en dos fases. La primera fase se llevd a cabo bajo un conjunto NVT

(ndmero constante de particulas, volumen y temperatura) hasta que la temperatura del sistema

alcanzd una meseta en el valor deseado. En el siguiente paso, para estabilizar la presion y

alcanzar la densidad adecuada, el equilibrio de presion se realizé bajo un conjunto NPT

(conjunto isotérmico-isobarico) durante 1 ns. Luego se realiz6 una MD durante 100 ns para

analizar la estabilidad del complejo proteina-ligando. Este procedimiento se resume en la

siguiente tabla:

Tabla. 3.1. Resumen de las moléculas estudiadas y la informacién de célculo.

Molécula Capitulo Nivel de teoria Caracteristicas del
estudio de

acoplamiento

Aliina 3 X / DGDZVP [58] (donde X = B3LYP SwissDock, implementado
[59, 60], M06 [61], MO6L [62], y por el Instituto Suizo de
®B97XD [63]) Bioinformatica [38]
Astragalina 4 X / DGDZVP [58] (donde X = B3LYP SwissDock, implementado
[59, 60], M06 [61], MO6L [62], ¥ por el Instituto Suizo de
®B97XD [63]) Bioinformatica [38]
Acido 5 X /6-311G (d,p) [64] (donde X = SwissDock, implementado
hibiscus B3LYP[59, 60] y B3PW91 [65]) por el Instituto Suizo de
Bioinformatica [38]
Acido 5 X /6-311G (d,p) [64] (donde X = SwissDock, implementado
garcinia B3LYP[59, 60] y B3PW91 [65]) por el Instituto Suizo de
Bioinformatica [38]
Acido 6 X /6-311G (d,p) [64] (donde X = SwissDock, implementado
(2S,3S)- B3LYP[59, 60] y B3PW91 [65]) por el Instituto Suizo de

hidroxicitrico Bioinformética [38]

Acido 6 X/ 6-311++G (d,p) [66] (donde X = AutoDock Tools [74]
(25.3R)- B3LYP[59, 60] y B3PWO1 [65]

hidroxicitrico

Caracteristicas de la

simulacién MD

Moléculas de agua=19212

tvp (ns) =20

Moléculas de agua=19209
tmp (ns) =50

Moléculas de agua=19209
tvp (ns) =100

Moléculas de agua=19208
tmp (ns) =100

Moléculas de agua=19210
tmp (ns) =100

NA
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Capitulo 4. Reactividad quimica de aliina y sus interacciones

moleculares con la proteasa MP™ del SARS-CoV-2

La aliina (acido (2R)-2-amino-3-[(S)-prop-2-enilsufanil]propanoico) es el compuesto
azufrado mas importante presente en el ajo Allium sativum [75]. Es bien sabido que aliina es
un compuesto bioactivo con actividad medicinal, y sus compuestos organosulfurados sirven
como importantes péptidos de almacenamiento e intermedios sintéticos [76]. La aliina ha
mostrado actividad anticancerigena [77] y antibidtica [78]. Ademas, la aliina presenta
acciones cardio y neuro protectoras y es capaz de suprimir las respuestas inflamatorias [76].
Asimismo, se ha estudiado su actividad antiviral contra el herpes simple tipo 1y 2, gripe tipo
3, virus vaccinia, estomatitis vesicular y rinovirus humano. Sin embargo, a las
concentraciones de trabajo ha presentado citotoxicidad por lo que es necesario ampliar el
estudio [79]. Ademas, la aliina y sus sulféxidos derivados han mostrado un mecanismo de
accion que previene la formacion de radicales libres por captura de electrones, lo que da lugar
a su actividad antioxidante [80]. También se ha evaluado como inhibidor de la MP™ del
SARS-CoV-2 mediante el estudio de acoplamiento molecular y dinamica molecular [81]. Se
descubrié que la formacion de enlaces de hidrogeno entre esta proteasa de tipo serina y la
aliina en las regiones del sitio activo inhibe el brote de COVID-19 [81]. Este Gltimo resultado
sugiere que la aliina puede utilizarse aislada o en combinacion con el principal farmaco
terapedtico para tener una terapia eficaz para erradicar el SARS-CoV-2 con los menores
efectos secundarios y toxicidad [82]. Sin embargo, no se ha desarrollado ningin farmaco
basado en el potencial de esta molécula bioactiva. En este sentido, la determinacion de sus
propiedades electrénicas podria permitir comprender el efecto terapéutico hacia diferentes
enfermedades. Hasta donde sabemos, solo se han estudiado diferentes derivados azufrados
de aliina desde el punto de vista tedrico empleando métodos semiempiricos [83] y métodos
ab initio para investigar sus propiedades estructurales, modos vibracionales y estructura
electronica [84]. Por lo tanto, en el presente trabajo, determinamos los parametros de
reactividad global y local de aliina y analizamos sus interacciones moleculares en el sitio de

unién para evaluar la capacidad de este compuesto para inhibir la MP™,
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Figura 4.1. Estructura quimica de aliina (acido (2R)-2-amino-3-[(S)-prop-2-
enilsufanil]propanoico).

4.1 Metodologia

La estructura de aliina se sometid a una optimizacion geométrica completa en la fase acuosa
empleando el nivel tedrico X/IDGDZVP [58] (donde X = B3LYP,[19] M06,[20] MO6L,[21]
y ®B97XD[22]). La optimizacion de la fase disolvente se llevo a cabo utilizando el modelo
polarizable continuo (PCM) desarrollado por Tomasi et al [67]. En todos los casos, se
calcularon las frecuencias vibratorias para garantizar que los puntos estacionarios fueran
minimos en la superficie de energia potencial. Todos los calculos cuénticos aqui reportados
se realizaron con el programa Gaussian 09 [69] y se visualizaron con los pagquetes GaussView
[70], Gabedit [85] y Multwfn [73]. El estudio de acoplamiento se realizé a través del servidor
web SwissDock, implementado por el Instituto Suizo de Bioinformatica [38]. EI complejo
ligando-receptor se realiz6 mediante los programas Chimera [39] y Discovery Studio
Visualizer 2019 [40], mientras que el calculo y la visualizacién de la dindmica molecular se
realizaron mediante los programas GROMACS [41] y VMD [42], respectivamente. Se
generd una caja de simulacion y el complejo proteina-ligando se coloc6 en el centro de la
caja. Se mantuvo al menos 1.0 nm desde el borde del ligando proteico hasta el limite de la
caja cubica. Posteriormente, se agregaron a la caja de simulacion 19,208 moléculas de
solvente (agua) y 4 iones Na* para ambas moléculas para solvatar y equilibrar las cargas en
el sistema. Antes de la simulacion MD, se realiz6 un proceso de minimizacién de energia
para garantizar una estructura inicial razonable en términos de geometria y orientacion del
solvente. Después, el equilibrio se llevo a cabo en dos fases: la primera fase se llevo a cabo
bajo un conjunto NVT (nUmero constante de particulas, volumen y temperatura) hasta que la
temperatura del sistema alcanzd una meseta en el valor deseado. En el siguiente paso, para

estabilizar la presion y alcanzar la densidad adecuada, el equilibrio de presion se realizo bajo
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un conjunto NPT (conjunto isotérmico-isobarico) durante 1 ns. Luego se realizd una MD

durante 100 ns para analizar la estabilidad del complejo proteina-ligando.

4.2 Resultados y discusion
Los resultados presentados aqui, se obtuvieron después de seleccionar las moléculas en el
primer estudio de acoplamiento. Se continué con la evaluacion de las propiedades

fisicoquimicas y farmacocinéticas.

4.2.1 Regla de cinco de Lipinski y prediccion ADMET

La regla de cinco de Lipinski y los pardmetros ADMET de aliina se calcularon usando el
servidor ADMETIab 2.0 [86]. Aliina obedece a la regla de cinco de Lipinski que incluye las
siguientes propiedades (valores 6ptimos entre paréntesis [87]): logP de -2.91 (<5), nimero
de aceptores de enlaces de hidrégeno AHB de 4 (<10), numero de donadores de enlaces de
hidrégeno DHB igual a 3 (<5), nimero de enlaces rotativos igual a 5 (<10) y peso molecular
de 177.05 g / mol (<500). La Tabla 4.1 muestra los resultados de la prediccion de las
propiedades ADMET, aqui, aliina mostré un valor de permeabilidad Caco-2 que excedio al
minimo, sin embargo, su absorcion intestinal es alta. Ademas, presenta valores aceptables de
distribucion en el organismo. En cuanto al metabolismo, se predijo que aliina es sustrato para
los subtipos A2, 2C19 y 2CD6, ademas no es metabolizada por CYP3A4 y podria inhibir a
CYP2C9. La liquidacion total de aliina es baja, mientras que su tiempo de vida media es
corto. Finalmente se utilizaron pruebas para conocer su toxicidad, lo que reveld que la
molécula no muestra hepatoxicidad, presenta mutagenecidad media segun la prueba AMES
y baja toxicidad oral en ratas y carcinogenecidad.
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Tabla 4.1. Prediccién in silico de las propiedades ADMET de la molécula aliina. Los datos que se

reportan se obtuvieron con el software MGA y RDK:it, implementado en el servidor ADMETIlab

Propiedad

Absorcién

Distribucion

Metabolismo

Excrecion

Toxicidad

2.0 [86].

Nombre del modelo

Permeabilidad Caco-2

Absorcién intestinal (humana)

Unidn a las proteinas del plasma
Distribucion de volumen
Inhibidor CYPA2
Sustrato CYPA2
Inhibidor CYP2C19
SustratoCYP2C19
Inhibidor CYP2C9
SustratoCYP2C9
Inhibidor CYP2CD6
Sustrato CYP2CD6
Inhibidor CYP3A4
Sustrato CYP3A4

Liquidacion total

Tiempo de vida media

Hepatoxicidad humana

Toxicidad AMES

Toxicidad oral aguda en ratas

Carcinogenecidad

Valor 6ptimo Valor de
aliina
>-5.15 (log Papp en10-6 -5.65
cm/s)
Categérico: Alta, media, Alta
baja
<90 % 28.10 %
0.04-20 L/ Kg 0.35
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) Si
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) Si
Categorico (Si/No) Si
Categoérico (Si/No) No
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) Si
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) No
Alta >15 4.60
Moderada 5-15
Baja <5 (log ml/min/kg)
Vida media larga > 3h 0.81
Vida media corta < 3h
Categorico (Si/No) No
Categérico: Alta, media, Media
baja
Baja 0 0.238
Alta 1 (log
mg/kg_bwi/dia)
Probabilidad 0.3
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4.2.2 Optimizacion de geometria en fase acuosa de la estructura de aliina con DFT
La estructura de aliina se optimizo sin restricciones en el nivel terico X/DGDZVP en fase

acuosa [58] (donde X = B3LYP[59], M06 [61], MO6L [62] y ®B97XD [63]), y la estructura
optimizada se esquematiza en la Figura 4.2. Aqui es importante mencionar que no se
obtuvieron diferencias significativas, ni en distancias ni en angulos, cuando se considero el
efecto del solvente en los diferentes niveles de teoria empleados en este trabajo. Todos los
valores de frecuencia calculados en el nivel tedrico X / DGDZVP [58] en ambas fases fueron
positivos y concuerdan con los valores reportados en la literatura, lo que sugiere que el nivel

de teoria empleado es capaz de predecir las propiedades electronicas de la aliina.

’9 9
°.

J 1.35

DA=287.46° ‘J

W
1.54°%

Figura 4.2. Estructura de la aliina optimizada al nivel teérico B3LYP/DGDZVP en la fase acuosa
utilizando el modelo de solucion PCM. Las distancias de enlace se dan en Angstroms, DA=Angulo
diedro.

En la Figura 4.3 se muestra un resumen de las bandas principales para la fase acuosa presente
en el espectro de aliina, que estan a 270 cm™ para un doblamiento NH fuera del plano, 580
cm-1 para un doblamiento OH fuera del plano, 970 cm™ estiramiento S=0, 1160 cm™,
estiramiento N-C, 1780 cm™ estiramiento C=0, 3060 cm™ estiramiento C-H, 3500 cm™

estiramiento N-H y 3690 cm* estiramiento O-H.
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Figura 4.3. Espectro IR tedrico de aliina en la fase acuosa obtenido al nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP.

4.2.3 Descriptores de reactividad global

Los descriptores de reactividad global para la aliina se evaluaron utilizando las ecuaciones
(2.28) a (2.31) y se reportan en la Tabla 4.2. Los valores de energia de ionizacion indican que
es costoso, desde el punto de vista energético, el donar electrones, mientras que la afinidad
electronica indica que es favorable aceptar electrones, por lo que aliina actia como oxidante
y esto se puede comparar con el 6xido de nitrégeno, para el cual se han reportado valores
similares al nivel de teoria M062x / 6-311+G(2d,2p) [88]. Al comparar los diferentes niveles
de teoria empleados para el calculo, se observa que para los descriptores I, u 'y n los valores
del funcional MOG6L varian en comparacion con los demas, lo que estaria relacionado con
contribuciones de tipo organometalicas no covalentes [61, 89], posiblemente debido a la

estructura de organoazufre.
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Tabla 4.2 Pardmetros de reactividad global calculados para aliina, evaluados en el nivel teérico
X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD) en fases acuosa y gaseosa, usando las
ecuaciones (2.28) a (2.31). Los valores entre paréntesis corresponden a los valores calculados
utilizando el teorema de Koopmans [90].

1/eV AleV | uleV | nleVv w pt x/leV | @leV  o'/eV o/
eV

B3LYP 6.76 094 -38 581  -676 -094 38 127 008  3.93
(083) (-6.76) (3.80) (5.92) (0.83) (6.76) (-3.80) (1.22) (3.85)  (0.06)

MO06 6.89 082 -386 607 689 -082 38 @ 122 0.06 3.01
(051) | (-7.07) (379 (656) (051 (7.07) (-3.79) (1.09) (3.81)  (0.02)
MO6L 8.64 096 -480 768  -8.64 096 480 150 006 | 4.86

(0.96)  (5.89) (2.46) (6.85) (-0.96) (5.89) (-2.46) (0.44) (253) (0.07)
WB97XD = 6.92 033 -363 659 692 -033 363 100 0.01 3.63
(1.28)  (-8.90) (3.81) (10.18) (-1.28) (8.90) (-3.81) (0.71) (3.89)  (0.08)

4.2.4 Descriptores de reactividad local

La reactividad local de un sistema molecular se puede evaluar mediante la Funcién Fukui,
utilizando las aproximaciones FC y FD. La Figura 4.4 muestra la distribucion de los sitios
electrofilos en aliina, utilizando la aproximacion FC en la fase acuosa. Tenga en cuenta que
para alliina la distribucion HOMO se localiza sobre el sulfoxido y el alqueno, mientras que
la distribucion LUMO se localiza sobre toda la molécula exceptuando a los hidrégenos

unidos por nitrogeno.

a) b)

Figura 4.4. Distribuciones HOMO y LUMO de aliina obtenidas en el nivel tedrico
B3LYP/DGDZVP en la fase acuosa utilizando el modelo de solucién PCM. En todos los casos las

isosuperficies se obtuvieron a 0.08 e/u.a.’.
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La evaluacion de la Funcion Fukui utilizando la aproximacion FD (ecuaciones (2.34)-(2.36))
en la fase acuosa se muestra en la Figura 4.5 para la aliina. Los sitios méas activos hacia los
ataques nucleofilicos se encuentran en los carbonos del alqueno (Figura 4.5a). Para los
ataques electrofilicos, los sitios mas reactivos se encuentran en la region del sulfoxido (Figura
4.5b), mientras que para los ataques de radicales libres los sitios mas reactivos coinciden con
los sitios en donde se llevan a cabo los ataques nucleofilicos y electrofilicos (Figura 4.5c¢).

a) b)

c) D ¢

Figura 4.5. Isosuperficies de las funciones de Fukui para la aliina segtn las ecuaciones (2.34)-
(2.36)) en el nivel teérico B3LYP/DGDZVP utilizando el modelo de solucién PCM. En el caso de
(a) ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) radicales libres. En todos los casos las
isosuperficies se obtuvieron a 0,008 e/a.u.® Los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas

de cada molécula.

Ademas, es posible condensar la funcion de Fukui a través de las ecuaciones (2.37)-(2.39)
para identificar la distribucion puntual de los sitios activos porque los valores mas altos de
CFF corresponden a los &tomos mas reactivos en la molécula [50]. En el caso de ecuaciones
(2.37)-(2.39), utilizamos el analisis poblaciénal de Hirshfeld para evaluar los valores de CFF
porque los valores obtenidos no son negativos [91, 92]. Los valores de CFF para ataques
nucleofilicos en los diferentes niveles de la teoria, para aliina calculados en fase acuosa, se
muestran en la Figura 4.6. Tenga en cuenta que la aliina exhibe los sitios méas susceptibles a
los ataques nucleofilicos sobre el alqueno; en el caso del ataque electrofilico, los sitios mas
reactivos estan en la zona del sulféxido (Figura 4.7); mientras que los sitios mas reactivos

ante el ataque de los radicales libres son 1C, 9C, 4S y 50 (Figura 4.8).
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Figura 4.6. Valores condensados de la funcién de Fukui para ataques nucleofilicos a aliina en el
nivel tedrico X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ©B97XD), en fase acuosa usando la

poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos de puntos muestran las zonas
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Figura 4.7. Valores condensados de la funcion de Fukui para ataques electrofilos a aliina en el nivel
teorico X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa empleando la

poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), la linea discontinua Los circulos muestran las

zonas mas reactivas en cada molécula.
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Figura 4.8. Valores condensados de la funcion de Fukui para ataques de radicales libres a la aliina
en el nivel teérico X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa
empleando la poblacidn de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39). Los circulos discontinuos

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
Ademaés de los descriptores de reactividad global y local, es posible analizar la reactividad
quimica a través de mapas de potencial electrostatico molecular (MEP) [31]. La Figura 4.9
muestra los MEP de la molécula de aliina, en esta imagen las areas de potencial negativo
(color rojo) se caracterizan por una abundancia de electrones, mientras que las areas de
potencial positivo (color azul) se caracterizan por una relativa falta de electrones. La alliina
exhibe los valores mas altos de potencial en los atomos de hidrégeno y sobre la amina en
comparacion con los otros atomos, por lo tanto, tienen una menor densidad de electrones a
su alrededor y muestran que el carboxilo y el sulfoxido son los sitios con menor potencial y,

en consecuencia, son los sitios activos mas electrofilicos.
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Figura 4.9. Mapeo de los potenciales electrostaticos evaluados en el nivel teérico B3LYP/DGDZVP
utilizando el modelo de solvatacion PCM, en una isosuperficie de densidad (valor =0.002 e/a.u.®)

para aliina.

El indice NCI describe que en regiones alejadas de la molécula, la densidad disminuye a cero
exponencialmente y, en consecuencia, el gradiente reducido tendréa grandes valores positivos;
mientras que en regiones de enlace covalente e interacciones no covalentes, el gradiente
reducido tendra valores cercanos a cero [52]. La Figura 4.10 muestra este grafico para aliina;
tenga en cuenta que, en la regién de gradiente reducido bajo, se observan varias interacciones.
Los cuatro picos localizados en valores negativos, se relacionan con interacciones
estabilizantes, el pico a -0.020 es debido a la estabilizacion entre el oxigeno del sulfoxido, el
nitrégeno de la amina y el hidrégeno del carbono intermedio, el pico a -0-015 es debido a la
interaccidn entre el nitrégeno de la amina y el oxigeno del carbonilo del carboxilo, a -0.010
ocurre la interaccion entre el oxigeno del hidroxilo del carboxilo y los hidrégenos de los dos
carbonos laterales y el pico a -0-005 se debe a las interacciones entre el alqueno y el
hidrogeno del carbono lateral. Por otro lado, los picos ubicados en valores positivos son
debido a interacciones repulsivas y desestabilizantes, en 0.005 debido a interacciones entre
los carbonos del carboxilo, de laamina y el carbono lateral, a 0.010 debido a las interacciones
entre el nitrdgeno y el carbono del carboxilo y en 0.015 ocurre la interaccion entre el enlace
7 del sulfoxido y la amina. Para verificar este resultado, se trazd la isosuperficie s(r) de la

estructura de aliina, (Figura 4.11).
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Figura 4.10. Grafico del gradiente de densidad reducido frente al signo (\2) p para la aliina en la

fase acuosa.

Figura 4.11. Area de isosuperficie de NCI para aliina en fase acuosa.

4.2.5 Estudio de acoplamiento molecular

Para analizar la posible influencia de la estructura de la aliina en su papel como inhibidor de
la replicacion del virus SARS-CoV-2 y el tratamiento de la enfermedad COVID-19, se
analizo la configuracion éptima del ligando/proteina y la afinidad de unién de la aliina a
Mpro. La Figura 4.12 muestra la configuracion aliina/MP™, donde la energia de union es -
7.12 kcal mol™, que es una afinidad mas negativa que el AG de -5.23 Kcal mol™* reportado
en la literatura [93], lo que mejora su afinidad por la proteasa principal. Ademas, se ha

reportado un acoplamiento molecular de aliina con la proteasa MP™ con una energia de union
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igual a -9.6962 kcal mol?. Sin embargo, el acoplamiento se produjo en presencia del
inhibidor N3, esto disminuye el numero de interacciones con los residuos del sitio activo
[81]. Para identificar las interacciones alrededor de 3 A, las interacciones se trazaron en un
mapa 2D como se muestra en la Figura 4.13, por lo que se observa que la aliina tiene
interacciones de van der Waals en el sitio catalitico del MP™ reportado [3]. La interaccion de
la aliina con el sitio catalitico de MP™ se da en los residuos CYS145 y HSD164, que se
considera la diada catalitica, ademés de ASN142, MET165, HSD163, GLU166, HSD41,
interaccion de tipo alquilo con MET49 y por puente de hidrogeno con PHE140.

Figura 4.12. Sitio de unién de aliina en la proteasa MP™ del SARS-CoV-2.

HSD SER
164 144
LEU
GLY 141
143 MET HSD
LTER (D 165 163
49
CYS HSD
145 172
li
H
GLN /
T

Figura 4.13. Mapeo 2D de interacciones ligando/proteina para aliina.
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4.2.5.1 Simulacion de dinamica molecular

La simulacion de dinamica molecular nos permite validar el estudio de acoplamiento
evaluando la estabilidad de los compuestos acoplados a una proteina, a partir de la
descripcion de las fuerzas. Aqui es importante mencionar que recientemente se reporté en la
literatura un estudio de dinamica molecular de aliina-MP™ pero con un RMSD mayor a 2 A,
(ver Figura 2 en la referencia 12), [81] el cual es mayor que los valores promedio de un
RMSD confiable. En este trabajo, se realizé la simulacion de dinamica molecular durante 20
ns para el complejo aliina-MP™ como se muestra en la Figura 3.14. EIl sistema alcanzo el
equilibrio después de 10 ns y fluctud alrededor del valor medio de 0.8 A hasta el final de la
simulacion, lo que sugiere que la formacion de un complejo proteina-ligando es estable y

puede ser una forma inactiva del receptor MP™ [81, 94].

1.2

0 5 10 15 20
t/ns

Figura 4.14. Resultados de la simulacion de dinamica molecular para el complejo.aliina/MP™® a lo
largo de 20 ns.

4.3 Conclusiones

En el presente capitulo se realizé el estudio de similaridad de farmacos, los resultados
sugieren que aliina presenta buena biodisponibilidad oral debido a que no presenta ninguna
violacion a la regla de cinco de Lipinski, mientras que la prediccion in silico de las
propiedades ADMET de aliina indica que la molécula tiene un perfil farmacocinético
adecuado para considerarlo en el estudio. Posteriormente, se realiz6 el célculo de la

reactividad quimica molecular de la estructura de aliina en fase acuosa. Mediante la funcion
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Fukui se identificé que los sitios mas activos hacia los nucleofilos se ubican en 1C, 2Cy 9C
para ataques electrofilicos 3C, 4S y 50 y para ataques de radicales libres los sitios méas
reactivos son los mismos sitios que para ataques nucleofilicos y electrofilicos y no hubo
cambios significativos en las dos fases. Tambien se calcul6 que la energia de union para la
configuracion aliina/MP™ era igual a -7.12 kcal mol™?. Alliina mostr6 interacciones con
residuos importantes del sitio activo del receptor MP™, ademas de permanecer en el sitio
activo durante 20 ns con un valor de RMSD de alrededor de 8 A, estos resultados sugieren

que aliina podria ser un buen candidato de estudio para el tratamiento del SARS-CoV-2.
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Capitulo 5. Estudio computacional de la reactividad quimica de
la astragalina y analisis de su capacidad inhibitoria hacia la
proteasa MP"™ del SARS-CoV-2 mediante docking y dinamica
molecular

Los flavonoides son el mayor grupo de compuestos fitoquimicos de las plantas superiores y
también pertenecen a los metabolitos secundarios que se encuentran en frutas, verduras,
semillas, raices y otros productos vegetales como té y vino [95]. Se ha asociado a muchos de
estos compuestos con multiples efectos beneficiosos para salud debido a sus propiedades
antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerigenas [95]. En las plantas llevan a cabo un
papel importante como componentes de las células para defenderse de patdgenos, insectos y
otros entornos estresantes [95]. Los flavonoides son moléculas fendlicas hidroxiladas
derivadas del 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1,4-benzopirona), que consta de dos anillos de
benceno unido por un anillo heterociclico de pireno [95]. En este sentido, el flavonoide
astragalina (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-2-ilJoxicromen-4-ona) (Figura 5.1) que se encuentra presente en las
flores de Delonix regia [96, 97] y Gossypium malvaceae (flor de algodon) [98], se ha
seleccionado para su estudio debido a que ha mostrado tener aplicaciones farmacoldgicas
debido a su efecto analgésico, antiinflamatorio [96] y antiviral [96, 99]. Con respecto al virus
SARS-CoV-2, se han realizado ensayos in vitro para astragalina que demuestran que tiene
una accion eficaz como inhibidor de la proteasa MP™ [98, 100]. Adicionalmente, se han
realizado estudios in silico sobre el acoplamiento molecular con la proteasa MP™ del SARS-
CoV-2 donde se obtuvieron afinidades de unién de -7.87 kcal mol™ [101] y -7.90 kcal mol*
[102]. Ademas, se ha calculado la simulacion de dindmica molecular de MP™ complejada con
un inhibidor y el compuesto bioactivo astragalina donde se obtuvo un valor de alrededor de
2 A [101]. Sin embargo, aln no se ha realizado este estudio sin la presencia de un inhibidor
y tampoco se ha estudiado a astragalina usando la Teoria de los Funcionales de la Densidad.
Por lo anterior, es necesario realizar un estudio computacional de la reactividad y quimicay
el acoplamiento molecular con la proteasa asociada al COVID-19 lo que podria contribuir a

la comprension de la inhibicion enzimética de la proteasa con el objetivo de determinar si
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estas moléculas podrian tener efecto antiviral para prevenir la infeccion provocada por el
SARS-CoV-2 en humanos.

O
O CH,OH
on o Ho— =27 ot
OH
Figura 5.1. Estructuras de astragalina (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxicromen-4-ona).

5.1 Metodologia

En el presente capitulo se realizé la optimizacion de la geometria de la molécula astragalina
utilizando el nivel de teérico X / DGDZVP [58]. (donde X = B3LYP,[19] MO06,[20]
MO6L,[21] y ®B97XD[22]), en la fase acuosa empleando el modelo polarizable continuo
(PCM) desarrollado por Tomasi et al [67]. Los calculos que se reportan a continuacion se
realizaron empleando el programa Gaussian 09 [69], mientras que la visualizacién de los
resultados se realizd con los paquetes GaussView [70], Gabedit [85] y Multwfn [73].
Posteriormente, se realizé el estudio de acoplamiento molecular empleando el sitio web
SwissDock [38] y las interacciones del complejo se analizaron utilizando los programas
Chimera [39] y Discovery Studio Visualizer 2019 [40]. Finalmente, el célculo y la
visualizacion de la dindmica molecular se realizaron mediante los programas GROMACS
[41] y VMD [42], respectivamente. La simulacion de dinamica molecular se Ilevo a cabo en
una caja ctbica con el complejo centrado. A continuacion, se agregaron 19,209 moléculas de
agua a la caja de simulacién y 4 iones Na* para para solvatar y equilibrar las cargas en el
sistema. El primer paso fue realizar la minimizacion de energia del sistema. Posteriormente,
se llevo a cabo el equilibrio en dos fases, primero bajo un conjunto NVT y después bajo un
conjunto NPT durante 1 ns. Después se procedio a realizar la simulacion de dinamica
molecular durante 50 ns con la finalidad de conocer la estabilidad del complejo y el tiempo

de residencia.
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5.2 Resultados y discusion
5.2.1 Regla de cinco de Lipinski y propiedades ADMET

La regla de cinco de Lipinski y los parametros ADMET de astragalina se calcularon usando
el servidor ADMET Iab 2.0 [86]. Los valores de la regla de cinco de Lipinski obtenidos para
astragalina incluye las siguientes propiedades (valores optimos entre paréntesis [87]): logP
de 0.02 (<5), nimero de aceptores de enlaces de hidrégeno AHB de 11 (<10), numero de
donadores de enlaces de hidrogeno DHB igual a 7 (<5), nimero de enlaces rotativos igual a
4 (<10) y peso molecular de 448.10 g / mol (<500). Note que astragalina viola la regla una
de las Reglas de Lipinski en cuanto a la formacion de enlaces de hidrdgeno, lo que esta
permitido, sin embargo, se debe tomar en consideracion. La Tabla 5.1 muestra los valores
obtenidos en la prediccion de pardmetros ADMET para astragalina. Se obtuvo un valor de
permeabilidad Caco-2 que excedio al minimo. En cuanto al metabolismo, se predijo que
astragalina es sustrato para el subtipo 2C9. La aclaracion total de astragalina es baja, mientras
que su tiempo de vida media es medio. Finalmente se utilizaron pruebas para conocer su
toxicidad, lo que revel6 que la molécula no muestra hepatoxicidad, presenta mutagenecidad
alta segun la prueba AMES vy baja toxicidad oral en ratas y carcinogenecidad. De acuerdo a
estos resultados es importante poner atencién en la reactividad quimica de astragalina para

determinar si se recomienda como candidato terapeutico.
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Tabla 5.1. Prediccidn in silico de las propiedades ADMET de astragalina. Los datos que se reportan

se obtuvieron con el software MGA y RDKit, implementado en el servidor ADMET]Iab 2.0 [86].

Propiedad

Absorcién

Distribucion

Metabolismo

Excrecion

Toxicidad

Nombre del modelo

Permeabilidad Caco-2

Absorcion intestinal (humana)

Union a las proteinas del plasma
Distribucion de volumen
Inhibidor CYPA2
Sustrato CYPA2
Inhibidor CYP2C19
SustratoCYP2C19
Inhibidor CYP2C9
SustratoCYP2C9
Inhibidor CYP2CD6
Sustrato CYP2CD6
Inhibidor CYP3A4
Sustrato CYP3A4

Aclaracion total

Tiempo de vida media

Hepatoxicidad humana
Toxicidad AMES

Toxicidad oral aguda en ratas

Carcinogenecidad

Valor 6ptimo Valor de
astragalina
>-5.15 (log Papp en10-6 -6.105
cm/s)
Categorico: Alta, media, Media
baja
<90 % 87.82 %
0.04-20 L/ Kg 0.350
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) No
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) No
Categorico (Si/No) Si
Categoérico (Si/No) No
Categorico (Si/No) No
Categoérico (Si/No) No
Categorico (Si/No) No
Categorico (Si/No) No
Alta >15 3.55
Moderada 5-15
Baja <5 (log ml/min/kg)
Vida media larga > 3h 0.72
Vida media corta < 3h
Categorico (Si/No) Nula
Categérico: Alta, media, Alta
baja
Baja 0 0.010
Alta 1 (log
mg/kg_bwi/dia)
Probabilidad 0.095
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5.2.2 Optimizacion de geometria en fase acuosa de la estructura de astragalina con DFT

Las estructura de astragalina fue optimizada sin restricciones en el nivel X / DGDZVP [58]
(donde X = B3LYP [59, 60], M06 [61], MO6L [62], y ®B97XD [63]) en fase acuosa (Figura
5.2). Todos los valores de frecuencia calculados al nivel teérico X / DGDZVP [58], en ambas
fases fueron positivos y estdn en buena concordancia con los valores reportados en la
literatura, lo que sugiere que el nivel de teoria empleado es capaz de predecir las propiedades

electronicas de astragalina.

9
DA=299.40°

»°
Figura 5.2. Estructura de astragalina optimizados al nivel de la teoria B3LYP/DGDZVP en la fase

acuosa empleando el modelo de solucién PCM. Las distancias de unién se indican en Angstroms,
DA=Angulo diedro.

En la Figura 5.3 se muestra un resumen de las bandas principales para la fase acuosa,
presentes en el espectro de astragalina, en frecuencias cercanas a 500 cm™ para un
estiramiento O-H, en 1300 cm* para un doblamiento C-C dentro del plano y 3600 cm™ para

un doblamiento C-C fuera del plano.
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Figura 5.3 Espectro IR tedrico de astragalina en la fase acuosa obtenidos al nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP.

5.2.3. Descriptores de reactividad global

Los descriptores de reactividad global para la astragalina fueron evaluados utilizando las
ecuaciones (2.28) a (2.31), los valores obtenidos se encuentran en la Tabla 5.2. Los valores
del potencial quimico electronico indican que la astragalina es un buen nucledfilo. Los
valores obtenidos en los diferentes niveles de teoria son similares, a excepcion de los
descriptores Ty n donde los valores del funcional ®B97XD, esto indica que para la energia

de ionizacién y la dureza se tiene una ligera contribucion de tipo no covalente [103].
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Tabla 5.2 Pardmetros de reactividad global calculados para astragalina, evaluados en el nivel tedrico
X/ DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD) en fases acuosa y gaseosa, usando las
ecuaciones (2.28) a (2.31). Los valores entre paréntesis corresponden a los valores calculados
utilizando el teorema de Koopmans [90].

I/eV AfeV | u/eV | n/eVv W Ty x/eV  o/eV o'/eV | o /eV

B3LYP 6.14 2.34 -4.24 3.80 -6.14 -2.34 4.24 2.36 0.72 4.96
(-1.95)  (-6.51) (4.23) (4.56) (1.95) (6.51) (-4.23) (1.96) (4.65)  (0.42)

MO06 6.23 2.26 -4.25 3.97 -6.23 -2.26 4.25 2.27 0.65 4.89
(-1.95)  (-6.51) (4.23) (456) (1.95) (6.51) (-4.23) (1.96) (4.65) (0.42)

MO6L 5.85 2.24 -4.04 3.61 -5.85 -2.24 4.04 2.27 0.70 4.74
(-2.60)  (-5.53) (4.07) (293) (260) (553) (-4.07) (2.82) (5.22) (1.15)

oB97XD 6.56 2.19 -4.37 4.37 -6.56 -2.19 4.37 2.19 0.55 4.92

(041)  (-817) (4.29) (7.76) (0.41) (8.17) (-4.29) (1.19) (4.30) (0.01)

5.2.4 Descriptores de reactividad local

En la Figura 5.4 se aprecia la distribucion de los sitios nucloeofilicos y electrofilicos en
astragalina, empleando la aproximacion de FC en la fase acuosa. Note que para astragalina
la distribucién de los orbitales frontera HOMO y LUMO estéa localizada sobre la molécula
sin considerar el glicosido, debido a que las moléculas arométicas presentan una mayor

reactividad.
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Figura 5.4. Distribuciones de HOMO y LUMO sobre astragalina obtenidas al nivel de la teoria
B3LYP/DGDZVP en la fase acuosa empleando el modelo de solucién PCM. En todos los casos las

isosuperficies se obtuvieron a 0.08 e/u.a.’.

La Figura 5.5 muestra la evaluacién de la Funcién de Fukui utilizando la aproximacion FD
(ecuaciones (2.34)-(2.36)) en la fase acuosa para astragalina. Los sitios activos hacia ataques
nucleofilos se encuentran sobre, el grupo carbonilo y el carbono B (Figura 5.5a), mientras
que los sitios activos para ataques electrofilicos estan sobre los carbonos a y B del alqueno y
sobre el hidroxilo del sustituyente fenilo y finalmente sobre el carbono del benceno que se
encuentra entre los carbonos unidos al hidroxilo y al pireno (Figura 5.5b). Los sitios mas
reactivos a los ataques de radicales libres se encuentran sobre el carbonilo y el carbono del
alqueno que esté conectado al oxigeno del pireno, el carbono del alqueno que esta conectado
al carbonilo del pireno y sobre el hidroxilo del sustituyente fenilo y sobre el carbono del
benceno que se encuentra entre los carbonos unidos al grupo carboxilo y los carbonos a 'y B
(Figura 5.5c).
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Figura 5.5. Isosuperficies de las Funciones Fukui para astragalina segun las ecuaciones (2.34)-
(2.36) en el nivel de teoria B3LYP/DGDZVP empleando el modelo de solucién PCM. En el caso

de (a) ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) de radicales libres. En todos los casos las
isosuperficies se obtuvieron a 0.008 e/u.a.?, los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas

en cada molécula.

Adicionalmente, es posible condensar la funcién Fukui para identificar la distribucion
puntual de los sitios activos hacia ataques nucleofilicos, electrofilicos y por radicales libres;
se calcularon empleando las ecuaciones (2.37)-(2.39) como se muestra en las Figuras 5.6, 5.7
y 5.8 para astragalina en los diferentes niveles de la teoria, calculados en fase acuosa.
Astragalina exhibe los sitios mas susceptibles hacia ataques nucleofilicos en el carbonilo y
el carbono del alqueno que esta conectado al oxigeno del pireno. En el caso de un ataque
electrofilico, los sitios mas reactivos se dan en el carbono del alqueno (Figura 5.7). Mientras
que, los sitios mas reactivos hacia un ataque por radicales libres son el carbonilo y el carbono

del alqueno que esta conectado al oxigeno del pireno y el carbono del alqueno (Figura 5.8).
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Figura 5.6. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre astragalina al
nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa
empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
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Figura 5.7. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre astragalina al
nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa
empleando la poblacidn de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
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Figura 5.8. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques por radicales libres sobre
astragalina al nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase
acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

Adicionalmente, se realiz6 el andlisis de la reactividad quimica de astragalina a través de
mapas del potencial electrostatico molecular (MEP) [104] (Figura 5.9). Aqui, las areas de
potencial negativo en color rojo, representan la abundancia de electrones, por otro lado, las
areas de potencial positivo en color azul, representan una relativa falta de electrones. La
molécula de astragalina exhibe los valores mas altos de potencial en los &tomos de hidrégeno
en comparacion con los otros atomos; por lo tanto tienen una menor densidad electronica a
su alrededor, mientras que los atomos de oxigeno son los lugares con el menor potencial y

por lo tanto son los sitios mas electrofilicos activos.
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Figura 5.9. Mapeo de los potenciales electrostaticos evaluados en el nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP empleando el modelo de solvatacién PCM, sobre una isosuperficie de densidad
(valor =0.002 e/a.u.®) para astragalina.

La Figura 5.10 muestra el grafico de gradiente reducido para astragalina, note que, en la
region de bajo gradiente reducido se observan varias interacciones. En valores negativos se
encuentran los picos relacionados con interacciones estabilizantes, mientras que en los
valores positivos se encuentran los picos relacionados con interacciones desestabilizantes.
En -0.047 se encuentra la interaccién entre el oxigeno del carbonilo del pireno, a -0.005 y -
0.002 se encuentran las interacciones entre los grupos hidroxilo de la molécula de azUcar
glicosilada y en los picos a -0.022, -0.015 y -0.012 se encuentran las interacciones
estabilizantes entre la molécula de azucar glicosilada y el sustituyente fenilo. Mientras que
los picos en 0.002 se encuentran las interacciones entre los oxigenos de los hidroxilos de la
molécula de azucar, en el pico en 0.005 se encuentra la interaccion repulsiva entre los
oxigenos del carbonilo de pireno y el hidroxilo lateral, finalmente a 0.007, 0.011, 0.020 y
0.035 estan los picos relacionados con las interacciones centrales entre los &tomos de los
cuatro anillos. Para verificar este resultado, se graficaron las isosuperficies s(r) de la

estructura de astragalina (Figura 5.11).
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Figura 5.10. Grafico del gradiente de densidad reducida vs sign(Az)p para astragalina en la fase

acuosa.

Figura 5.11. Isosuperficie del NCI = 0.2 para astragalina en fase acuosa.

5.2.5 Estudio de acoplamiento molecular
Para conocer la posible actividad inhibidora de la estructura de astragalina hacia la
replicacion de virus SARS-CoV-2 se estudio la configuracidn 6ptima de ligando/proteina. La

Figura 5.12 muestra la configuracion astragalina/MP™, donde la energia de union es de -8.2
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kcal mol™. Para identificar las interacciones alrededor de 3 A, se graficaron las interacciones
del ligando en un mapa 2D como se muestra en la Figura 5.13, de este modo se observa una
interaccion importante de astragalina con el receptor en ASN142 que pertenece al bolsillo de

especificidad reportado.

Figura 5.12. Sitio de enlace de astragalina en la proteasa MP™ del SARS-CoV-2.
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Figura 5.13. Mapeo 2D de las interacciones ligando/proteina para astragalina.

5.2.5.1 Simulacion de dindmica molecular

La simulacion de dinamica molecular es un procedimiento de validacion para los resultados
del estudio de acoplamiento, ya que aporta informacion sobre la estabilidad del complejo. En
el presente trabajo, se realiz6 la simulacién de dindmica molecular durante 50 ns para el
complejo astragalina/MP™ como se muestra en la Figura 4.14. El sistema alcanzé el equilibrio
después de 10 ns y fluctué alrededor del valor medio de 0.3 A hasta el final de la simulacion,
lo que sugiere que la formacion de un complejo proteina-ligando es estable y puede inactivar
al receptor MP™ [81, 94].
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Figura 5.14. Resultados de la simulacién de dindmica molecular para el complejo astragalina-MP™ a
lo largo de 50 ns.

5.3. Conclusiones

En el presente capitulo se realizo la prediccion in silico de los parametros fisicoquimicos y
propiedades ADMET de astragalina. Los resultados sugieren que esta molécula mostrd ser
aceptable de acuerdo a la regla de cinco de Lipinski y presento toxicidad AMES por lo que
a pesar de tener un perfil general aceptable, vale la pena poner atencion en ese sentido.
También se analizo la reactividad molecular de astragalina en el nivel de teoria X/DGDZVP
(donde X = B3LYP, M06, MO6L, y ®B97XD) en fase gaseosa y acuosa. Por medio de la
funcion Fukui, se identificd que los sitios activos hacia ataques nucleofilicos son en el grupo
carbonilo y el carbono 3, mientras que el sitio susceptible hacia ataques electrofilicos es entre
los carbonos a y B y para ataques de radicales libres se encuentran sobre el grupo carboxilo
y sobre los carbonos a y 3. También fue posible conocer la afinidad de union de astragalina
con la MP™ con una energia de union de -8.2 kcal mol™ e interacciones con Asn142. Estos
resultados sugieren que astragalina podrian actuar como inhibidor de la replicacion viral del

SARS-CoV-2 ya que su union ocurre en el bolsillo catalitico reportado.
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Capitulo 6. Estudio computacional de la bioactividad inhibitoria

del acido hibiscus y el acido garcinia contra el SARS-CoV-2

Se ha reportado en la literatura que los extractos de Garcinia kola, Garcinia cambogia,
Garcinia mangostana, Hibiscus sabdariffa e Hibiscus schizopetalus son capaces de reducir
las tormentas de citocinas durante la fase tardia de las infecciones por SARS-CoV-2 al
disminuir la secrecion de S1-glicoproteina [105, 106]. Ademas, se ha propuesto el uso
terapéutico de Hibiscus sabdariffa en el control de la respuesta inflamatoria contra el
COVID-19 mediante el bloqueo del receptor ACE-2, ya que contiene una serie de
compuestos estructuralmente similares a la hidroxicloroquina y la manosa [106-108] que
podrian actuar como agonistas de los receptores ACE2 y MLB [108]. Asimismo, estudios in
silico han permitido analizar las interacciones de compuestos bioactivos como la
manggiferina presente en Garcinia mangostana con los receptores pico RDM, helicasa,
Mpro y RdRp del SARS-CoV-2 [109]. Aqui, es importante mencionar que el &cido hibiscus
(HA) (&cido (2S,3R)-3-hidroxi-5-oxotetrahidrofuran-2,3-dicarboxilico) (Figura 6.1), que se
encuentra en Hibiscus sabdariffa [110] e Hibiscus schizopetalus [111], y su distaeroisomero
el &cido garcinia (GA) (acido (2S, 3S)-3-hidroxi-5-oxotetrahidrofuran-2,3-dicarboxilico)),
véase la Figura 6.1 (presente en la Garcinia cambogia) [110, 112], han demostrado tener un
efecto vasorrelajante ademas de inhibir la neuraminidasa de la gripe [113, 114]. Asimismo,
recientemente se ha informado de que sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes son
capaces de tratar los sintomas de la COVID-19 [106, 115, 116]. Ademas, el HA aislado ha
demostrado no ser clastogénico ni citotoxico [110], mientras que el extracto de Garcinia kola
ha mostrado actividad antigenotoxica y la capacidad de reparar el dafio causado por agentes
mutagénicos [105]. Sin embargo, basandonos en la investigacién bibliografica, no se ha
realizado un analisis utilizando las teorias aceptadas de la quimica cuantica para analizar la
capacidad inhibidora de estos compuestos sobre el receptor ACE2 en SARS-CoV-2. Asi, en
el presente trabajo, analizamos el comportamiento quimico de HA y GA empleando
descriptores de reactividad global y local derivados de la DFT. La unién de HA y GA a la
MP del SARS-CoV-2 se estudia mediante docking molecular para identificar si HA y GA
representan buenos candidatos para un medicamento antiviral contra el SARS-CoV-2, y la
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estabilidad de los complejos se determina mediante un estudio de dinamica molecular (DM).
Consideramos que este estudio puede llegar a ser util para comprender el comportamiento
quimico de HA y GA y su papel en la inhibicion del receptor ACE2 del SARS-CoV-2.

o)
0 oH Il
e OH
OH
0
0
HA GA

Figura 6.1. Estructura quimica del acido hibiscus (acido (2S,3R)-3-hidroxi-5-oxotetrahidrofuran-
2,3-dicarboxilico) y del &cido de la garcinia (acido (2S,3S)-3-hidroxi-5-oxotetrahidrofuran-2,3-

dicarboxilico).

6.1 Metodologia

En el presente capitulo, se realiz6 la optimizacion de geometria completa en la fase acuosa
de HA y GA empleando el nivel de teoria X / 6-311G (d,p) [64] (donde X = B3LYP [59, 60]
y B3PWO91 [65]). Para la fase acuosa se empled el modelo polarizable continuo (PCM)
desarrollado por Tomasi et al. [67, 68]. Mediante el célculo de las frecuencias vibracionales
se aseguro que los puntos estacionarios fueran minimos en la superficie de energia potencial.
Los célculos cuanticos reportados se realizaron empleando el programa Gaussian 09 [69], y
las visualizaciones con GaussView [70], Arguslab [71], Gabedit [85] y Multwfn [73]. Las
estructuras optimizadas se sometieron a un estudio de acoplamiento molecular que se realiz6
empleando el sitio web SwissDock [117]. EI complejo ligando-receptor se visualizo a través
de los programas Chimera [118] y Discovery Studio Visualizer 2019 [119]. Los complejos
adecuados se sometieron a un calculo de dinamica molecular para conocer para conocer la
estabilidad del complejo, el célculo y la visualizacion de dindmica molecular se realizaron
utilizando los programas GROMACS [41] y VMD [120] respectivamente. Se afiadieron
19209 y 19208 moléculas de disolvente (agua) para HA y GA a la caja de simulacion,
respectivamente, y 4 iones Na* para ambas moléculas, con el fin de disolver y equilibrar las
cargas del sistema. Se realizo el proceso de minimizacion de energia para y a continuacion,
el equilibrio se realiz6 en dos fases NVT y NPT durante 1 ns. Finalmente, se realizd una la

simulacion de dindmica molecular durante 100 ns.
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6.2 Resultados y discusion

6.2.1. Regla de cinco de Lipinski y propiedades ADMET

Mediante la prediccion de las propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas de los
compuestos, es posible evaluar la capacidad de las moléculas como farmacos potenciales
utilizando parametros relacionados con su biodisponibilidad oral y su administracion en el
organismo. La regla de los cinco de Lipinski y los parametros ADMET de HA y GA se
evaluaron utilizando ADMETIlab 2.0 [86], véase la Tabla 6.1. Es claro que todas las
estructuras obedecen a la regla de Lipinski de cinco, que incluye las siguientes propiedades
(valores 6ptimos entre paréntesis) [44]): logP de -0.40 y -0.33 (<5), el niUmero de aceptores
de enlace de hidrégeno AHB de 7 (<10), el nimero de donantes de enlace de hidrégeno DHB
igual a 3y 3 (<5), el numero de enlaces rotacionales igual a 2 (<10), y el peso molecular de
190 g / mol (<500). Por otra parte, los dos acidos mostraron valores de permeabilidad Caco-
2 y aclaramiento total inferiores al limite, esto significa que al farmaco le costard un poco
mas atravesar la barrera intestinal y que la sangre depurara el farmaco de forma menor a la
Optima. Sin embargo, no muestran hepatoxicidad, mutagenicidad, toxicidad oral en ratas ni
carcinogenicidad. Ademas, tienen una buena semivida. Por ultimo, en cuanto a su
metabolismo, se predijo que los &cidos actuarian como sustratos del subtipo C9 del citocromo
P450.
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Tabla 6.1. Prediccién in silico de las propiedades ADMET de 4acido hibiscus y acido garcinia. Los

datos que se reportan se obtuvieron con el software MGA y RDKit, implementado en el servidor
ADMET]Iab 2.0 [86].

Propiedad

Absorcion

Distribucion

Metabolismo

Excrecion

Toxicidad

Nombre del modelo

Permeabilidad Caco-2

Absorcion intestinal (humana)

Unién a las proteinas del
plasma

Distribucion de volumen
Inhibidor CYPA2
Sustrato CYPA2
Inhibidor CYP2C19
Sustrato CYP2C19
Inhibidor CYP2C9
Sustrato CYP2C9
Inhibidor CYP2CD6
Sustrato CYP2CD6
Inhibidor CYP3A4
Sustrato CYP3A4

Aclaracion total

T2

Hepatotoxicidad humana
Toxicidad AMES

Toxicidad oral aguda en ratas

Carcinogencidad

Valor éptimo

>-5.15 (log Papp en10-
6 cm/s)

Categorico: Alta,
media, baja

<90 %

0.04-20 L/ Kg
Categorico (Si/No)
Categoérico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categoérico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categoérico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categoérico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Alta >15
Moderada 5-15

Baja <5 (log

ml/min/kg)
Vida media larga > 3h
Vida media corta < 3h
Categorico (Si/No)
Categorico: Alta,
media, baja

Baja 0
Alta 1 (log
mg/kg_bw/dia)

Probabilidad

Acido

Acido

hibiscus | garcinia

-6.105

Baja

13.24

0.218
No
No
No
No
No

Si

No
No
No
No
1.894

0.825

No

0.01

0.009

-6.139

Baja

15.37

0.281
No
No
No
No
No
Si's
No
No
No
No
2.176

0.727

No
No

0.011

0.014
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6.1.2 Optimizacion de geometria en fase acuosa de la estructura de astragalina con DFT

Las estructuras moleculares de HA y GA se optimizaron, sin restricciones, al nivel teérico X
/ 6-311G (d,p) [64] (donde X = B3LYP [59, 60] y B3PW91 [65]), y las estructuras
optimizadas se representan en la Figura 5.2. En el caso de HA, las distancias C-C, C=0y O-
H, asi como los angulos y los angulos diedros son muy préximos a los obtenidos a partir de
la cristalografia de rayos X [121]. Ademas, los valores de frecuencia para las estructuras
optimizadas de HA y GA se calcularon al nivel teérico X / 6-311G (d,p) [64], y fueron
positivos, lo que indica que el punto estacionario es un minimo en la superficie de energia
potencial. Las frecuencias vibracionales evaluadas en el nivel tedrico B3LYP/6-311G (d,p)
se ajustaron uniformemente por un factor de 0.9888 [122]. HA y GA mostraron fuertes
bandas IR en 3706, 1816, 1354 y 1148 cm™ (ver Figura 5.3), que corresponden a estiramiento
O-H, estiramiento C=0, estiramiento C-C y flexién C-C en el plano, respectivamente. Estos
valores son cercanos a los reportados en la literatura para HA [121] y GA [123]. El nivel de
teoria arriba mencionado utilizado en el presente trabajo es adecuado para evaluar la

reactividad quimica de HA y GA.

a) b)

DA=40.18°

Figura 6.2. Estructuras optimizadas de a) HA, y b) GA en el nivel teérico B3LYP/6-311G (d,p) en
fase acuosa empleando el modelo de solvatacion PCM. Las distancias de enlace se expresan en

Angstroms, DA=Angulo diedro.
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Figura 6.3. Espectros IR tetricos de HA (linea discontinua) y GA (linea negra) en fase acuosa
obtenidos en el nivel teérico B3LYP / 6-311G (d,p).

6.2.3. Descriptores de reactividad global

Las reactividades quimicas de HA y GA se analizaron mediante los descriptores de

reactividad global dados por las ecuaciones (2.28) a (2.31) y se recogen en la Tabla 6.2. Note

que los valores de dureza son muy similares para ambos diasteroisomeros, lo que indica que

la orientacion del sustituyente carboxilo no tiene un efecto significativo sobre la estabilidad

quimica global. Se observaron tendencias similares con los valores de p, 7, ® para ambos

diasteroisdmeros, lo que sugiere el mismo comportamiento quimico para estos compuestos.
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Tabla 6.2. Descriptores de reactividad global calculados para HA y HA, evaluados en X / 6-311G
(d,p) [27] (donde X = B3LYP[28, 29] y B3PW91 [30]) y en fase acuosa, utilizando las ecuaciones
(2.28) a (2.31). Los valores entre paréntesis corresponden a los valores calculados utilizando el

teorema de Koopmans [90].

u n M- M+ x ® o+ ®-
/ eV /eVv / eV / eV / eV / eV
Acido
hibiscus
B3LYP 4.48 7.01 7.99 0.97 -4.48 2.86 2.77 0.53
(4.51) (7.13) = (-8.07) | (-0.95)  (4.51) (2.85) (2.78) (0.52)
B3PW91 4.49 7.02 8.00 0.97 -4.49 2.87 2.77 0.53
(4.52) (7.12) = (-8.08) | (-0.96)  (4.52) (2.87) (2.79) (0.53)
Acido
garcinia
B3LYP 4.37 6.99 7.86 0.87 -4.37 2.73 2.67 0.49
(-4.39) | (7.09) @ (-7.94) (-0.85) = (4.39) = (2.72) = (2.68) @ (0.48)
B3PW91 4.49 7.02 8.00 0.97 -4.49 2.87 2.77 0.53

(-4.40) = (7.07) | (-7.94) (-0.87) @ (4.40) = (2.74) = (2.69)  (0.49)

6.2.4 Descriptores de reactividad local

La distribucién de los sitios mas reactivos en un sistema molecular puede evaluarse mediante la
Funcion Fukui (FF) utilizando la aproximacion FC, donde los sitios més reactivos a los ataques
electrofilicos vienen dados por los sitios con una mayor contribucién del orbital HOMO (Fig. 6.4a'y
6.4b), mientras que los sitios nucleofilicos vienen dados por los sitios con una mayor contribucion
del orbital LUMO (Figuras 6.4c y 6.4d). Obsérvese que la distribucion de los orbitales frontera varia
en funcion de la orientacion del sustituyente quiral carboxilo. Las distribuciones de los orbitales
HOMO y LUMO para HA y GA se representan en la Figura 6.4. Asimismo, obsérvese que la mayor
contribucion del orbital HOMO en la molécula de HA (Figura 6.4a) se encuentra en el atomo de
oxigeno del grupo carbonilo furano, seguido del &tomo de oxigeno del grupo hidroxilo situado en C-
3, y en los atomos de carbono de C-3 y C-4. En el caso del GA (Figura 6.4b), las mayores
contribuciones del orbital HOMO se observan en el &omo de oxigeno del grupo carbonilo furano y
en el &tomo de oxigeno del grupo hidroxilo situado en C-3, seguidos de los atomos de carbono en C-
3, C-4y C-5. También es posible observar que el HOMO del GA se encuentra en el &tomo de oxigeno

del grupo carbonilo furano y en el &omo de oxigeno del grupo hidroxilo situado en C-3. También se
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puede observar que los &tomos de carbono y oxigeno del grupo carbonilo en C-2 muestran la menor
contribucion HOMO en GA. Si se analiza la distribucion del LUMO en HA y GA, es posible
identificar los sitios mas reactivos para los ataques nucleofilicos. Para la molécula de HA (Figura
6.4c), la mayor contribucion LUMO se encuentra en el atomo de carbono del grupo carbonilo en C-
3, seguido por los 4&tomos de oxigeno en el grupo carbonilo en C-3, y en el &tomo de carbono C-2. La
contribucion més baja se encuentra en los &tomos de oxigeno del grupo carboxilo en C-2. En el caso
del GA (Figura 6.4d), la mayor contribucion de orbitales LUMO se localiza en el &tomo de carbono
del grupo carbonilo en C-2, mientras que se observo una menor distribucion en los &tomos de oxigeno
del grupo carbonilo en C-3, y en los &tomos de carbono y oxigeno del carbonilo furano. En resumen,
los resultados sugieren que la orientacion del grupo carbonilo en HA y GA hace que los sitios mas
reactivos para los ataques electrofilicos estén en el carbonilo en C-3 en HA, mientras que, para GA,
esta en el grupo carbonilo en C-2. Para los ataques nucleofilicos, se observd una menor distribucion
en los atomos de oxigeno en el grupo carbonilo en C-3, y en los atomos de carbono y oxigeno en el
carbonilo furano. Para los ataques nucleofilicos, el sitio mas reactivo se encuentra en el grupo

carbonilo en C-2 en HA y en el grupo carbonilo furano para GA.

a) b)

)

d)

Figura 6.4. Las distribuciones HOMO para a) acido de hibisco y b) acido garcinia y las
distribuciones LUMO para c) acido de hibisco y d) acido garcinia se obtuvieron en el nivel tedrico
B3LYP /6-311G (d,p) en fase acuosa utilizando el modelo de solucién PCM. En todos los casos,

las isosuperficies se obtuvieron a 0.02 e/u.a.®.

La evaluacién de la Funcién de Fukui utilizando la aproximacion FD, (ecuaciones (2.34)-
(2.36)), se reporta para HA (Figura 6.5) y GA (Figura 6.6). Los sitios mas susceptibles a
ataques nucleofilicos en HA se localizaron en el carboxilo en C-3, debido a la polaridad
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positiva en el &tomo de carbono (Figura 6.5a). Para los ataques electrofilicos, los sitios mas
activos fueron el atomo de oxigeno del grupo carbonilo en el carboxilo del C-3 en el &tomo
de oxigeno en el carbonilo del furano y el grupo hidroxilo en el C-3, debido a su abundancia
electronica (Figura 6.5b). Mientras que para los ataques de radicales libres, los sitios mas
reactivos se encuentran en los grupos carboxilo y en el oxigeno del furano (Figura 6.5¢). Para
las moléculas GA, los sitios mas susceptibles al ataque nucleofilico se encuentran en el grupo
carboxilo en C-3, y en el &tomo de oxigeno en el grupo furano (Figura 6.6a). En el caso de
los ataques electrofilos, las posiciones mas reactivas se encuentran en el atomo de oxigeno
del grupo carbonilo en el carboxilo en C-2, en el atomo de oxigeno en el grupo furano, y en
el grupo hidroxilo en C-3 (Figura 6.6b). Finalmente, en el caso de ataques de radicales libres,
las zonas més reactivas de la molécula se localizan en el carboxilo en C-2 y C-3, y en el
atomo de oxigeno en el furano (Fig 6.6¢). Lo anterior indica que cuando el sustituyente
hidroxilo apunta hacia atras en la estructura del furano en el caso del GA, el sustituyente
carboxilo en C-3 atrae densidad electrénica, y por lo tanto el carbonilo del furano se vuelve
susceptible a un ataque nucleofilico, en comparacion con HA, donde el Unico sitio susceptible

de ataque nucleofilico es el carboxilo en C-3.

Figura 6.5. Isosuperficies de las Funciones de Fukui para HA segln las ecuaciones (2.34)-(2.36) en
el nivel teérico B3LYP/ 6-311G (d,p) empleando el modelo de solvatacion PCM. En el caso de (a)
ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) radicales libres. En todos los casos, las isosuperficies
de densidad se obtuvieron a 0.01 e/u.a.?, los circulos discontinuos muestran las zonas mas reactivas

de cada molécula.
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Figura 6.6. Isosuperficies de las funciones de Fukui para GA segun las ecuaciones (2.34)-(2.36) en

el nivel tedrico B3LYP / 6-311G (d,p) empleando el modelo de solvatacion PCM. En el caso de (a)

ataques nucleofilicos, (b) electrofilicos y (c) radicales libres. En todos los casos, las isosuperficies
se obtuvieron a 0.01 e/u.a.%, los circulos discontinuos muestran las zonas mas reactivas de cada

molécula.

Ademas, es posible condensar la funcion de Fukui a través de las ecuaciones (2.37)-(2.39)
para identificar la distribucion puntual de los sitios activos porque los valores mas altos de
CFF corresponden a los &tomos mas reactivos de la molécula de referencia [124]. Obsérvese
que HA presenta el sitio mas susceptible a ataques nucleofilicos en el carboxilo en C-3
(Figura. 6.7) y los sitios mas susceptibles a ataques electréfilos , estan en el &tomo de oxigeno
del grupo carbonilo del carboxilo en C-2 y el oxigeno en el carbonilo furano (Figura 6.8). En
el caso de los ataques de radicales libres (Figura 6.9), los sitios mas reactivos se encuentran
en el oxigeno del furano y en el grupo carbonilo en C-3, mientras que para el GA (Figura
6.10), la zona mas reactiva hacia el ataque nucleofilico es el carboxilo situado en C-3 y
también sobre el oxigeno en el furano. Por otro lado, en el caso de los sitios mas reactivos
para ataques electrofilicos y de radicales libres, GA tuvo el mismo comportamiento que HA,
como se muestra en el material suplementario (Figuras 6.11y 6.12).
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Figura 6.7. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre HA en el nivel
tedrico X / 6-311G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91), en fase acuosa empleando la poblacién de
Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en
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Figura 6.8. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre HA al nivel de
teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa empleando la

poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados muestran las zonas

mas reactivas en cada molécula.
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Figura 6.9. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques por radicales libres sobre HA al
nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa
empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
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Figura 6.10. Valores de la funcion de Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre GA en el
nivel tedrico X / 6-311G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91), en fase acuosa empleando la
poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados muestran las zonas

mas reactivas en cada molécula.
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Figura 6.11. Valores de la funcién Fukui condensada para ataques electrofilicos sobre GA al nivel
de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®B97XD), en la fase acuosa empleando la
poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados muestran las zonas

mas reactivas en cada molécula.
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Figura 6.12. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques por radicales libres sobre HA al
nivel de teoria X/DGDZVP (donde X=B3LYP, M06, MO6L y ®«B97XD), en la fase acuosa
empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
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Ademas de la funcion Fukui condensada, existe otro método para conocer la reactividad local
de las moléculas, esto es mediante el mapa del potencial electrostatico de las moléculas
(MEP) [31]. En la Figura 6.13 se muestra el MEP de las moléculas &cido de hibiscus y acido
garcinia, donde los sitios con mayor abundancia de electrones y de potencial negativo estan
en color rojo, y las areas con menor abundancia de electrones y de potencial positivo estan
en color azul. Los resultados indican que los grupos carboxilo e hidroxilo en C-2 y C-3 del
AG presentan valores de potencial negativos, mientras que los grupos carboxilo e hidroxilo
en C-2 y C-3 de HA presentan valores de potencial negativos, lo que indica que los
sustituyentes de la conformacion (2S,3S) son mas electréfilos en comparacion con los

sustituyentes de la conformacion (2S,3R).

b)

Figura 6.13. Mapeo de los potenciales electrostaticos para a) acido hibiscus, b) acido garcinia,
obtenidos al nivel de la teoria X / 6-311G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91) en la fase acuosa

empleando el modelo de solucién PCM, sobre una isosuperficie de densidad (valor =0.002 e/a.u.?).

Si se representa graficamente el gradiente de densidad reducido frente al signo (A2), los picos
con signos negativos indican interacciones de union, mientras que los picos con valores
positivos indican interacciones de no union [55]. A continuacion se muestran las
interacciones intermoleculares de HA (Figura 6.14a) y GA (Figura 6.14b): la Figura 6.14a
revela que el pico a -0.025 corresponde a una interaccion estabilizadora asociada a la
presencia de enlaces de hidrogeno intramoleculares entre los grupos carboxilo e hidroxilo en
C-3; Los picos a -0.015 y -0.010 estan relacionados con enlaces de hidrogeno

intermoleculares entre el carboxilo en C-3 y los atomos de hidrégeno en la estructura furano,
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a -0.005 corresponde a interacciones estabilizadoras entre los dos substituyentes carboxilo
en C-2 y C-3. En el caso de las interacciones intermoleculares repulsivas, el pico a 0.005
corresponde a las interacciones repulsivas oxigeno-oxigeno, y el pico a 0.010 esta
relacionado con las interacciones repulsivas entre los atomos de hidrégeno de la estructura
del furano y el grupo carboxilo en C-2, mientras que, los picos a 0.005 corresponden a las
interacciones estabilizadoras entre los dos subtituyentes carboxilo en C-2 y C-3. Por ultimo,
los picos a 0.025 y 0.045 estan relacionados con la interaccion entre el carboxilo en C-2 y el
grupo hidroxilo en C-3y la repulsion dentro del furano. Por otro lado, la Figura 6.14b muestra
un pico a -0.025 que corresponde al enlace de hidrogeno intramolecular entre los grupos
carboxilo e hidroxilo en C-2. Los picos -0.015 y -0.010 se asocian a interacciones atractivas
entre el carboxilo en C-3 y el oxolane entre el carboxilo en C-2 y el hidroxilo en C-3. Para
las interacciones repulsivas, los picos de 0.005, 0.010 y 0.015 se asociaron con la repulsion
entre los dos grupos carboxilo de la molécula en C-2 y C-3, la repulsion oxigeno-oxigeno
entre el carbonilo de la lactona y el grupo carboxilo en C-2 y entre el carboxilo en C-3 y el
centro de la lactona, respectivamente. Por ltimo, los picos 0.025 y 0.045 corresponden a la

interaccion repulsiva entre el carboxilo de C-2 y el hidroxilo de C-3.

Segun estos resultados, la quiralidad del diasteroisomero (2S,3R) esta estabilizada por una
interaccion identificada a -0.005, mientras que la quiralidad del diasteroisomero (2S,3S) esta
estabilizada por la interaccion registrada a 0.015, lo que sugiere que HA es mas estable que
GA. Estos resultados se verificaron con las isosuperficies moleculares, s(r), trazadas para HA
(Figura 6.15a) y para GA (Figura 6.15b), donde el cddigo de colores coincide en los picos
del diagrama y en el trazado de la isosuperficie. Las isosuperficies rojas indican una
interaccion no favorable, y las isosuperficies verdes y azules indican interacciones

intermoleculares favorables.
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Figura 6.14. Grafico del gradiente de densidad reducida frente a sign (A2)p para a) &cido de hibisco

y b) &cido garcinia en la fase acuosa.

a) b)

Figura. 6.15. Isosuperficie NCI para a) HA y b) GA en fase acuosa.

6.2.5 Estudio de acoplamiento molecular

Con el fin de analizar la capacidad de HA y GA para inhibir la replicacion del SARS-CoV-
2, se realizé un acoplamiento molecular para estudiar la unién de HA y GA a la MP™ de este
virus. Dado que la proteasa MP™ ha sido identificada como diana para la inhibicion de la
replicacion viral, la Figura 6.16 muestra la configuracion HA-MP, donde la energia de union
fue de -6.76 kcal mol™ y la Figura 6.17 muestra la configuracion GA-MP™. El GA interact(a
con MP™ con una energia de unién de -6.93 kcal mol™. La energia delta de union puede estar
asociada al cambio de orientacion del sustituyente carbonilo en estos diasteroisomeros. En
este sentido, la energia Gibbs de union entre un antigeno y su receptor es de gran relevancia
para la interaccion y entrada de un virus en su huésped en la superficie celular. Para poder
infectar una célula huésped, el virus debe tener un antigeno con una energia de Gibbs de
unién negativa al receptor de la célula huésped, por ejemplo, la glicoproteina del receptor del
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SARS-CoV-2 [125]. Asi, HA y GA muestran una energia de Gibbs negativa de unién, lo que
sugiere que estos diasteroisdmeros pueden acoplarse al MP™ para inhibir el virus. Ademas,
se identificaron las interacciones alrededor de 3 A, y se realizé un gréafico 2D como se
muestra en la Figura 6.18 y 6.19 asi, se observa que el &cido de hibisco y el &cido garcinia

tienen interacciones van der Waals con residuos del sitio catalitico de MP™ reportados [3].

Figura 6.17. Sitio de unién de GA en la MP™ del SARS-CoV-2.
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Figura 6.18. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para HA.
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Figura 6.19. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para GA.

6.2.5.1 Simulacion de dindmica molecular

Para analizar si los complejos HA-MP™ y GA-MP™ derivados del estudio de acoplamiento
son estables, realizamos un estudio de dindmica molecular a 100 ns. En el caso del complejo
hibiscus-MP™, en la Figura 15.20, se muestra el grafico RMSD inferior a 1 A, lo que es

indicativo de que la molécula HA permanece en el sitio del bolsillo durante los 100 ns, lo
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que sugiere que el complejo formado es estable. Por otro lado, note que el GA no es estable
en el sitio inicial del bolsillo ya que al final de los 100 ns se acopld en un nuevo sitio. Esto
puede verse en el grafico RMSD (Figura 5.21), donde aproximadamente a los 16 ns el RMSD
aumenta significativamente, mas de 3 A, lo que sugiere la movilizacion del acido garcinia
lejos de otro sitio activo. Los ultimos resultados sugieren que la formacién del complejo HA-
MP es estable por lo que podria ser un candidato para prevenir la replicacion del virus del
SARS-CoV-2.
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Figura 6.20. Resultados de la simulacién de dindmica molecular para el complejo HA-MP™ a lo

largo de 100 ns.
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Figura 6.21. Resultados de la simulacién de dinamica molecular para el complejo GA-MP™ a lo

largo de 100 ns.
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6.3. Conclusiones

En este capitulo se realiz la prediccion in silico de las propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas de HA y GA para conocer que tan aptas son como farmcos de acuerdo a su
biodisponibilidad oral y su paso por el organismo. Las moléculas HA y GA no violan ninguna
de las reglas de cinco de Lipinski, lo que sugiere que podrian tener buena biodisponibilidad
oral. Por otro lado, se observé que ambas moléculas actian como sustrato del subtipo C9 del
CYP450 lo que indica que podria transformado para su excrecion en el organismo. Estos
resultados dieron pauta a continuar con el estudio de la reactividad quimica molecular de las
estructuras de HA y GA en fase acuosa, que se realizd mediante el calculo de los parametros
de reactividad local, se observo que ambos diasteroisomeros presentan la misma reactividad
global. Ademés, los resultados de la evaluacion de la Funcion de Fukui mediante el enfoque
FD sugieren que la distribucién de los sitios activos para HA, en el caso de ataques
nucleofilicos, se localiza en el carboxilo en C-3; para los ataques electrofilicos, los sitios mas
activos eran el atomo de oxigeno del grupo carbonilo del carboxilo en C-2, el atomo de
oxigeno en el furano, y el grupo hidroxilo en C-3; y para los ataques de radicales libres, las
posiciones mas reactivas estan en los grupos carboxilo en C-2 y C-3, y el atomo de oxigeno
en el furano. Para el GA, los sitios mas susceptibles al ataque nucleofilico son el grupo
carboxilo en C-3, ademéas del oxigeno en el furano. Cuando se producen ataques
electrofilicos, son los &tomos de oxigeno del grupo carbonilo en el grupo carboxilo en C-2,
el oxigeno en el furano, y el grupo hidroxilo en C-3. Para los ataques de radicales libres,
sobre los grupos carboxilo en C-2 y C-3 y sobre el oxigeno en furano. También se analizaron
la pose de enlace y la energia de enlace para las configuraciones HA-MP™ y GA-MP', donde
se confirmo la formacién del complejo en la posicién del sitio activo, con energias de enlace
iguales a -6.76 kcal mol™ y -6.93 kcal mol™, respectivamente. El analisis de las interacciones
entre HA y GA con MP™ revel6 que HA muestra interacciones de tipo Van der Waals con
ASN142, HSD163, MET165 y GLU166, y en el caso de GA, las interacciones fueron con
los residuos PHE140 [O-H.N] y CYS145 [O-H.N.]. Finalmente, mediante simulacion de
dindmica molecular, se pudo comprobar la permanencia del acido hibiscus en el sitio activo
de MP™, mientras que el acido garcinia no permanecié en el sitio activo de la proteasa. Lo
que es indicativo de que el acido hibiscus podria tener actividad inhibitoria en la etapa de la
replicacion viral del SARS-CoV-2.
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Capitulo 7. Estudio computacional de acido (2S,3R)-
hidroxicitrico y acido (2S,3S)-hidroxicitrico como posibles
compuestos bioactivos contra el SARS-CoV-2

El &cido 1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico (&cido hidroxicitrico) es un acido
orgénico derivado del acido citrico, que contiene dos centros quirales y por lo tanto cuatro
diasteroisomeros. Dos de estos conférmeros de configuracion absoluta acido (2S,3S)-
hidroxicitrico y acido (2S,3R)-hidroxicitrico (AHC) (ver Figura 6.1) se encuentran presentes
en las especies de Hibiscus y Garnicia. El acido hidroxicitrico es parte de los compuestos
bioactivos de Hibiscus sabdariffa L. [110], Hibiscus schizopetalus [111], Garcinia cambogia
[110, 112], Garcinia atroviridis y Garcinia indica [112]. Estas moléculas son los
componentes bioactivos que dan las propiedades medicinales conocidas para cada especie.
El 4cido hidroxicitrico presenta efectos antiinflamatorios e inhibe el estrés oxidativo en la
colitis y la diabetes tipo Il [126], también presenta un efecto antiobesidad mediante la
oxidacion de grasas [112], la inhibicion de la ATP-citrato liasa [127] y ha mostrado tener
efecto vasorrelajante. Ademas, ha mostrado la capacidad de inhibir la neuraminidasa del
virus de la influenza tipo A [113, 114, 128], y hay estudios que demuestran que los extractos
de Garcinia kola, Garcinia cambogia, Garcinia mangostana, Hibiscus sabdariffa e Hibiscus
schizopetalus tienen un efecto inhibitorio de la secrecion de S1-glicoproteina [105, 106]. Por
otro lado, se han realizado estudios in silico para analizar las interacciones de compuestos
bioactivos como la manggiferina presente en Garcinia mangostana con los receptores
involucrados en la replicacion viral del SARS-CoV-2 [109]. La toxicidad de los extractos de
Hibiscus sabdariffa y Garcinia atroviridis ha sido evaluada y las pruebas indican que son
seguros y no presentan toxicidad [110, 129]. De forma semejante, el &cido hidroxicitrico
aislado no presenta efectos secundarios ni acontecimientos adversos en seres humanos [130].
Por ultimo, se encontré un estudio sobre la obtencion de la distribucion de tamafio de
diferentes complejos de paladio con el acido hidroxicitrico mediante la teoria de los
funcionales de la densidad (DFT) [131]. Debido a que ain no se ha estudiado al acido
hidroxicitrico empleando la DFT y aun falta informacion sobre su interaccion de estos
diasteroisdbmeros con la proteasa principal del SARS-CoV-2, en el presente trabajo se realizo

un analisis de la reactividad quimica mediante el uso de la DFT, ademés de un estudio de
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acoplamiento molecular entre el acido hidroxicitrico con la proteasa principal del SARS-
CoV-2 para conocer la afinidad de unién del complejo, el tipo de interaccion y finalmente

realizar una comprobacion del tiempo de unién mediante un calculo de dinAmica molecular.

o 0
HOJf/,,. OH HO OH
HO (S HOL e Y
EL OH CO,H \1‘0‘ ‘OH COH

acido (2S,3S)-hidroxicitrico  acido (2S,3R)-hidroxicitrico

Figura 7.1. Estructuras del (2S, 3S)-1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico y el (2S,3R)-

1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico.

7.1 Metodologia

Se realizd la optimizacion geométrica de las estructuras de acido (2S,3S)-hidroxicitrico y
acido (2S,3R)-hidroxicitrico empleando el nivel de teoria X / 6-311G (d,p) [64] (donde X =
B3LYP[59, 60] y B3PW91 [65]) y X / 6-311++G (d,p) [66] (donde X = B3LYP[59, 60] y
B3PW091 [65]), respectivamente, en la fase acuosa empleando el modelo polarizable continuo
(PCM) [67, 68]. Las frecuencias vibracionales fueron calculadas con la finalidad de asegurar
que los puntos estacionarios eran minimos en la superficie de energia potencial. Los calculos
de mecanica cuéntica que se presentan se realizaron con el programa Gaussian 09 [69], y su
visualizacion se realiz6 con GaussView [70], Arguslab [71], Gabedit [85] y Multwfn [73].
Para el estudio de acoplamiento molecular se emple6 servidor web SwissDock [117] vy la
visualizacion de las interacciones del complejo ligando-receptor se realizaron utilizando de
los programas Chimera [118] y Discovery Studio Visualizer 2019 [119]. Posteriormente, se
realiz la simulacion de dinamica molecular para el complejo empleando el programa
GROMACS [41] y su visualizacion se realiz6 con VMD [120]. La simulacion de dindmica
molecular se realiz6 Unicamente para el diasteroisomero acido (2S,3R)-hidroxicitrico, se
gener0 una caja de simulacion y se afiadieron 19210 moléculas de disolvente (agua) y 4 iones
Na*, para disolver y equilibrar las cargas del sistema. Primero se llevé a cabo el proceso de
minimizacion de energia, después, se realizo el equilibrio en dos fases, primero se llevd a

cabo bajo un conjunto NVT y posteriormente el equilibrio de presion se llevo a cabo bajo un
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conjunto NPT, para finalmente realizar una MD durante 100 ns para analizar la estabilidad

del complejo proteina-ligando.

7.2 Resultados y discusion

7.2.1. Regla de cinco de Lipinski y propiedades ADMET

Mediante la prediccion de las propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas de los
compuestos, es posible evaluar la capacidad de las moléculas como potenciales farmacos,
mediante pardmetros relacionados con su biodisponibilidad oral y su administracion en el
organismo. La regla de cinco de Lipinski y los parametros ADMET de (2S,3S)-acido
hidroxicitrico y acido (2S,3R)-hidroxicitrico se calcularon usando el servidor ADMETIlab 2.0
[86]. Las estructuras de (2S,3S)-acido hidroxicitrico y &cido (2S,3R)-hidroxicitrico obedecen
a la regla de cinco de Lipinski que incluye las siguientes propiedades (valores éptimos entre
paréntesis [87]): logP de -1.60 y -1.41, respectivamente (<5), nimero de aceptores de enlaces
de hidrégeno AHB de 8 (<10), numero de donadores de enlaces de hidrégeno DHB igual a 5
(<5), esto tiene sentido debido a que las moléculas contienen varios grupos hidroxilo y es
posible formar enlaces de hidrégeno en el organismo, nimero de enlaces rotativos igual a 5
(<10) y peso molecular de 208 g / mol (<500), note que los conférmeros (2S,3R) y (2S,3S)
del acido hidroxicitrico violan una de las reglas de Lipinski, lo que es aceptable para
continuar con su estudio. Por otro lado, en la Tabla 7.1 se muestran los valores obtenidos
para la prediccion de las propiedades ADMET, donde (2S,3S)-acido hidroxicitrico y acido
(2S,3R)-hidroxicitrico mostraron valores de permeabilidad Caco-2 y de aclaracion total
menores que el limite. Sin embargo, no muestran hepatoxicidad, mutagenecidad media segun
la prueba AMES, toxicidad oral en ratas ni carcinogenecidad, ademas tienen un buen tiempo
medio de vida. Finalmente, para su metabolismo, se predijo que los dos &cidos actian como

sustratos para el subtipo C9 del sistema citocromo P450.
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Tabla 7.1. Prediccién in silico de las propiedades ADMET de (2S,3S)-acido hidroxicitrico y &cido

(2S,3R)-hidroxicitrico. Los datos que se reportan se obtuvieron con el software MGA y RDKit,
implementado en el servidor ADMETIab 2.0 [86].

Propiedad

Absorcion

Distribucion

Metabolismo

Excrecion

Toxicidad

Nombre del modelo
Permeabilidad Caco-2
Absorcion intestinal
(humana)

Unién a las proteinas del
plasma

Distribucion de volumen
Inhibidor CYPA2

Sustrato CYPA2

Inhibidor CYP2C19
SustratoCYP2C19
Inhibidor CYP2C9
SustratoCYP2C9

Inhibidor CYP2CD6
Sustrato CYP2CD6
Inhibidor CYP3A4

Sustrato CYP3A4

Aclaracion total

Tiempo medio de vida

Hepatoxicidad humana

Toxicidad AMES

Toxicidad oral aguda en

ratas

Carcinogenecidad

Valor éptimo

>-5.15 (log Papp en10-6
cm/s)
% Absorbido

<90 %

0.04-20 L/ Kg
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categorico (Si/No)
Categodrico (Si/No)

Alta >15

Moderada 5-15

Baja <5 (log ml/min/kg)
Vida media larga > 3h
Vida media corta < 3h
Categorico Alta, media,
nula

Categorico Alta, media,
nula

Baja 0

Alta 1 (log
mg/kg_bw/dia)
Probabilidad

(2S,3S)-acido
hidroxicitrico

-6.228

0.076

16.52

0.324
No
No
No
No
No
Si

No
No
No
No
1.587

0.811

Nula

Nula

0.012

0.031

(2S,3R)-acido
hidroxicitico

-6.348

0.282

17.66

0.25
No
No
No
No
No
Si
No
No
No
No
1.51

0.842

Nula

Nula

0.005

0.001
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7.1.2 Optimizacion de geometria en fase acuosa de la estructura de astragalina con DFT

Las estructuras de (2S,3S)-4cido hidroxicitrico y acido (2S,3R)-hidroxicitrico (Figura 7.2)
fueron optimizadas sin restricciones en el nivel de teoria X / 6-311++G (d,p) [66] (donde X
= B3LYP[59, 60] y B3PW91 [65]). Note el cambio de orientacion en el grupo carboxilo en
los diasteroisomeros del &cido hidroxicitrico, de una diferencia de alrededor de 230.0° en las
dos fases. Es importante mencionar que no se obtuvieron diferencias significativas, ni en
distancias ni en &ngulos, cuando se consider0 el efecto solvente en los diferentes niveles de
teoria empleados en este trabajo. Todos los valores de frecuencia calculados al nivel tedrico
X /| DGDZVP [58], en ambas fases fueron positivos lo que sugiere que el nivel de teoria
empleado es capaz de predecir las propiedades electrénicas de (2S,3S)-acido hidroxicitrico
y acido (2S,3R)-hidroxicitrico. No se han reportado espectros de infrarrojo experimentales
de estas moléculas por lo que en el presente trabajo se analizaron las sefiales y en la Figura
7.3 se muestra un resumen de las bandas principales para la fase acuosa, presentes en el
espectro de (2S,3S)- acido hidroxicitrico y (2S,3R)- acido hidroxicitrico en 350, 600, 1350,
1800 y 3700 cm™. Cabe mencionar que se observé una sefial que no coincidié en las dos
moléculas alrededor de 1100 cm™ relacionada a la orientacion del carboxilo, debido a que en
el diasteroisomero (2S,3R) existe una vibracion de estiramiento C-O entre el carbono de la
cadena principal y el grupo hidroxilo en C-2, sin embargo, cuando el carboxilo en C-3 esta

por detréas en la molécula no permite este estiramiento por impedimento estérico.

106.77°
a)

Figura 7.2. Estructuras a) (2S, 3S)- &cido hidroxicitrico, b) &cido (2S,3R)-hidroxicitrico,
optimizados al nivel de la teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p),

respectivamente en la fase acuosa empleando el modelo de soluciéon PCM. Las distancias de unién

se indican en Angstroms, DA=Angulo diedro.
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Figura 7.3. Espectros IR teoricos de (2S, 3S)- acido hidroxicitrico (linea discontinua) y acido

(2S,3R)-hidroxicitrico (linea negra) en fase acuosa obtenidos en el nivel teérico B3LYP/6-311G

(d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p), respectivamente.

7.2.3. Descriptores de reactividad global

Los descriptores de reactividad global para (2S, 3S)- acido hidroxicitrico y acido (2S,3R)-

hidroxicitrico fueron evaluados empleando las ecuaciones (2.28)-(2.31) y se reportan en la

Tabla 7.2. Observe que, los valores de potencial quimico electrénico son similares en las dos

moléculas por lo que su tendencia de escape electrénico p no varia.
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Tabla 7.2. Parametros de reactividad global calculados para (2S, 3S)- acido hidréxicitrico y (2S,3R)-
acido hidroxicitrico, evaluados al nivel de teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p),

respectivamente en la fase acuosa, empleando ecuaciones (2.28)-(2.31). Los valores entre

paréntesis corresponden a los valores calculados utilizando el teorema de Koopmans [90].

I/ev

Acido  (2S,

3S)-

hidroxicitrico

B3LYP 6.14
(-1.95)

B3PW91 6.23
(-1.95)

Acido

(2S,3R)-

hidroxicitrico

B3LYP 6.75
(-0.86)

B3PW91 6.90
(-0.51)

7.2.4 Descriptores de reactividad local

AleV

2.34
(-6.51)
2.26

(-6.51)

0.96
(-6.76)
0.83

(-7.07)

plev | nlev pn-

-4.24
(4.23)
-4.25

(4.23)

-3.86
(3.81)
-3.86

(3.79)

3.80
(4.56)
3.97

(4.56)

5.79
(5.90)
6.07

(6.56)

-6.14
(1.95)
-6.23

(1.95)

-6.75
(0.86)
-6.90
(0.51)

n+

-2.34
(6.51)
-2.26

(6.51)

-0.96
(6.76)
-0.83

(7.07)

x/eVv

4.24
(-4.23)
4.25

(-4.23)

3.86
(-3.81)
3.86

(-3.79)

o/eV | ot
eV
4.73 3.54
(3.93) | (1.05)
4.55 3.46
(3.93) | (1.05)
2.57 2.43
(2.45) | (0.46)
2.46 2.38
(2.19) | (0.35)

eV

1.42
(3.17)
1.34

(3.17)

0.50
(2.36)
0.45

(2.25)

La reactividad local de un sistema molecular puede ser evaluada a través de la Funcion Fukui,

empleando las aproximaciones FC y FD. La Figura 7.4 muestra la distribucion de los sitios

electrofilicos y nucleofilicos en las cuatro moléculas, empleando la aproximacién de FC en

la fase acuosa. Note que en los dos diasteroisomeros del acido hidroxicitrico, la distribucion

de HOMO esta localizada sobre el oxigeno del carbonilo del grupo carboxilo y sobre el

hidroxilo unido al carbono que est4 unido al carbonilo. Mientras que la distribucion de los

sitios nucleofilicos estd localizada principalmente sobre grupo carboxilo ubicado en el

carbonilo quiral de los dos diasteroisomeros.
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a) b)
c) ' d)

Figura 7.4. Distribuciones de HOMO sobre a) (2S, 3S)- acido hidroxicitrico y b) (2S, 3R)- acido
hidroxicitrico y LUMO c) (2S, 3S)- &cido hidroxicitrico y d) (2S, 3R)- &cido obtenidas al nivel de la
teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p), respectivamente en la fase acuosa
empleando el modelo de solucion PCM. En todos los casos las isosuperficies se obtuvieron a 0.08

e/u.a.l.

La evaluacion de la Funcion Fukui empleando la aproximacion FD (ecuaciones (2.34)-
(2.36)) en la fase acuosa se reporta en la Figura 7.5 para (2S, 3S)-acido hidroxicitrico y en la
Figura 7.6 para (2S, 3R)-4acido hidroxicitrico. En el caso del diasteroisdbmero (2S, 3S), los
sitios mas activos hacia ataques nucleofilicos se encuentran en el grupo carboxilo en C-3
(Figura. 7.5a). Para los ataques electrofilicos, los sitios mas reactivos se encuentran sobre el
grupo hidroxilo unido a C-2 (Figura 7.5b), mientras que para los ataques por radicales libres
los sitios mas reactivos son el grupo carboxilo en C-3 y el grupo hidroxilo en C-2 (Figura.
7.5¢). Se observo el mismo comportamiento en (2S, 3R)-4cido hidroxicitrico.
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c)

Figura 7.5. Isosuperficies de las Funciones Fukui para (2S, 3S)-acido hidroxicitrico segin las
ecuaciones (2.34)-(2.36) en el nivel de teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p),
respectivamente empleando el modelo de solucién PCM. En el caso de (a) ataques nucleofilicos, (b)
electrofilicos y (c) de radicales libres. En todos los casos las isosuperficies se obtuvieron a 0.008

e/u.a.?, los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

a)

<)

Figura 7.6. Isosuperficies de las Funciones Fukui para (2S, 3R)-acido hidroxicitrico segun las
ecuaciones (2.34)-(2.36) en el nivel de teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++(d,p),
respectivamente empleando el modelo de solucién PCM. En el caso de (a) ataques nucleofilicos, (b)
electrofilicos y (c) de radicales libres. En todos los casos las isosuperficies se obtuvieron a 0.008

e/u.a.?, los circulos punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
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De igual manera, es posible analizar la reactividad local de las moléculas empleando la
funcion Fukui condensada a través de las ecuaciones (2.37)-(2.39), debido a que los valores
mas altos de CFF corresponden a los &tomos mas reactivos en la molécula [124]. Los valores
de la CFF para los ataques nucleofilicos en los diferentes niveles de teoria, para el (2S, 3S)-
acido hidroxicitrico calculados en fase acuosa, se muestran en la Figura 7.7 y para el (2S,
3R)-4cido hidroxicitrico en la Figura 7.8. Note que el (2S, 3S)-acido hidroxicitrico exhibe los
sitios mas susceptibles hacia ataques nucleofilicos sobre el grupo carboxilo quiral. En el caso
de un ataque electrofilico, los sitios méas reactivos son sobre el grupo hidroxilo unido a la
cadena principal (Figura 7.8), mientras que, los sitios mas reactivos hacia un ataque por
radicales libres se encuentran sobre el grupo carboxilo quiral y sobre el grupo hidroxilo unido
a la cadena (Figura 7.9), se observo el mismo comportamiento en el caso del (2S, 3R)-4cido
hidroxicitrico (Figuras (6.10)-(6.12)).
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Figura 7.7. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S, 3S)-acido
hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311G (d,p) (donde X=B3LYP, B3PW91), en la fase acuosa
empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos punteados

muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.
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Figura 7.11. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S, 3R)-

B3LYP y B3PW91), en la

X /6-311++G (d,p) (donde X

fase acuosa empleando la poblacién de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos

1a

s

do hidroxicitrico en el nivel de teor

aci

3

punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

105|Pagina



0.120

oy

%0100 OB3LYP

é ©B3PWO1

'50.080

=}

w

3 0.060

g

©

< 0.040 X

o

O § § N M

0.020 § 5 IN 5N §
NN 1 nunn
| n N

o000 IR I anuniny
O O O 0O 0 &£ E XL L E LI I
= MM N0 e Loroadgy

Figura 7.12. Valores de la funcion Fukui condensada para ataques nucleofilicos sobre (2S, 3R)-
acido hidroxicitrico en el nivel de teoria X / 6-311++G (d,p) (donde X = B3LYP y B3PW91), en la
fase acuosa empleando la poblacion de Hirshfeld y las ecuaciones (2.37)-(2.39), los circulos

punteados muestran las zonas mas reactivas en cada molécula.

De igual manera, se puede analizar la reactividad quimica de las especies mediante mapas
del potencial electrostatico molecular (MEP) [31]. En la Figura 7.13 se muestran los MEP de
las moléculas é&cido (2S,3S)-hidroxicitrico y 4acido (2S,3R)-hidroxicitrico. Los dos
conférmeros exhiben los valores més altos de potencial en los atomos de hidrégeno y
nitrégeno en comparacion con los otros atomos (color azul); por lo tanto, tienen una menor
densidad de electrones a su alrededor, y muestran que los &tomos de oxigeno son los lugares

con el menor potencial y por lo tanto son los sitios mas electrofilicos activos (color rojo).
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Figura 7.13. Mapeo de los potenciales electrostaticos para a) (2S, 3S)- &cido hidroxicitrico, b) &cido
(2S,3R)-hidroxicitrico, ob9tenidos al nivel de la teoria B3LYP/6-311G (d,p) y B3LYP/6-311G++
(d,p) respectivamente, en la fase acuosa empleando el modelo de solucién PCM, sobre una

isosuperficie de densidad (valor =0.002 e/a.u.?).

Las Figura 7.14 muestra el grafico del gradiente de densidad reducido para acido (2S,3S)-
hidroxicitrico (Figura 7.14a), se observa un pico a -0.032 debido a la interaccion estabilizante
entre el oxigeno del carboxilo en C-3 y el hidrogeno del hidroxilo en C-3, el pico a -0.018 de
la interaccion entre el hidrdgeno del hidroxilo en C-2 y los oxigenos de los hidroxilos de los
grupos carboxilo en C-2 y C-3, a-0.014 es representativo de la interaccion estabilizante entre
el oxigeno del hidroxilo en C-2 el hidrégeno en C-4, y a -0.012 y -0.010 estan las
interacciones estabilizantes entre en atomo de oxigeno del grupo hidroxilo en C-3 con
carbonilos de los grupos hidroxilo en C-2 y C-4. Por otro lado, las interacciones
desestabilizadoras se encuentran a 0.005 y 0.009 debido a las interacciones del &tomo de
oxigeno del hidroxilo en C-3 con los a&tomos de oxigeno de los hidroxilos de los grupos
carboxilo en C-2 y C-4, a 0.010 se encuentran el pico relacionado con interaccion repulsiva
entre el &tomo de oxigeno del hidroxilo en C-2 y el 4&tomo de oxigeno del hidroxilo del
carbonilo en C-2, a 0.012 se encuentran las interacciones no estabilizantes entre el &tomo de
oxigeno del hidroxilo en C-2 y el atomo de oxigeno del hidroxilo del grupo carbonilo en C-
3,y a0.022 es el pico relacionado con las interacciones no estabilizantes entre el atomo de
oxigeno del hidroxilo en C-2 y el atomo del oxigeno del carbonilo del grupo carboxilo en C-
3. Para el acido (2S,3R)-hidroxicitrico (Figura 7.14b) se observan los mismos picos de
interacciones tanto estabilizantes como no estabilizantes a excepcion de la interaccién en -
0.08, ya que en el diasteroisomero (2S,3R) ocurre debido a la interaccion entre el atomo de

oxigeno del hidroxilo en C-2 y el &tomo de oxigeno del carbonilo del grupo carboxilo en C-
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4 y para el diasteroisomero (2S,3S) la estabilizacion del grupo hidroxilo en C-2 ocurre con el
carbonilo en C-3. Para verificar este resultado, se graficd la isosuperficie s(r) de las dos
moléculas, (Figura 7.15).

a)

Figura 7.14 Grafico del gradiente de densidad reducida vs sign(A2)p para a) (2S, 3S)- acido
hidroxicitrico y b) acido (2S,3R)-hidroxicitrico en la fase acuosa.

Figura 7.15. Isosuperficie del NCI = 0.2 para a) (2S, 3S)-acido hidroxicitrico b) acido (2S,3R)-

hidroxicitrico, en fase acuosa.

7.2.5 Estudio de acoplamiento molecular

Se analizé la configuracion éptima de proteina / ligando y la afinidad de union de los
diasteroisomeros acido (2S,3S)-hidroxicitrico y acido(2S,3R)-hidroxicitrico con MP™. La
Figura 7.15 y 7.16 muestra la configuracion acido (2S,3S)-hidroxicitrico/MP™® y acido
(2S,3R)-hidroxicitrico/MP™, se puede apreciar la pose de union de los dos diasteroisomeros a
la proteasa, note que Unicamente el disateroisomero (2S,3S) esta unido a la MP™ en el sitio
activo, entre los dominios | y Il de la proteina, mientras que el diasteroisémero (2S,3R) se

encuentra fuera dominio del sitio activo [3]. La energia de union para la configuracion acido
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(2S,3S)-hidroxicitrico/MP™ fue -6.74 kcal mol™ y se identificaron las interacciones alrededor
de 3 Ay se graficaron en un mapa 2D como se muestra en las Figuras 6.18 y 6.19, de este
modo se observa que &cido (2S,3S)-hidroxicitrico tiene interacciones de van der Waals con
los residuos del sitio activo de la MP® ASN142, HSD41, MET165, HSD163, GLU166,
PHE140 y la diada catalitica HIS164-CYS145 (Figura 7.18). Por otro lado, se corroboré que
el &cido(2S,3R)-hidroxicitrico se acopla fuera del sitio especifico con interacciones de tipo
van der Waals con VAL A:303 y PHE A:305, de tipo puentes de hidrogeno con GLY A:302
y THR A:304 y de tipo carbono-hidrdgeno con SER A:1 (Figura 7.18). Debido a lo anterior,
se puede considerar al &cido (2S,3S)-hidroxicitrico para continuar con el estudio de dinamica

molecular y evaluar el tiempo de residencia en el complejo.

Figura 7.16. Sitio de unién de 4cido (2S,3S)-hidroxicitrico en la MP™ del SARS-CoV-2.
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Figura 7.18. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para &cido (2S,3S)-hidroxicitrico.
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Figura 7.19. Mapa 2D de las interacciones ligando / MP™ para acido(2S,3R)-hidroxicitrico.

7.2.5.1 Simulacion de dinamica molecular

Con lafinalidad de realizar la validacién del complejo obtenido en el estudio de acoplamiento
se realizd la simulacion de dindmica molecular. La simulacion de dindmica molecular se
realiz6 durante 100 ns para el complejo acido (2S,3S)-hidroxicitrico / MP™ como se observa
en la Figura 6.20. El sistema alcanz6 el equilibrio después de 40 ns y fluctu6 alrededor del
valor medio de 0.3 A hasta el final de la simulacion, lo que confirma que no hay un cambio

significativo del complejo durante la simulacion.

0.6 -
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Figura 7.20. Resultados de la simulacion de dinamica molecular para acido (2S,3S)-hidroxicitrico-
MP™ a |o largo de 100 ns.
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7.3. Conclusiones

En el presente capitulo se realiz6 la prediccion in silico de la regla de cinco de Lipinski y las
propiedades de administracion, metabolismo, excrecion y toxicidad de &cido (2S,3S)-
hidroxicitrico y acido (2S,3R)-hidroxicitrico, los dos conférmeros violaron la regla de
Lipinski al poder formar cinco enlaces de hidrégeno, sin embargo entra dentro de los
pardmetros aceptables al ser inicamente una violacion, en cuanto a los pardmetros ADMET
se observo que los diasteroisdbmeros presentan valores de absorcion en la barrera epitelial
gastrointestinales menores al valore optimo al igual que sus valores de aclaracion total, lo
que es indicativo de que estas moléculas atravesarian la barrera epitelial en menor cantidad
en comparacion con los valores 6ptimos, ademas que el volumen de sangre que se limpia del
farmaco que se limpia por unidad de tiempo también es menor que para el valor éptimo. En
cuanto a su metabolismo, se observo que los diasteroisomeros podrian ser descompuestos
para su excrecion mediante las enzimas del sistema CYP450 subtipo C9. Después el estudio
de la reactividad quimica molecular de las estructuras de acido (2S,3S)-hidroxicitrico y &cido
(2S,3R)-hidroxicitrico en fase acuosa. Mediante la funcién Fukui se identificaron los sitios
mas activos hacia ataques nucleofilicos, electrofilicos y por radicales libres. Los dos
diasteroisdbmeros presentaron la misma reactividad local, los sitios mas activos hacia ataques
nucleofilicos se encontraron en el grupo carboxilo quiral en C-3, para los ataques
electrofilicos, los sitios méas reactivos se encuentran sobre el grupo hidroxilo en C-2 y para
los ataques por radicales libres los sitios mas reactivos son el grupo carboxilo en C-3 y el
grupo hidroxilo en C-2. Adicionalmente se estudid la interaccion de estos diasteroisbmeros
con la proteasa MP™ del SARS-CoV-2. El estudio de acoplamiento revel6 que solo acido
(2S,3S)-hidroxicitrico se acoplo a la MP™ en el sitio activo con los residuos ASN142, HSDA41,
MET165, HSD163, GLU166, PHE140 y HIS164-CYS145 con una energia de union igual a
-6.74 kcal mol™. Finalmente, se realizo la simulacion de dinamica molecular para confirmar
el tiempo de residencia del acido (2S,3S)-hidroxicitrico en la MP™, se observd que el
complejo alzé el equilibrio alrededor de los 40 ns de simulacion fluctuando en los 0.3 A lo
que lo hace un complejo estable y lo convierte en un candidato atractivo para inhibir la

replicacion viral mediante la MP™.
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Capitulo 8. Conclusiones generales

En el presente trabajo se realizé un estudio computacional a 101 moléculas bioactivas
presentes en plantas medicinales empleadas en México (Tabla A-1), y posteriormente se
analizo su interaccion con la proteasa MP™ del SARS-CoV-2. Del total de las estructuras
analizadas solo seis (aliina, astragalina, acido hibiscus, acido garcinia, acido (2S,3S)-
hidroxicitrico y &cido (2S,3R)-hidroxicitrico) interactuaron adecuadamente en el primer
estudio de acoplamiento y se continud con su estudio, como se resume en la Tabla A-2. Note
que astragalina y los dos conformeros del acido hidroxicitrico violan una vez la regla de cinco
de Lipinski, lo que hace a estas moléculas menos adecuadas que las demas. Por otro lado, se
puede observar que todas las estructuras actian como sustrato para diferentes subtipos del
sistema citocromo P450, lo que indica que podrian ser transformadas por este metabolismo
para su excrecion. Ademas, derivado de la optimizacion de la geometria en disolucion vy el
calculo de descriptores de reactividad global, tenemos el poder de electroaceptacion o el
cual se relaciona con el grado de toxicidad que puede presentar una molécula, esto debido a
que la reactividad de tipo electrofilica interviene en enfermedades causadas por ataques
covalentes hacia el ADN vy proteinas como carcinogenecidad, mutagenecidad y sensibilidad
dérmica [39]. En este sentido, un valor menor se asocia a una mayor toxicidad por lo que de
los resultados obtenidos se observa un menor valor en la molécula aliina y el valor mayor
para el conférmero (2S,3S) del acido hidroxicitrico. Estos resultados nos dan una idea de la
actividad farmacolégica de los compuestos, por lo que se continud con el segundo estudio de
acoplamiento. Note que cinco de las seis estructuras obtuvieron una pose de unién adecuada
y se decart6 el conformero (2S,3R) del acido hidroxicitrico. Mientras que las afinidades de
unién de los complejos formados en la pose de unién adecuada rondaron entre los -6.74 kcal
mol™t y -8.2 kcal mol? lo que es indicativo de la formacién de un complejo estable.
Finalmente, se realizé el estudio por dinamica molecular para aliina, astragalina, acido
hibiscus, acido garcinia y acido (2S,3S)-hidroxicitrico, aqui se observé que todas las
moléculas se mantuvieron unidas al sitio activo durante toda la simulacion a excepcién del
acido garcinia que abandond la posicién inicial. Los resultados sugieren que las moléculas
acido hibiscus y acido (2S,3S)-hidroxicitrico son las estructuras mas adecuadas para la

inhibicién de la proteasa MP™, por lo que se recomiendan como candidatos farmacol6gicos
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para continuar con estudios in vitro e in vivo para poder ser considerados en el tratamiento
de la enfermedad COVID-19 causada por el virus SARS-CoV-2.
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Perspectivas

La realizacion del presente trabajo permitié tener una nueva vision sobre los componentes
bioactivos capaces de realizar la inhibicién enzimatica de la proteasa principar del virus
SARS-CoV-2. A partir de los nuevos conocimientos adquiridos mediante la investigacion

literaria y experimental surgen diversas ideas sobre posibles estudios para desarrollar:

e Realizar calculos ONIOM para el analisis de las interacciones entre el ligante y el
receptor en un nivel de teoria mas elevado.

e Realizar estudios de dinamica molecular empleando mecanica cuantica.

e Explorar diversos sistemas receptores que intervienen en las diferentes estapas del
ciclo de vida del virus SARS-CoV-2 con la finalidad estudiar su inhibicién
enzimatica.

e Estudiar nuevos ingredientes activos presentes en plantas medicinales dado que existe
una amplia variedad que no se considerd en el presente trabajo.

e Realizar el disefio de nuevos andlogos y comparar la variacion de las propiedades y

reactividad con diferentes grupos funcionales mediante similaridad cuéntica.
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Anexos

Tabla A-1 Lista de los metabolitos sometidos al cribado virtual.

Metabolito

24-
metileno-
cicloartenol
2-nonanona

2-
undecanona
3-careno
6-shogaol
Acido
(2S,3R)-
hidroxicitri
co
Acido
(2S,39)-
hidroxicitri
co
Acido
ascorbico
Acido
caféico
Acido
clorogénico
Acido
elagico
Acido
elaidico
(18:1)
Acido
estearico
(18:0)
Acido
gélico
Acido
garcinia
Acido
gentisico
Acido
hibiscus
Acido
kaurenoico
Acido
linoléico
Acido
oleandlico
Acido
oleico

Codigo SMILES
CC(C)C(=C)CCC(C)C1CCC2(C1(CCC34C2CCC5C3(C4)CCC(C5(C)C)0)C)C

CCCCCCCC(=0)C
CCCCCCCCCC(=0)C

CC1=CCC2C(C1)C2(C)C
CCCCCC=CC(=0)CCC1=CC(=C(C=C1)0)0C
C(C(=0)0)[C@]([C@@H](C(=0)0)O)(C(=0)0)0

C(C(=0)0)C(C(C(=0)0)0)(C(=0)0)0

C(C(C1C(=C(C(=0)01)0)0)0)0
C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0)0
C1C(C(C(CC1(C(=0)0)0)OC(=0)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)0)0)O
C1=C2C3=C(C(=C10)0)0C(=0)C4=CC(=C(C(=C43)0C2=0)0)0

CCCCCCcCcce=cceecececcce(=0)o
CCCCccceeeecceecceecc(=0)o

C1=C(C=C(C(=C10)0)0)C(=0)O
C1C(=0)0[C@@H]([C@@]1(C(=0)0)0)C(=0)0
C1=CC(=C(C=C10)C(=0)0)O
C1C(=0)0C(C1(C(=0)0)0)C(=0)0
CC12CCCC(C1CCC34C2CCC(C3)C(=C)C4)(C)C(=0)0
CCCCCC=CCC=CCCCCCCCC(=0)0
gCl(CCCZ(CCCS(C(:CCC4C3(CCCSC4(CCC(C5(C)C)O)C)C)C2C1)C)C(:O)O)

CCCccceecee=ceecececececec(=0)o
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22 Acido CCcCcccecececcececcececce(=0)o
palmitico
(16:0)
23 Acido CCCcccee=ccececececcecce(=0)o
palmitoleic
0 (16:1)
24 Acido CCCCC(=0)0
valérico
25 Acidoa- = CCCCCC=CCC=CCCCCCCCC(=0)0
linoléico
26 | Adenosina | C1=NC(=C2C(=N1)N(C=N2)C3C(C(C(03)C0O)0O)O)N
27 Alcanfor = CC1(C2CCC1(C(=0)C2)C)C

28 Alcohol C1=CC=C(C=C1)CO
behenico
29 Alicina C=CCSSs(=0)cc=C

30 Aliina | C=CCS(=0)CC(C(=0)O)N

31 Astragalina C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)OCAC(C(C(C(O4)CO)O0)
0)0)0
32 | Atopina | CN1C2CCC1CC(C2)OC(=0)C(CO)C3=CC=CC=C3

33 Baurenol | CC1CCC2(CCC3(C4=CCC5C(C(CCChH(C4CCLC3(C2C1C)C)C)0)(C)C)C)C
34 Bergapten | COC1=C2C=CC(=0)0C2=CC3=C1C=C03

35 @ Betanidina = CNC(=NC)NCC1=CC=CC=C1

36 Borneol CC1(cacccei(c(c)o)e)e

37 Buteina C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)C2=C(C=C(C=C2)0)0)0)0

38 | Capsaicina | CC(C)C=CCCCCC(=0)NCC1=CC(=C(C=C1)0)0C

39 Carvacrol | CC1=C(C=C(C=C1)C(C)C)O

40 Carvona | CC1=CCC(CC1=0)C(=C)C

41 Catequina = C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)0)0)C3=CC(=C(C=C3)0)0)0O

42 Cicloarteno = CC(CCC=C(C)C)C1CCC2(C1(CCC34C2CCC5C3(C4)CCC(C5(C)C)0)C)C
|
43 Cumarina C1=CC=C2C(=C1)C=CC(=0)02

44 D-glucosa | C(C1C(C(C(C(01)0)0)0)0)O
45 D-manosa = C(C1C(C(C(C(01)0)0)0)0)O
46 D-xilosa C1C(C(Cc(c(01)0)0)0)0

47 Ergost5-  CC(C)C(C)CCC(C)CLCCC2C1(CCC3C2CC=CA4C3(CCC(C4)0)C)C
48 Esir(])-pBo-lo;mi CN1C2CC(CC1C3C203)0C(=0)C(CO)C4=CC=CC=C4

49 Escozzletin COC1=C(C=C2C(=C1)C=CC(=0)02)0

50 Estafziiatina CC12C(01)CC3C2CA4C(CCC3=C)C(=C)C(=0)04

51 Eucaliptol = CC1(C2CCC(01)(CC2)C)C

52 Eugenol COC1=C(C=CC(=C1)CC=C)0

53 Faradiol CC1C2C3CCC4C5(CCC(C(ChLecr4(c3(ce(ce(ce=cic)c)o)c)c)(c)e)o)c
54 | Filoguinona | CC1=C(C(=0)C2=CC=CC=C2C1=0)CC=C(C)CCCC(C)CCccc(c)ycccc(c)c
55 | Fucosterol = CC=C(CCC(C)C1CCC2C1(CCC3C2CC=C4C3(CCC(CH0)C)C)C(C)C
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56

57

58

59
60

61

62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

80
81
82

83
84
85

86
87
88
89
90

Germacren
0A
Germacren
oB
Germacren
oD
Gingerol

Hiosciamin
a
Isoquerceti
na
Isoliquiritig
enina
Isorametin

L-fucosa
Limoneno
Linalool
Lupeol
Luteolina
Marmesina
Mentol
Mentona
Mirceno
Neral
Niacina
Psolareno
Pulegona
Quercetina
Retinol
Rutdsido

Sabineno
Sucrosa

Taraxastero
|
Timol

Trehalosa

Umbelifero
na
Zingerona

Zoapatlina
o-cubebeno
a-eudesmol

a-pineno

CC1=CCCC(=CCC(CC1)C(=C)C)C
CC1=CCCC(=CCC(=C(C)C)CC1)C
CC1=CCCC(=C)C=CC(CC1)C(C)C

CCCCCC(CC(=0)CCC1=CC(=C(C=C1)0)0C)O
CN1C2CCC1CC(C2)OC(=0)C(CO)C3=CC=CC=C3
C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)OC4C(C(C(C(04)CO)O)
0)0)0)0

C1=CC(=CC=C1C=CC(=0)C2=C(C=C(C=C2)0)0)O
COC1=C(C=CC(=C1)C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)O
CC1C(C(C(C(01)0)0)0)0

CC1=CCC(CC1)C(=C)C

CC(=CCCC(C)(C=C)0)C
CC(=C)C1CCC2(C1C3CCCAC5(CCC(C(C5CCCA(C3(CC2)C)C)(C)C)0)C)C
C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0
CC(C)(C1CC2=C(01)C=C3C(=C2)C=CC(=0)03)0
CC1CCC(C(C1)0)C(C)C

CC1CCC(C(=0)CL)C(C)C

CC(=CCCC(=C)C=C)C

CC(=CCCC(=CC=0)C)C

C1=CC(=CN=C1)C(=O)N

C1=CC(=0)0C2=CC3=C(C=C03)C=C21

CC1CCC(=C(C)C)C(=0)C1
C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0)O
CC1=C(C(CCC1)(C)C)C=CC(=CC=CC(=CCO)C)C

CC1C(C(C(C(01)0CC2C(C(C(C(02)0C3=C(0C4=CC(=CC(=C4C3=0)0)0)C5=
CC(=C(C=C5)0)0)0)0)0)0)0)O
CC(C)C12CCC(=C)C1C2

C(C1C(C(C(C(01)OC2(C(C(C(02)CO)0)0)CO)0)0)0)O
CC1C2C3CCC4C5(CCC(C(C5CCCA(C3(CCC2(CCC1=C)C)C)C)(C)C)O)C

CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)O
C(C1C(C(C(C(O1)OC2C(C(C(C(02)CO)0)0)0)0)0)0)O
C1=CC(=CC2=C1C=CC(=0)02)0

CC(=0)CCC1=CC(=C(C=C1)0)0C
CC(CCCC1(C(CCC(=CCO)CO1)0)C)C(=0)CC=C(C)C
CC1CCC(C2C13C2C(=CC3)C)C(C)C
CC1=CCCC2(C1CC(CC2)C(C)(C)0)C
CC1=CCC2CC1C2(C)C
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91
92
93

94
95
96
97
98
99
100
101

a-tocoferol
a-tujona
[-caroteno

B-farneseno
B-ocimeno
B-pineno
[-sitosterol
B-tocoferol
d-tocoferol
Y-tocoferol

(Z,E)-a-
farneseno

CC1=C(C2=C(CCC(02)(C)CCCC(C)CCCC(C)CCCC(C)C)C(=C10)C)C

CC1C2CC2(CC1=0)C(C)C

CC1=C(C(CCC1)(C)C)C=CC(=CC=CC(=CC=CC=C(C)C=CC=C(C)C=CC2=C(CC

CC2(C)C)C)C)C
CC(=CCCC(=CCCC(=C)C=C)C)C

CC(=CCC=C(C)C=C)C
CC1(C2CCC(=C)C1C2)C

CCC(CCC(C)C1CCC2C1(CCC3C2CC=C4C3(CCC(C4)0)C)C)C(C)C
CC1=CC(=C(C2=C10C(CC2)(C)CCCC(C)CCCC(C)CCCC(C)C)C)O

CC1=CC(=CC2=C10C(CC2)(C)CCCC(C)CCCC(C)CCCC(C)C)O

CC1=C(C=C2CCC(0C2=C1C)(C)CCCC(C)CCCC(C)CCCC(C)C)O

CC(=CCCC(=CCC=C(C)C=C)C)C
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Tabla A-2 Comparacion de pardmetros calculados para todas las moléculas en el modelado

Molécula

Aliina

Astragalina

Acido hibiscus

Acido garcinia

Acido (2S,3S)-
hidroxicitrico

Acido (2S,3R)-

hidroxicitrico

Violaciones
alaregla
de cinco de

Lipinski

Tipo de

metabolismo

Sustrato  para
los  subtipos
A2, 2C19 vy
2CD6 del

citocromo P45

Sustrato  para
los subtipo 2C9
Sustrato  del
subtipo C9 del
citocromo
P450

Sustrato  del
subtipo C9 del
citocromo
P450

Sustrato  del
subtipo C9 del
citocromo
P450

Sustrato del
subtipo C9 del
citocromo
P450

molecular.

Descriptor
de
reactividad
global
(w*/eV)

0.08 (B3LYP
/ DGDZVP)

0.72 (B3LYP
/ DGDZVP)

2.77 (B3LYP
/  6-311G

(d,p))

2.67 (B3LYP
/| 6-311G

(d,p))

3.54 (B3LYP
/ 6-311G

(d,p))

2.43 (B3LYP
/ 6-
311G++(d,p))

AG

kcal mol?

-7.12

-6.76

-6.93

-6.74

NA

Residuos de interaccion

Van der Waals: CY S145,
HSD164, ASN142,
MET165, HSD163,
GLU166, HSD41

Tipo alquilo: MET49
Puentes de hidrégeno:
PHE140

n-amida, metal-aceptor:
ASN142

Van der Waals: ASN142,
HSD163, MET165 vy
GLU166

Puentes de hidrdgeno:
PHE140 [O-H.N] vy
CYS145 [0-H.N.]

Van der:  ASN142,
HSDA41, MET165,
HSD163, GLU166,
PHE140 y HIS164-
CYS145

NA

Permanencia
del ligante en
el sitio activo
Categorico
(Si/No)

Si

Si

Si

No

Si

NA
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