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Resumen

Se realizd un estudio tedrico de la reactividad quimica de los derivados de cinamilos y
quinoxalinas empleando la Teoria Funcional de la Densidad (DFT). Los siete compuestos
presentados en este trabajo; cuatro del tipo cinamilo y tres del tipo quinoxalina, se sometieron
a dinamicas moleculares Born-Oppenheimer para su posterior optimizacién con diferentes
funcionales (0B97XD, B3LYP, PBE y M06) usando el mismo conjunto de base 6-31+G*
con el programa Gaussian 16. La reactividad quimica fue evaluada mediante descriptores
globales, locales y dependientes de temperatura, los cuales permitieron identificar los sitios

mas reactivos de cada molécula.

Los derivados antes mencionados, presentan actividad biologica ante células de cancer de
pancreas y participan en las cascadas de senalizacién de caspasas y de proteinas Bcl-2. Se
llevé a cabo un estudio de acoplamiento molecular de estos compuestos fungiendo como
ligantes en proteinas antiapoptoticas de la familia Bel-2. Se analiz6 la energia de union y la
constante de afinidad de los complejos formados. Adicionalmente, se realizdé dindmicas
moleculares (DM) para los complejos Bel-x1 — M3 y Bel-x1 — MS5. El complejo Bel-x1 — M3
fue el que presentd los valores de afinidad y constante de inhibicion mas bajos, por el
contrario, el complejo Bel-x1 — M5, fue el que present6 las mejores energias de union. La
estabilidad de estos compuestos se analiz6é mediante la desviacion de la raiz cuadrada media
(RMSD), la distancia del centro de masa (distCOM) y la raiz media cuadratica de fluctuacion

(RMSF).

Finalmente, se analizo la naturaleza de las interacciones presentes en los complejos proteina
— ligando estudiados anteriormente aplicando la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas
(QTAIM, por sus siglas en inglés). Los resultados obtenidos respaldan la informacion de la
dindmica molecular, sugiriendo que las interacciones débiles tienen una menor relevancia en
la clasificacion de estabilidad en comparacidon con los enlaces de hidrogeno. Ademas, el
enfoque QTAIM propuesto proporciond una metodologia solida para identificar las

interacciones entre ligando y proteina.



INDICE

Abreviaturas y Simbolos .............ccccoiiiiiiiiiii 1
Capitulo 1. AnteCedentes ..............ocoiiiiiiiiiiii e 3
1.1 Proteinas de la familia BCI-2.........cccooiiiiiiiiiii 3
1.2 CINAMILOS ... 7
1.3 QUINOXALINAS ...ttt ettt b et e st et e e s be et e e nbneennee e 8
1.4 ODbJetiVo GENETAL.......iiuiiiiiiiicic e 10
1.4.1  ODbjetivos ESPECIfICOS .....c.couviiiiiiiiiiiii it 10
1.5 JUSHTICACION ...t 10
Capitulo 2. Estudio de la Reactividad Quimica de los derivados de cinamilos y
quinoxalinas empleando CDFT ... 12
2.1 Teoria Funcional de la Densidad............ccooiiiiiiiiiiiiii e 12
2.2 Metodologia Computacional...........ccccviieeiiiiirieiieie e 19
23 Resultados Y DISCUSION .....ceviiiiiiiiiiiiieieeie et 20
2.3.1 Propiedades estructurales de cinamilos y quinoxalinas..................ccccccooveue. 20
2.3.2  Propiedades electronicas de cinamilos y quinoxalings ...............cccccccoocrennnne. 23
2.3.3  Orbitales de frontera HOMO-LUMO............ccccooouviiiiiiiiiiniiiiiiiciii e 29
2.3.4  Funcion de Fukui y Descriptor DUGL .............c...cccceviiiiiiiiiniiieiiiie e 31
2.3.5 Descriptores locales de reactividad..................c.cccocoeioiiiiiiiiiiiiiiiiice 35
23 CONCIUSIONES ...ttt 38
Capitulo 3. Acoplamiento Molecular y Dinamicas Moleculares de los derivados de
cinamilos y quinoxalinas en proteinas antiapoptoticas de la familia Bel-2 ................... 40
3.1 Acoplamiento MOLECUIAT...........cooiiiiiii e 40
3.1.1 Fundamentos del acoplamiento molecular ...............cc...ccccooeviiiiiiniiiiniinennnn. 41
3.1.2  Algoritmos de bUSQUEdQ....................cccociiiiiiiiiiiiiiee 41
3.1.3  FUNCIONES A@ SCOTC ..o 44
3.1.4 Tipos de Interacciones en el Acoplamiento Molecular...................c..ccocouenen. 45
3.2 Metodologia Computacional............cceivieiiiiiiiiiiiii i 46
3.2.1  Acoplamiento Molecular...................ccccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiec s 46
3.2.2  Dindmica MOIECULAT ...............cccoeiiiiiiiiiiiiii it 48
33 Resultados ¥ diSCUSION ......cocveiiiiiiiciiieee e 49
3.3.1  Acoplamiento MOIeCULAT ................ccccoeviiiiiiiiiiie e 49
3.3.2  Dindmica MOIeCULQr .................cccocoeiiiiiiiiiiiiiii et 59



3.4 CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt ettt et e et e bt e st e e e beesaeeenbeeanneas 62
Capitulo 4. E§tudio de las interacciones proteina — ligando empleando la Teoria
Cuantica de Atomos en Moléculas (QTAIM) .........cocooiiiiiiiiiii i 64

4.1 ALOMOS €N MOIBCUIAS ......ocveveiceseceeee ettt enaes et ss s 64

4.2 Metodologia Computacional..........coccuveiiiieiiiieiiiie e 67

43 Resultados ¥ diSCUSION .......uiiiiiiiiiieiiiie it 68

4.4 CONCIUSIONES ...ttt r e n e nne e e nnee s 76
Conclusiones Generales...............ocoiiiiiiiiiii i 78

| 2 S (2 < 1 (S £ 1 TR 80



Abreviaturas y simbolos

AD
ADT
AIM

Bak

Bax

Bcel-2

Bcel-xl
BH3
B3LYP
DFT
cDFT

DD
DM
DM-BO

Nz

Wi

eV
fs
FF

f+

Auto Dock

AutoDockTools
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1 Proteinas de la familia Bcl-2

El ciclo celular es un complejo proceso de reproduccion y muerte con la finalidad de obtener
células hijas idénticas. El desenlace puede ocurrir de dos maneras: por necrosis; un proceso
provocado por un dafio tisular, radiacion, entre otras, o bien por apoptosis, cuyo término
proviene del griego “apo” (amo) que significa “separacion” y “ptosis” (110616) que significa
“caida” asociado a la caida de las hojas de los arboles en otofio (Duque, 2005). La apoptosis
es un mecanismo de muerte celular programado por medio de proteinas que activan las
caspasas permitiendo liberar al citocromo c para dirigirse al citoplasma (Reed, 1998). En este
proceso las proteinas de la familia Bcl-2 regulan la apoptosis mitocondrial mediante
interacciones complejas sobre la membrana externa mitocondrial. Un grupo cisteina-aspartil
proteasa provoca un mecanismo en donde el ADN es fragmentado. Los restos celulares son
fagocitados por células vecinas de los tejidos para su eliminacion silenciosa, es decir, no se
crea una respuesta inmune (Czabotar & Garcia, 2023). En los mamiferos la apoptosis es un
proceso genéticamente determinado sin respuesta inflamatoria, regulado por estimulos
intrinsecos (dafio en el ADN) o por estimulos extrinsecos (respuestas inmunes), por lo cuales
estas dos vias actian sobre la membrana mitocondrial externa. Cuando la célula manda una
sefial de muerte, esta sera desintegrada por un grupo de proteasas llamadas caspasas. En los
humanos se conocen al menos 11 tipos de caspasas, de las cuales de la 2 a la 10 son las

encargadas de la regulacion de la apoptosis (Ramirez et al., 2014).

Por otra parte, la relevancia de las proteinas de la familia Bcl-2 reside en que permeabilizan
la membrana mitocondrial (MOM) para permitir la entrada de proteinas solubles como el
citocromo c el cual se dirige hacia el citosol. El citocromo ¢ promueve la activacion de la
caspasa-9 la cual es la iniciadora del empaquetamiento del ADN, para que posteriormente las

caspasas 3y 7 sean las ejecutoras (Chipuk et al., 2010).

También es pertinente destacar que la familia de proteinas Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2), se
identificaron por primera vez como una oncoproteina que contribuye a la creacion de
linfomas (Saxena et al., 2013). Estas proteinas regulan la permeabilidad de la membrana

como se menciond anteriormente. Esta familia estda conformada por alrededor de 25
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miembros donde todos tienen cuatro segmentos o, llamados dominios BH. Esta familia se

subclasifica de acuerdo a su homologia y funcion:

v’ Antiapoptéticas: como Bcl-2, Bel-x1, Bel-w, Mcl-1 y Al; estos inhiben la muerte
celular mediante la interaccion con proteinas proapoptoticas limitando la
permeabilidad de la membrana celular para evitar la liberacion del citocromo c.

v’ Proapoptdticas: Bax y Bak; se adhieren a la membrana celular permitiendo la
dilatacion de los poros y liberando el citocromo c. Bax se localiza en el citosol y Bak
en la MOM.

v Dominio BH3: son proteinas Bcl-2 que comparten este dominio BH3 (Noxa, Bfim,
Bik), interactian con proteinas antiapoptoticas para antagonizar su funcion y activan
a Bax y Bak para promover su funcion. Estas proteinas son conocidas como

‘sensibilizadores/activadores’.

En las ultimas décadas se ha tratado de explicar como esta clase de proteinas organizan las
sefales para inducir la muerte celular, sin embargo, la accién de estas proteinas aun sigue
dificil de explicar. La muerte celular inducida por proteinas de esta familia tiene sus
beneficios en la homeostasis de tejidos, el desarrollo embrionario y la maduracién de células

sanguineas (Garcia, 2012).

Por lo que con fundamento en estos hechos resulta objeto de interés en este trabajo describir

con detalle las proteinas antiapoptoticas particularmente Bcl-2 y Bel-x1.

En este contexto, anti-apoptotic B-cell [ymphoma-2 (Bcl-2) esta presente en una amplia gama
de células hematopoyéticas y células neuronales (Kaloni et al., 2023). Esta proteina esta
presente de manera equilibrada para regular la apoptosis en un sistema sano. Su participacion
es de suma importancia para evitar muerte celular no programada. Por el contrario, B-cell
lymphoma-extra large (Bcl-xl) se expresa durante el desarrollo embrionario. Un déficit de
estas, provoca una apoptosis incontrolable de células inmaduras. Ambas tienen una vida
media estable de aproximadamente 20 h. Estas proteinas estan reguladas normalmente por
factores de transcripcion como el factor nuclear beta (NF-kB). Estan presentes en el poro
mitocondrial (PT), el cual es un canal de contacto entre las membranas internas y externas.

Este PT regula la entrada y salida de los iones Ca**, pH, la conductancia de la membrana y
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la bioenergia de las mitocondrias (Saxena et al., 2013). Este tipo de proteinas son llamadas
guardianes de supervivencia ya que su sobreexpresion inhibe la muerte celular, por lo que
deben neutralizarse para que se realice la apoptosis adecuada cuando una célula ya cumplio
su ciclo de vida. Estas proteinas interactan con una alta afinidad sobre proteinas de la
subfamilia Bcl-2 homology 3 domain (BH3) secuestrandolas para evitar su activacion (Figura
1). Esta interaccion da lugar a los sitios hidrofébicos de Bcl-2 (o Bel-x1) y BH3 formando un
puente salino entre una arginina. Investigaciones subyacentes han dado como resultado el
estudio y desarrollo de moléculas pequefias que imitan la actividad de un mimético BH3 con
el objetivo de unirse sobre el sitio activo de Bcl-2 y Bcl-xl para que éstas liberen a las
proteinas proapoptoéticas y se lleve a cabo la apoptosis en células cancerigenas. Por lo tanto,
la molécula nueva imitara la actividad de los miembros de la familia ‘sensibilizadora’ y las
proteinas antiapoptoticas seran neutralizadas (Czabotar & Garcia, 2023). Bcel-2 y Bel-xl

también pueden evitar la actividad de Bax y Bak.

BH3 mimetics

Anti-apoptotic BCL-2 /
k pnactivated BCL-2

* BH3-only
V\

Apoptosis

Figura 1. Ruta de accion mimética de BH3 para iniciar la cascada apoptotica mediante la

oligomerizacion de BAX y BAK. Imagen recuperada de Ploumaki et al., 2023.

Las estructuras de Bax y Bak son similares a Bcl-2 antitapoptdticas, con la diferencia de que
estas son labiles y sufren cambios conformacionales de tal manera que permita la

oligomerizacion y la formacion de poros en la MOM como parte de su activacion. Bax puede
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interactuar con todas las proteinas Bcl-2 antiapoptoticas, sin embargo, Bak solo puede
interaccionar con Bcl-xl. Estas interacciones evitan el paso de oligomerizacién dando lugar
a la formacion de un homodimero (una combinacion entre una proteina pro y antiapoptotica)
y asi, tanto Bax y Bak no son participes en los procesos de permeabilidad de MOM (Ver
Figura 2) (Kaloni et al., 2023).

Apoptosis

Apoptosis

Ton

Figura 2. Representacion de la formacion del heterodimero Bcl-2-Bax el cual inhibe la apoptosis
bloqueando los poros de la membrana celular, mientras que la estructura Bax (roja) libre promueve

la apoptosis. Imagen recuperada de Raghav et al., 2019
Bcl-2 y Bel-xl: proteinas prometedoras para tratamiento del cancer

El cancer es un importante problema de salud mundial debido a sus altas tasas de mortalidad.
El cancer de pancreas es considerado uno de los tumores mas agresivos ya que en fases
iniciales puede ser asintomatico lo que dificulta su diagnéstico. En etapas mas avanzadas de
la enfermedad, se empiezan a presentar sintomas como ictericia, pérdida de peso, dolor
abdominal agudo, nduseas y vomito, orina oscura, cansancio, coagulos sanguineos, aparicion
de diabetes o, en caso de tenerla, descontrol de la misma (National Cancer Institute [NIH],
2023). En México representa la decimosegunda causa de cancer, diagnosticando 4,490 casos
al afio, representando el 4.9% de las defunciones oncoldgicas en el pais de acuerdo a lo datos
reportados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en 2015 (Sanchez et
al., 2021). En Estados Unidos de América, el cancer de pancreas es la cuarta causa principal
de muerte por cancer debido a una deteccion tardia y una alta resistencia a tratamientos

quimioterapéuticos con una tasa de supervivencia inferior al 5% (Wang et al, 2022).
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Alrededor de los 35 mil casos diagnosticados en ese pais, el 95% de estos mueren en los

primeros 5 afios en que se presenta la enfermedad (Franssen & Chan, 2011).

Una de las lineas celulares cancerigenas mas importantes que pueden afectar al pancreas de
manera descontrolada es la linea celular de cancer de pancreas 1 (PANC-1). Esta linea celular
puede dar lugar a una neoplasia muy agresiva conocida como adenocarcinoma. Estudios han
demostrado que en diferentes tipos de cancer hay una sobreexpresion descontrolada de
miembros antiapoptdticos, los cuales son los encargados de la resistencia a diversos tipos de

farmacos.

Por esta razon, en los ultimos afios, esta clase de proteinas se han estudiado como dianas

farmacoldgicas para el desarrollo y disefio de nuevos farmacos anticancerigenos.

Una disminucion de proteinas Bax y Bak y una sobreexpresion anormal de Bel-2 y Bel-xl,
provoca resistencia a un gran espectro de agentes quimioterapéuticos y radioterapia,
favoreciendo la supervivencia de células tumorales. Aproximadamente 3% de los canceres
humanos de diferentes origenes estdn relacionados con una amplificaciéon de Bcl-xl. En
estudios recientes se ha demostrado que Bcl-xl se sobreexpresa en linfomas y leucemias
(Garcia, 2012). De acuerdo a estos estudios, se han propuesto pequefias moléculas que
funcionen como inhibidores de estas proteinas bloqueando su funcion. Navitoclax (ABT-263)
y Venentoclax (ABT-199) son farmacos experimentales que ya estan dentro del mercado para
el tratamiento de leucemias agudas y crénicas o para personas con resistencia a otros
medicamentos en linfomas. Estos compuestos actiian como miméticos de BH3 por lo que
bloquean la actividad antiapoptdtica de Bcl-2 y Bcel-xl favoreciendo la muerte celular

programada en células cancerigenas.

1.2 Cinamilos

Numerosos estudios han demostrado que compuestos derivados de la curcumina poseen
diversas propiedades farmacoldgicas como lo son: actividades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas. Sin embargo, su utilidad clinica estd limitada debido al
metabolismo de la curcumina en el organismo, ya que resulta una baja biodisponibilidad oral
(Zhou et al., 2014). Es por ello, que en la tltima década se ha estudiado compuestos sintéticos
analogos a la curcumina, con mejores actividades farmacoldgicas, como lo son los cinamilos.

Es un hecho que los cinamilos (1,6-diarilhexa-1,5-dieno-3,4-dionas) son precursores utiles
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para la sintesis organica de otros compuestos de interés industrial y farmacologico como
triazinas, cicloheptanos, imidazoles, oligopiridinas, quinoxalinas entre otros (Figura 3). Se
pueden sintetizar a partir del mecanismo de reaccion de Claisen-Schmithm mediante una
condensacion de diacetilo y benzaldehido en una proporcion molar 1:2 con acetato de
piperidinio como catalizador alcalino (Luo & Lim, 2019). Son utilizados para los materiales
que presentan fotoluminiscencia debido a que son compuestos planos y altamente

conjugados.

Por otra parte, Wang y colaboradores recientemente reportaron (Wang et al., 2022) la
evaluacion de la actividad anticancerigena de compuestos derivados de cinamilos y
quinoxalinas ante la linea celular de cancer pancreéatico 1 (PANC-1), observandose que los
compuestos cinamilos presentaron una mejor actividad bioldgica de acuerdo al pardmetro
ICso. Adicionalmente, se mostrd por el analisis de Western Blot, que estos compuestos
interfieren en las cascadas de sefializacion de proteinas Bcl-2 antiapoptoticas y Bax, asi como
la cascada de caspasas que son clave para la muerte celular. Por lo que se puede inferir, que

estos compuestos pueden inhibir la actividad de estas proteinas y favorecer la apoptosis.

Cinamilo

Figura 3. Estructura base de los cinamilos sintetizados por Wang y colaboradores (Wang et al,
2022).

1.3 Quinoxalinas

La quinoxalina, también llamada benzopirazina como se observa en la Figura 4, es un
compuesto formado por un anillo de benceno y un anillo pirazina (Tariq et al., 2018). Es un
compuesto sélido cristalino blanco, con un punto de fusion de 29-30°C y solubles en agua.
Posee un pka muy acido (pKa=0.56), por lo que al contacto con acidos forma sales. Su
formula molecular es CsHsN> (Montana et al., 2019). Las quinoxalinas pueden sintetizarse

por diversos mecanismos de reaccion. El método cldsico consiste en condensar la o-
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fenilendiamina con un compuesto dicarbonilico (como un cinamilo) a temperaturas altas. Sus
derivados son materiales coloreados y fluorescentes debido a su geometria plana y altamente
conjugada, por lo que son usados como indicadores fotoquimicos (Luo & Lim, 2019). Las
quinoxalinas diversamente sustituidas con grupos funcionales de diferente naturaleza, han
sido objeto de estudio en la quimica médica debido a que han mostrado un amplio espectro
de actividades biologicas como: antibacterial, antiviral, antiinflamatoria, anticancerigena y
herbicida (Abbas et al., 2017). Algunos derivados de quinoxalinas ya han sido estudiados en
ensayos clinicos para el tratamiento de diversos tipos de cancer. El compuesto XK469 ((£)2-
[4-(7-cloro-2-quinoxaliniloxi)fenoxil]acido  propanoico) son  selectivos para el
envenenamiento de la topoisomerasa II para la destruccion del ADN (Bayoumi et al., 2019).
Sin embargo, este compuesto estd siendo estudiado para la inducciéon de procesos
apoptodticos, debido a que la inhibicion de proteinas Bcl-2 estd siendo una alternativa muy

prometedora para la destruccion de células cancerigenas.

Quinoxalina

Figura 4. Estructura base de los derivados de quinoxalinas sintetizados por Wang y colaboradores
(Wang et al., 2022).
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1.4 Objetivo General

Analizar la reactividad y propiedades quimicas de los derivados de cinamilos y quinoxalinas
mediante la Teoria Funcional de la Densidad conceptual (¢cDFT) para comprender su
naturaleza molecular y perfil de reactividad. Asi mismo, evaluar su potencial inhibitorio
frente a proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2 a través de estudios de acoplamiento
molecular y simulaciones de dindmica molecular, caracterizando las interacciones clave

mediante la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas. (QTAIM).

1.4.1 Objetivos Especificos

» Estudiar la reactividad de los derivados de cinamilos y quinoxalinas mediante
descriptores globales, locales y dependientes de la temperatura, para comprender la
naturaleza quimica de los compuestos empleando DFT conceptual.

» Analizar la afinidad de las interacciones de los derivados de cinamilos y quinoxalinas
en proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-xl, mediante célculos de acoplamiento y
simulaciones de dinamica molecular, incluyendo el andlisis de la estabilidad de los
complejos proteina — ligando mediante calculos de RMSD, RMSF y la distancia del
centro de masa.

» Caracterizar las interacciones proteina — ligando con la teoria cudntica de atomos en

moléculas brindando informacion detallada sobre la naturaleza y tipo de enlaces.

1.5 Justificacion

La buisqueda de nuevos farmacos para los tratamientos contra el cdncer ha cobrado una
relevancia creciente debido a la alta resistencia observada a terapias convencionales como la
quimioterapia y radioterapia. Esta resistencia ha impulsado el interés en la busqueda de
nuevos compuestos con actividad anticancerigena que ofrezca una mejor eficacia. En este
contexto, los compuestos derivados de cinamilos y quinoxalinas se presentan como
candidatos prometedores debido a sus propiedades anticancerigenas y como posibles
inhibidores de proteinas antiapoptdticas Bcl-2, las cuales juegan un papel crucial en la
resistencia a tratamientos y supervivencia de células tumorales. El analisis tedrico de la
reactividad quimica y su interaccion con proteinas Bcl-2 mediante el modelado molecular,
proporcionara un enfoque solido para el disefio de fArmacos asistidos por computadora. Los

hallazgos pueden informar como estos compuestos pueden ser dirigidos a Bcl-2 ofreciendo
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conocimiento sobre los mecanismos moleculares. En conclusion, esta investigacion es de
gran importancia para comprender como los compuestos de cinamilos y quinoxalinas pueden
actuar como inhibidores potenciales de proteinas antiapoptoticas Bcl-2, buscando

alternativas para el tratamiento del cancer.
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Capitulo 2. Estudio de la Reactividad Quimica de los derivados
de cinamilos y quinoxalinas empleando ¢cDFT

En este capitulo se discute el estudio tedrico de la reactividad quimica de los derivados de
cinamilos y quinoxalinas, los cuales presentan actividad bioldgica en células de cancer de

pancreas.

Se sabe que la reactividad quimica es la capacidad de una sustancia para reaccionar con otra
y formar nuevas especies quimicas. Es fundamental estudiar la reactividad quimica desde la
perspectiva de la estructura electronica, ya que describe la distribucion de los electrones en
una molécula y determina como sus dtomos interactiian entre si para formar un compuesto

mediante un enlace quimico.

La estructura electronica de un atomo dicta su comportamiento quimico debido a los
siguientes factores: la configuracion electronica, la cual, define que 4&tomo o 4&tomos pueden
ganar, perder o compartir electrones; la electronegatividad, es la capacidad de un atomo de
atraer electrones hacia si mismo; la geometria molecular, describe la disposicion
tridimensional de los &tomos en una molécula para comprender como interactiian a partir de
la repulsion de los pares de electrones enlazantes y no enlazantes, y por ultimo; los orbitales
moleculares, estudian la distribucion de los electrones y determinan la fuerza y naturaleza de

los enlaces formados.

2.1 Teoria Funcional de la Densidad

La Teoria Funcional de la Densidad (DFT, Density Functional Theory), es cominmente
utilizada para el estudio de la reactividad quimica de diversos sistemas moleculares. Se basa
en los teoremas de Hohenberg y Kohn, en donde el segundo teorema formula un principio
variacional donde establece que la densidad del estado fundamental es aquella densidad que

minimiza la energia del sistema para un numero fijo de electrones (Ec. 1):

5 (Bl — 1t [ pryr) =0 1)
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Donde p es un multiplicador de Lagrange asociado con la restriccion de un nimero constante
de electrones (Hohenberg & Kohn, 1964). Esta ecuacion conduce a una ecuacion DFT

analoga de la ecuacion de Schrodinger (Ec. 2):

o) @
H= Sp(r)

Donde v(r) es el potencial externo y F el funcional de Hohenberg-Kohn, el cual contiene la
energia cinética y de repulsion electron-electron. Kohn y Sham reescribieron esto como una
ecuacion orbital de la siguiente manera (Ec. 3) (Kohn & Sham, 1965):

p(r")
|r — 7’|

1
—EVZ +u(r) + v, (1) + j dr'] Y = € (3)

En la Ec. 3, ¥; son los orbitales de Kohn-Sham, cuyos cuadrados deben sumar la densidad

electrénica total de un sistema (Ec. 4) (Proft, & Geerlings, 2001):
p(r) = ) liil? @
i

Por otro lado, Parr desarroll6 la DFT conceptual (cDFT) (Proft, & Geerlings, 2001), en la
cual la densidad electronica es la cantidad fundamental para describir el comportamiento
quimico de un sistema mediante los descriptores de reactividad global y local, los cuales

predicen el comportamiento quimico de un sistema.

Los descriptores globales de reactividad permiten medir de manera global un sistema que
esta sometido a diferentes perturbaciones (Proft & Geerlings, 2001). A continuacidn, se
describiran de manera suscinta los descriptores globales, locales y dependientes de la

temperatura que se usaron para el estudio de la reactividad en este trabajo

e Potencial de lonizacion (I): es la energia necesaria para remover un electron de un
orbital atdbmico o molecular. Esta energia se puede aproximar a la energia del HOMO,
de acuerdo al “Teorema de Janak™, propuesto por Janak en 1978 (Janak, 1978), en el
que establece una relacion directa entre los orbitales moleculares y el funcional de
energia en el marco DFT. Este teorema sugiere que, en una aproximacion de estado

fundamental (cuando una molécula esta en su estado de mas baja energia), las energias
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de los orbitales moleculares pueden obtenerse a partir de la derivada del funcional de
energia con respecto a la ocupacion de los orbitales de frontera. Por lo tanto, la energia
del HOMO es la derivada de la energia total del sistema con respecto a la ocupacion
de este orbital especifico, entonces podemos decir, que el potencial de ionizacion se
aproxima a la energia del HOMO, es decir la energia necesaria para remover un
electron de la molécula es casi igual a la energia del orbital molecular més alto
ocupado (Ec.5). Este descriptor, también puede calcularse con la diferencia de la
energia total del sistema en su estado neutro (N) y en su estado ionizado (N — 1) (Ec.

6).

I = —Egomo 5)
I=Ey, —Ey (6)

Afinidad Electronica (4): es la energia requerida para aceptar un electron, es decir, es
la susceptibilidad de la molécula para ganar electrones. Se puede estimar como la
energia del orbital de menor energia desocupado LUMO, ya que es el orbital
disponible para ser ocupado por electrones, en el teorema de Janak se sugiere que la
energia del LUMO se puede aproximar como la derivada de la energia total con
respecto a la ocupacion de este orbital. Entonces si la molécula esta en su estado
fundamental (neutra), la energia de captura de un electrén se aproxima a la energia de
ese LUMO (Ec. 7). La afinidad electronica también se puede obtener como la

diferencia de energia entre la molécula neutra (N) y el anion (N + 1) (Ec.8):
A= —Eymo (7)
A=Ey —Eny1 (8)

Potencial quimico (u): se define como la primera deriva de la energia con respecto al

namero total de electrones a potencial externo constante v(r) (Lopez et al., 2016) (Ec.

9).

u= <Z_§>v<r> )

El potencial quimico electronico corresponde a la capacidad de un sistema para donar

electrones. Esta transferencia de electrones ocurre desde una especie con un potencial
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quimico mas alto hacia una especie con un potencial quimico mas bajo (Lopez et al.,
2016). Una aplicacion numérica del potencial quimico electronico es mediante [ y 4
(Ec. 10).

I+ A

p=—— (10)

La (Ec. 10) puede calcularse en términos de las energias de los orbitales basadas en
la aproximacion de diferencias infinitas de tres puntos y el teorema de Koopmans

(Ec. 8) (Domingo et al., 2016):

ELumo t Enomo
W= > (11)

Electronegatividad de Mulliken (x): es la medida de la resistencia a la pérdida de

densidad electronica. Se define como lo inverso al potencial quimico (Ec. 12).
X=—HU (12)
Dureza (1): se define como la segunda derivada de la energia respecto al nimero total

de electrones a potencial externo constate (Ec.13) (Lopez et al., 2016).

0°E
n=\3§5z (13)
v(r)

También se puede expresar en términos de I y A (Ec. 14) y con las energias de los
orbitales de frontera (Ec. 15).
n=I1—A (14)
1 = €Lumo — €Homo (15)
La dureza mide la resistencia de sufrir un cambio en su densidad electrénica.
Blandura (S): se define como lo inverso a la dureza (Ec. 16). Las moléculas blandas

tienen a sufrir cambios en su densidad electrénica mas facilmente.
S=— (16)

Electrofilicidad (w): maxima estabilizacion de la energia cuando el sistema adquiere
carga electronica adicional que proviene de los alrededores (Ec. 17) (Chattaraj & Giri,

2009)

w=— (17)

—
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Poder electroaceptor y electrodonador (w* y w™): miden que tan propenso es el
sistema para aceptar o donar carga al sistema. Se pueden calcular mediante una

aproximacion definida por I y A (Ec. 18) y (Ec. 19) (Géazquez et. al, 2007).

. (I+34) 18
~16(1 - 4) (18)
__ (B1+4)
~16(1 - 4) (19

Funcion de Fukui (FF): la funcion de Fukui representa el cambio en la densidad
electronica en un punto 7 con respecto a la variacion del namero de electrones N con

un potencial externo v(r) constante (Ec. 20):

0
f@) = ( gfﬁ) 20)
v(r)

La (Ec. 20) presenta un problema de discontinuidad, por lo que la FF se calcula con

tres aproximaciones (Domingo et al., 2016):

a +
£ = ( g;ﬁ) = prsa (1) = pu(r) 21
v(r)
o
@) = (g—,(;)) = pv(®) = Py (1) (22)
v(r)
1
P =S @+ £ @)] (23)

f*(r) es la FF electrofilica, un valor grande indica que el sitio es favorable a aceptar
electrones (ataque nucleofilico), f ~(r) es la funcion nucleofilica, los valores grandes
indican que ese sitio de la molécula es favorecido para la donacion electronica (ataque
electrofilico), y, por ultimo f°(r), describe un ataque por un radical y se obtiene
como el promedio aritmético de la Fukui electrofilica y nucleofilica.
Descriptor Dual (DD): Morrell y colaboradores (Martinez, 2015) propusieron al DD
como un nuevo descriptor de reactividad local, el cual se define como la derivada
parcial de segundo orden de la densidad electronica p(1) con respecto al nimero de

electrones (Ec. 24):
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2
P = (Se) 29)
v(r)
El DD también se puede definir como la diferencia entre f+(r) y f~(r) (Ec. 25):
Af =fT(m) - f~ (1) (25)
Para estudiar la reactividad a partir de este descriptor local, basta con entender que
valores donde Af > 0 van indicar un comportamiento electrofilico, y valores donde
Af < 0 seran sitios nucleofilicos (Martinez, 2015).
Mapeo de los Orbitales moleculares de frontera (HOMO y LUMO): los orbitales de
frontera permiten analizar la posible reactividad en una region de la molécula. Los
orbitales HOMO y LUMO son funciones espaciales asociadas a un valor de energia
que determinan la forma en que la molécula interacciona con otras especies. HOMO
es el orbital ocupado de mayor energia y actia como donador de electrones ya que
tienden a dar los electrones que se encuentran en ¢€l. Por otro lado, el orbital LUMO
se define como el orbital desocupado de menor energia, por lo que est4 susceptible a
recibir electrones. Por lo tanto, la distribucion y forma de los orbitales dan una idea de
los sitios potencialmente capaces de reaccionar a ataques electrofilicos (HOMO) y
nucleofilicos (LUMO), por lo que la distribucion, forma y tamaino de los lobulos en

los orbitales nos indican estos sitios de reactividad especifica (Lopez et al., 2016).

Los descriptores locales nos permiten estudiar la reactividad quimica de manera puntual

sobre un atomo en una molécula. Los descriptores empleados se describen a continuacion:

L 4

Mapas de Potencial Electrostatico (MPE): 1os MPE muestran la fuerza de atraccion o
repulsion que experimenta una particula cargada positivamente cuando esta interactiia
con la superficie de una molécula. Mediante un mapeo de la distribucion de la densidad
de carga se puede identificar las regiones en donde se carece o se tiene un exceso de
dicha densidad (nube de electrones). Las regiones que carecen de densidad electronica
suelen ser susceptibles a ataques con especies ricas en electrones, por lo que se puede
interpretar si una region de la molécula se comporta como un electrofilo o nucledfilo.
Los MPE permiten visualizar el efecto que tienen los grupos funcionales dentro del

sistema molecular (Rodriguez, 2022).
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e Blandura local (S, "): es un descriptor local que esta relacionada con la funcion de

Fukui para un ataque nucleofilico por la suavidad global S (Ec. 26).
Sk+ = fi k+S (26)

e Electrofilicidad local (w,™): este concepto fue propuesto por Chattaraj et al. (2009),
el cual puede predecir el sitio mas electrofilico de una manera mas puntual dentro de

una molécula, el cual corresponder al valor maximo de w,* (Ec. 27):

wet = fk+0) (27)

De acuerdo con el trabajo desarrollado por Franco y sus colaboradores en 2022 (Franco et
al., 2020) proponen obtener descriptores dependientes de la temperatura, los cuales son

definidos a temperaturas bajas, a continuacion, se describiran los utilizados en este trabajo:

e Potencial quimico local (1,): la expresion del potencial quimico local dependiente de
la temperatura en la cual est4 en términos del potencial de ionizacion local, la afinidad

electronica local y la electronegatividad de Mulliken local (Ec. 28).

u (r)y=-I1f"(r) paraw < 0
ut(r) =—-Af*(r) paraw >0

) (28)
Ko@) = =5 (f (1) +Af*(@) paraw =0

te(T) =

El potencial quimico local es una cantidad mas conveniente de analizar con respecto al
potencial quimico global en el comportamiento acido-base de diferentes grupos
funcionales. El valor I f~(r) ha demostrado ser una buena descripcion de los sitios mas
propenso a ataques del tipo electrofilico. De manera similar Af * (1), es un indicador local

para identificar sitios nucleofilicos, donde f es la funcion de Fukui del 4&tomo de estudio

(Franco et al., 2020).

e Dureza local (n;): se define en términos de la dureza de Parr-Pearson y el descriptor

dual (Ec. 29) (Franco et al., 2020):
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1
(Upp (r) — ETIAf(T) para w = —1

B ! 29
() npp(1) + E'IAf () para w = +0 (29)
n(r) paraw =0
Donde 1pp (1) esta definida por la siguiente ecuacion (Ec.30):
npp(r) = If ~(r) = Af*(r) (30)

2.2 Metodologia Computacional

De acuerdo a los datos experimentales reportados (Wang et al., 2022) se seleccionan siete
compuestos que presentaron actividad anticancerigena en la linea celular PANC-1 (cancer de
pancreas). Este grupo de compuestos esta conformado por cuatro del tipo cinamilo y tres del

tipo quinoxalina (Ver Tabla 2, en la seccion de Resultados Experimentales).

Las moléculas se construyen con el software Avogadro. Posteriormente se realiza una
busqueda estocéstica del conformero de minima energia para todas las moléculas mediante
Dinamicas Moleculares de Born-Oppenheimer (DMBO) (Niklasson, 2008) en demon2k
(Koster et al., 2018). Las dindmicas se corren a una temperatura de 600 K considerando 700
pasos de simulacion a 2 fs a fin de obtener el mayor numero de rotdmeros. Las moléculas de
minima energia seleccionadas de la DMBO, se optimizan en fase gaseosa con el software
Gaussian 16 (Frisch et al., 2019) empleando diferentes funcionales: ®B97XD (Chai & Head-
Gordon, 2008), B3LYP (Becke, 1993), PBE (Ernzerhof & Scuseria, 1999) y M06 (Zhao &
Truhlar, 2008) usando el mismo conjunto de base 6-31+G* (Hehre et al., 1972) para todos
los funcionales. Ademas, se calculd la segunda derivada para corroborar las geometrias
minimas en la superficie de energia potencial para todas las moléculas. Una vez obtenidas
las moléculas optimizadas, se realiza el estudio tedrico de la reactividad quimica de los
compuestos mediante los descriptores globales como el potencial de ionizacion (I), la
afinidad electronica (A), potencial quimico electronico (i), y la dureza (), calculando /'y 4
de forma vertical, es decir, calculando con la energia de las estructuras ionizadas sin
relajacion de las posiciones atdmicas y empleando el teorema de Janak mediante las
ecuaciones (Ec. 5-19). Los descriptores locales se obtienen a partir de las ecuaciones (Ec. 20-
27). Por Ultimo, los descriptores dependientes de la temperatura se calcularon a partir de las

ecuaciones (Ec. 28-30). Para estudiar los efectos del solvente en los sistemas, se realiza una
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optimizacion en fase acuosa utilizando el modelo de solvatacion SMD (Solvation Model
based on Density) con el funcional de intercambio y correlacion ®B97XD y la funcidon base

6-31+G* (Chai & Head-Gordon, 2008) para todos los 4tomos.

Para un analisis cualitativo de la reactividad quimica de los compuestos en estudio, se usan
representaciones graficas de funciones que dependen de la estructura electronica como el
mapeo de los orbitales moleculares de frontera (HOMO-LUMO), los mapas de potencial
electrostatico (MPE), asi como las funciones de Fukui FF y el descriptor dual (DD) utilizando

MultiWFEN (Lu et al, 2011) y VMD (Humphrey et al, 1996).

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Propiedades estructurales de cinamilos y quinoxalinas

Inicialmente se realizaron célculos de dinamica molecular de Born-Oppenheimer, con el
objetivo de encontrar las estructuras de minima energia de los siete compuestos. A manera
de ejemplo, en la Grafica 1, se muestra la trayectoria de la dindmica molecular para el
compuesto M5 a 600 K, de la cual se selecciona la estructura resaltada en color verde para

su optimizacion.
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Grdfica 1. Trayectoria de la dinamica molecular Born-Oppenheimer para el compuesto M5. El

punto seleccionado en verde es la estructura de minima energia para este sistema.

Los resultados obtenidos para el grupo cinamilo en los compuestos M1 a M4 revelaron

distancias C—O de 1.22 A y distancias C1-C2 en el rango de 1.46 a 1.47 A. Estas distancias
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de enlace son comparables con las observadas en el grupo cinamil, el cual presenta distancias
tipicas C—C de 1.39 A seguin datos de estructuras cristalinas obtenidas por difraccién de rayos
X (Constable et al, 2009) Para el grupo de quinoxalinas en los compuestos M5 a M7, se
encontraron distancias N—C5 de 1.32 A y distancias N—C3 en el rango de 1.36 a 1.37 A,
valores consistentes con los reportados en la literatura para el anillo de pirazina en la
quinoxalina (Yu et al, 2015). Es importante destacar que los pardmetros geométricos
obtenidos para todos los compuestos fueron consistentes con los diferentes funcionales

empleados (ver Tabla 1).

Tabla 1. Datos geométricos relevantes para los enlaces de la estructura base de los

cinamilos y quinoxalinas empleando diferentes funcionales.

Cinamilos
wB97XD B3LYP MO06 PBE Experimental*
Enlace (A)

C=0 1.22 1.23 1.22 1.24 1.22
Ci1-C2 1.47 1.47 1.46 1.46 1.47
Cil-Ccr 1.54 1.55 1.54 1.56 1.54

Angulo de
enlace (°)
Cl'-0-C2 115.94 115.95 115.76 115.59 116.20
Quinoxalinas
Enlace (A)
N-C5 1.32 1.33 1.32 1.34 1.33
N-C3 1.36 1.35 1.35 1.35 1.36
C2-C3 1.42 1.43 1.42 144 1.42
Angulo de
enlace (°)
C3-N-C5 118.40 118.91 118.66 118.42 117.94

*(Constable et al, 2009), (Yu et al, 2015)
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Tabla 2. Derivados de cinamilos y quinoxalinas con actividad bioldgica en células de cancer de

pancreas.

Compuesto 2D

ICso (uM)* Estructura optimizada a nivel teoria
»B97XD /6-31+G*

40.25+3.23
Ml
50.19+3.60
M2
(0] o \
[} NN
o 1.45+0.98
(0]
M3
o
S
T\ oA
s 23.49+1.46
(¢]
M4
H
N\”/CHg,
‘ o 35.14+3.21

O I
N)J\CH3

H

M5
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38.3643.68

26.95+4.85

M7 v

*(Wang et al, 2020)

2.3.2  Propiedades electronicas de cinamilos y quinoxalinas

Se calcularon diversas propiedades electronicas utilizando distintos funcionales. En la Figura
2 se presentan las graficas del potencial de ionizacion y la afinidad electronica calculadas de
manera vertical. Para los derivados de cinamilos, los valores de / (energia de ionizacidn) se
encuentran en un rango cercano, entre 7.5 y 8.6 eV, cuando se emplean los funcionales
®B97XD, B3LYP y M06, mientras que, para las quinoxalinas, estos valores oscilan entre 6.8
y 7.5 eV. Es importante destacar que el funcional PBE muestra una tendencia diferente en los
valores del potencial de ionizacion para M3 y M4, con 9.0 y 9.1 eV, respectivamente, en
comparacion con los otros funcionales. Por otro lado, la afinidad electronica presenta una
tendencia similar para todos los funcionales utilizados, con valores de 1.3 a 1.5 eV para los
cinamilos y de 0.9 a 1.0 eV para las quinoxalinas. Ademas, se calcularon los descriptores
globales considerando las energias del HOMO y LUMO. Los resultados indican que no hay
una diferencia significativa entre la aproximacion vertical y la basada en las energias de los

orbitales de frontera HOMO y LUMO, con un porcentaje de error menor al 1% en este tipo
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de sistemas (ver Tabla 3). Por lo tanto, enfocaremos la discusion utilizando la metodologia
®B97XD/6-31+G*, la cual ha mostrado buenos resultados en diversos sistemas (Chai &
Head-Gordon, 2008) Previamente se indic6 en la metodologia que se emplearon diferentes
funcionales para el analisis comparativo de la reactividad, donde se muestra en las Graficas
2 y 3 las tendencias del potencial quimico y la afinidad electronica vertical respectivamente.
Se observa que para los cuatro cinamilos el valor de / es muy similar para el funcional
®B97XD, el cual oscila entre los 8.4 y 8.6 eV y para las quinoxalinas entre 7.1 y 7.3 eV. El
funcional PBE muestra valores del / para M3 y M5 de 9.0 y 9.1 eV, siendo muy diferentes
del resto de los cinamilos. El funcional B3LYP presenta valores muy bajos de / para M5. En
el caso de la 4 vertical, se muestra que los valores son similares para los cinamilos. Para las
quinoxalinas el funcional PBE refleja el valor mas bajo para M5. B3LYP presenta los valores

mas altos de afinidad para todos los compuestos.
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Grdfica 2. Valores de I vertical para los derivados de cinamilos y quinoxalinas a nivel teoria X/6-
31+G* (X= wB97XD, B3LYP, PBE y M06). Los cuadros corresponden a la funcion wB97XD, los

circulos a la funcion PBE, los triangulos a la funcion M06 y los diamantes a la funcion B3LYP.
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Grdfica 3. Valores de A vertical para los derivados de cinamilos y quinoxalinas a nivel teoria X/6-
31+G* (X= wB97XD, B3LYP, PBE y M06). Los cuadros corresponden a la funcion wB97XD, los

circulos a la funcion PBE, los triangulos a la funcion M06 y los diamantes a la funcion B3LYP.

Tabla 3. Descriptores globales de reactividad en fase gas con diferentes funcionales, considerando 1

y A vertical. Las unidades estan en eV.

oB97XD/6-31+G*

Molécula I A U n w w?t w”
M1 8.4966 1.3607 —4.9287 7.1359 1.7021 1.3858 6.3145
M2 8.6306 1.4875 -5.059 7.1431 17915 15000 6.5590
M3 8.4212 13362 —4.8787 7.0850 1.6797 1.3629 6.2416
M4 8.4418 14143 —-4.9280 7.0275 1.7279 14310 6.3590
M5 7.1669 0.9081 -4.0375 6.2588 1.3023 0.9770 5.0145
M6 7.2788 0.9841 —-4.1315 6.2947 13558 1.0393 5.1708
M7 7.3459  1.0305 -4.1882 6.3153 1.3888 1.0781 5.2663

B3LYP/6-31+G*

Molécula I A U n w w?t w”
M1 8.1048 1.6338 —4.8693 6.4710 1.8320 1.6338 6.5031
M2 8.0084 1.7568 —4.8826 6.2516  1.9067 1.7628 6.6454
M3 7.6792 15653 —4.6222 6.1138 1.7473 15655 6.1878
M4 7.6732 16728 —-4.6730 6.0004 1.8196 1.6778 6.3508
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M5 6.6398 12585 —3.9492 53813 1.4491 1.2599 5.2091

M6 6.8230 1.2492 -4.0361 55738 14613 1.2529 5.2890
M7 6.8508 1.3467 —4.0987 55041 15261 1.3469 5.4456
PBE/6-31+G*

Molécula I A U n w w?t w”
M1 79361 13871 -4.6616 6.5490 1.6591 1.3967 6.0583
M2 8.0066 1.4634 —-4.7350 6.5432 17132 1.4679 6.2029
M3 9.1149  1.3419 52284 7.7730 1.7584 1.3884 6.6168
M4 9.0903 14460 -5.2681 7.6443 1.8153 1.4743 6.7424
M5 7.2104 0.6623 —3.9364 6.5481 1.1832 0.8074 4.7437
M6 7.0835 0.9164 -4.0000 6.1671 12972 0.9798 4.9798
M7 7.1475 0.9908 -4.0692 6.1566  1.3447 1.0396 5.1088

MO06/6-31+G*

Molécula I A U n w w?t w”
M1 8.4151 14541 -4.9346 6.9610 1.7491 1.4659 6.4005
M2 8.2197 15641 —4.8919 6.6556 1.7978 1.5656 6.4575
M3 7.8164 14278 -4.6221 6.3886 1.6720 1.4323 6.0544
M4 7.8591 15161 -4.6876 6.3431 17321 15169 6.2045
M5 6.9848 0.9640 -3.9744 6.0208 1.3118 1.0126 4.9870
M6 7.0500 1.1016 -4.0758 5.9483 1.3964 1.1266 5.2024
M7 7.0844 1.1616 —-4.1230 5.9229 14351 1.1788 5.3018

En la Tabla 3 y 4 se presentan algunos parametros electronicos de los sistemas en estudio a
nivel de teoria ®B97XD/3-61+G* en fase gas y en solvente (agua) utilizando el modelo de
solvatacion SMD (Solvation Model based on Density). El potencial quimico muestra la
siguiente tendencia: M3 > M4 > M1 > M2, la cual es la misma tendencia en orden decreciente
a la actividad bioldgica, siendo M3 con mayor actividad anticancerigena de los cinamilos y
M2 con la menor actividad. Se puede observar que M3 posee el mayor potencial quimico y
M2 el de menor valor de potencial quimico, por lo que se podria deducir que el potencial

quimico podria estar relacionado con la actividad biologica para los compuestos de cinamilo.
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Tabla 4. Descriptores globales en fase solvente a nivel teoria wB97XD/6-31+G* para los derivados

de cinamilos y quinoxalinas. Todas las unidades estan en eV.

Molécula I A u n w ot o~
M1 8.8158 0.9101 —4.8630 7.9057 1.4957 1.0539 5.9169
M2 8.9420 1.0524 —-4.9972 7.8895 15826 1.1597 6.1569
M3 8.5792  0.9557 —4.7675 7.6235 14907 1.0741 5.8416
M4 8.6397 1.0154 —-4.8275 7.6242 15284 1.1194 5.9470
M5 8.4960 -0.3986 —4.0487 8.8946 0.9215 0.3745 4.4232
M6 7.7529 05311 -4.1420 7.2218 1.1878 0.7560  4.8980
M7 7.8262 05380 —4.1821 7.2882 11999 0.7642 4.9463

De acuerdo a los valores de dureza presentados, la tendencia para este descriptor en fase gas
es la siguiente: M2 > M1 > M3 > M4, y para fase solvente: M1 > M2 > M4 > M3, siendo M3
y M4 las especies mas blandas y M1 y M2 las especies de mayor dureza. De acuerdo a la
teoria HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) (Gazquez, 1997), las especies blandas
preferiran reaccionar con especies de igual blandura y las especies duras con especies de
igual dureza, por lo tanto, M3 y M4 reaccionaran con especies blandas. Para el caso de las
quinoxalinas, M5 es la molécula con menor dureza en fase gas y en fase solvente es la de
mayor dureza. Podemos decir que el efecto del solvente sobre la molécula M5 tiene un efecto

significativo para cambiar la dureza global del sistema quimico.

Por otra parte, los sustituyentes R de las estructuras bases de los cinamilos y quinoxalinas
pueden jugar un rol importante en la reactividad quimica. Aquellos compuestos con
sustituyentes tiofeno y furano tienen una mayor capacidad para formar puentes de hidrégeno
debido a la presencia de electrones libres que promueven la desestabilizacion electronica. En
cambio, los compuestos con sustituyentes bencénicos tienden a formar interacciones del tipo

T e** Ty T *** G, siendo interacciones mas débiles.

El indice de electrofilicidad (w) (Gazquez et al., 2007) es una medida de la estabilizacion
energética que experimenta un sistema cuando adquiere electrones del entorno, y es util para
describir la electrofilia del sistema. Observamos que la tendencia electrofilica de ambos

grupos de moléculas, tanto en fase gas como acuosa, sigue el mismo orden: M2 > M4 > M1
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> M3y M7 > M6 > MS5. Las moléculas M2 y M7 destacan por su capacidad para estabilizar
una carga adicional, lo que se refleja en su alta dureza y bajo potencial quimico. Esto les
confiere un caracter mas electrofilico ya que tienen menor capacidad para estabilizar cargas

adicionales en su estructura.

Por otro lado, el esquema Donor-Acceptor Map (DAM) propuesto por Martinez [58] es un
grafico que clasifica a las especies en funcion de su capacidad para donar o aceptar electrones.
Un valor bajo de @™ indica una fuerte capacidad para donar electrones, mientras que un valor
alto de o* sugiere una elevada capacidad para aceptarlos. En la Figura 3 se presenta el mapa
donante-aceptor de los derivados de cinamilos y quinoxalinas. Las quinoxalinas se
encuentran ubicadas en el cuadrante inferior izquierdo, lo que indica que actian como
especies donadoras, mientras que los cinamilos estan situados en la parte superior derecha,
sefalando su comportamiento como especies aceptoras. En efecto, el grupo vinilo en los
cinamilos contiene un doble enlace carbono-carbono, un enlace n significativo que permite
cierta deslocalizacion de electrones. En las quinoxalinas, este sistema & se extiende atin mas,
abarcando el anillo bencénico fusionado con el anillo benzopirazina, lo que facilita una
mayor deslocalizacion electronica a lo largo de la estructura. Esto se traduce en una mayor

capacidad de las quinoxalinas para donar electrones m en comparacion con los cinamilos.
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Grdfica 4. DAM de los derivados de cinamilos y quinoxalinas. Los circulos representan al grupo de
las quinoxalinas, siendo M5 el compuesto con mas capacidad donadora. Los circulos representan a

los derivados de cinamilos siendo el compuesto M2 el compuesto con mas poder electroaceptor.
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2.3.3 Orbitales de frontera HOMO-LUMO

El mapeo de los orbitales moleculares Figura 5 muestran que la mayor densidad electronica
de los orbitales HOMO se concentra en las posiciones 2 y 3, es decir, en el doble enlace de
la estructura base del cinamilo, asi como en los anillos furano y tiofeno en M3 y M4,
respectivamente. En contraste, en el orbital LUMO, la densidad electronica se distribuye
sobre el grupo carbonilo, especialmente en los carbonos 1 y 1', lo que indica que el orbital
HOMO acttia como dador y el orbital LUMO como la regién aceptora de electrones (Lopez
etal., 2016).

Figura 5. Orbitales moleculares de frontera para cinamilos con un isovalor de 0.05.
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En el caso de las quinoxalinas (Figura 6), la densidad del HOMO se localiza principalmente
sobre los carbonos C6 y C7, mientras que en el orbital LUMO predomina en los nitrogenos

del anillo pirazina, siendo estos los sitios mas propensos a aceptar electrones.

HOMO LUMO

Figura 6. Orbitales de frontera de quinoxalinas con un isovalor de 0.05.
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2.3.4 Funcion de Fukui y Descriptor Dual
La funciéon de Fukui depende del numero total de electrones, el cual indica una respuesta
local del cambio de la densidad electronica cuando una molécula neutra cambia su nimero

de electrones, ya sea eliminando o adicionando un electrén al sistema.

En la Figura 7, se puede observar que, en los cinamilos, f* esta sobre los carbonos de los
grupos carbonilos (C1y Ci") y sobre los carbonos C3 y C3” los cuales corresponden a los
enlaces dobles, estos sitios son electrofilicos, es decir aceptan electrones por lo que se espera
un ataque nucleofilico. Mientras que para f~ la densidad se centra sobre los atomos de
oxigeno de los grupos carbonilo mayormente, indicando ataques electrofilicos. Se observa
que en M2, M3 y M4, los atomos electronegativos como el flior, oxigeno y azufre no
participan directamente en la reactividad de las moléculas, sin embargo, son importantes para
mantener la polaridad de estas. En el caso de la funcion £, la cual corresponde al ataque por
radicales, se observa una contribucion sobre los oxigenos de los grupos carbonilo. Por otra
parte, los derivados de las quinoxalinas f* se ve marcadamente para los atomos de N del
anillo pirazina siendo estos atomos susceptibles a ataques nucleofilicos. Para f~ corresponde
a los carbonos Cg, Cs'y C7 y C7". Asi mismo se observa que existe una densidad sobre los
atomos de oxigeno de la cadena R, esto significa que los grupos carbonilo son grupos
funcionales adecuados para caracterizar f~ como en el caso de los cinamilos. Respecto de
M6 y M7 los grupos aromaticos furano y tiofeno no participan significativamente en la
reactividad local. Otro de los descriptores que permite interpretar la reactividad local es el
descriptor dual (DD) el cual promedia las FF. Esta funcién se considera una herramienta mas
precisa que las funciones de Fukui ya que tiene la capacidad de revelar las regiones
electrofilicas y nucleofilicas en una molécula sin exponer ambigiiedades implicando que el
DD es un descriptor mas puntual para designar el sitio més reactivo de la molécula (Martinez,
2015). De acuerdo a la Figura 8, el DD muestra el sitio mas electrofilico (sitios en azul) sobre
los carbonos C; y Cy’, y el sitio més nucleofilico corresponde a los atomos de oxigeno de los
grupos carbonilo (sitios en rosa). Por el contrario, para los derivados de las quinoxalinas, se
observa que el DD estéd principalmente centrado sobre los nitrégenos de la pirazina, como
sabemos que el DD es el promedio de f*y f~, ambas funciones estin sobre ese atomo. En
MS5 se observa en el atomo de oxigeno del grupo carbonilo la densidad en color rosa, el cual

corresponde a f~ como se vio en la FF nucleofilica.
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Figura 7. Funcion de Fukui para cinamilos y quinoxalinas con un isovalor de 0.004. Las regiones en amarillo indican la parte positiva y las

regiones en verde la parte negativa.
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Figura 8. Descriptor Dual para los derivados de cinamilos y quinoxalinas con un isovalor 0.004.

Los sitios en azul indican la parte positiva y los sitios en rosa la parte negativa.
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2.3.5 Descriptores locales de reactividad

Los mapas de potencial electrostatico (MEP, por sus siglas en inglés) son representaciones
graficas que muestran la distribucion del potencial electrostatico alrededor de una molécula,
y son especialmente utiles para visualizar como una molécula puede interactuar con otras, en
términos de reactividad quimica y reconocimiento molecular (Rodriguez, 2022). En nuestros
sistemas de estudio, los grupos carbonilo de los cinamilos presentan una alta densidad
electronica, identificandose como regiones altamente susceptibles a ataques nucleofilicos por
parte de un electrofilo. De manera similar, el anillo pirazina en las quinoxalinas y los grupos
carbonilos destacan como las regiones mas nucleofilicas de las moléculas (Figura 9).
Adicionalmente, la funcién de Fukui permite comprender la reactividad quimica de manera

local, identificando regiones o atomos especificos.
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Figura 9. Mapas de potencial electrostatico. Los sitios en rojo indican una alta densidad de

electrones y las regiones en azules una concentracion minima de electrones.
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Por otra parte, se evaluaron los valores de electrofilicidad (w; ™) y suavidad local (Sk+)
sobre los atomos de oxigeno del grupo carbonilo en los cinamilos y para los atomos de
nitrogeno del anillo pirazina en las quinoxalinas, ya que son los &tomos con mas reactividad
de acuerdo a las funciones de Fukui y Descriptor Dual. Los valores obtenidos (Tabla 5) para
estos descriptores locales muestran son que son similares entre si, debido a que los 4&tomos
mas reactivos forman parte de la estructura base de todas las moléculas. La electrofilicidad
local y la suavidad local estan relacionadas en el sentido de que ambas afectan la capacidad
de una especie quimica de interactuar en reacciones de transferencia de electrones. Los
oxigenos del grupo carbonilo de los cinamilos presentan una mayor suavidad en comparacion
con los nitrégenos del anillo pirazina de las quinoxalinas. Al ser especies suaves, son mas
polarizables y, por lo tanto, son mas electrofilicos, lo que hace que los cinamilos puedan

reaccionar mas facilmente por especies electrofilicas y nucleofilicas que las quinoxalinas.

Tabla 5. Electrofilicidad y suavidad local.

Molécula w,t(eV) St eV
M1 0.188 0.016
M2 0.199 0.016
M3 0.185 0.016
M4 0.183 0.015
M5 0.101 0.012
M6 0.107 0.013
M7 0.107 0.012

El anélisis de los valores de los descriptores dependientes de la temperatura (Tabla 6) sugiere
que el atomo de oxigeno de la molécula M3 exhibe una reactividad diferente en comparacion
con los oxigenos en M1, M2 y M4. Se puede observar que el valor del potencial quimico
local (17%), es mayor en comparacion a los otros cinamilos, indicando que el atomo de
oxigeno del grupo carbonilo sera la especie que proveera de carga electronica al sistema. Esto
es consistente con su valor de dureza local (n;), ya que es el oxigeno menos duro, lo que
indica que la especie es muy blanda y, por lo tanto, seria el &tomo mas reactivo. Por otra

parte, en las quinoxalinas, los valores de los descriptores son muy cercanos entre si para M5
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y M6, sin embargo en M7 donde hay deficiencia de oxigenos la reactividad es diferente sobre
el grupo tiofeno, ya que este es el que proveera la reactividad hacia las especies de mayor

dureza local.

Tabla 6. Descriptores perturbados para los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo de los

cinamilos y para los dtomos de nitrogeno del anillo pirazina de las quinoxalinas.

Molécula Atomo u(eV) ut(eV) u=ev) n.(eV)
M1 0 -1.337 —0.150 0.744 1.187
M2 0 -1.355 —0.165 0.760 1.190
M3 0 -1.322 —0.209 0.766 1.113
M4 0] -1.314 —0.150 0.732 1.165
M5 0] —0.142 -0.011 0.076 0.131
M6 0] -0.130 —-0.010 0.070 0.119
M7 S —-0.403 —0.035 0.219 0.368

2.3 Conclusiones

La realizacion de un estudio de reactividad utilizando cDFT, ha permitido una comprension
mas profunda de la naturaleza quimica de los derivados de cinamilos y quinoxalinas. La
metodologia empleada, especialmente el nivel de teoria ®B97XD/3-61+G*, ha demostrado
una capacidad efectiva para reproducir de manera precisa las distancias y angulos de enlace
en estos compuestos. Aunque el nimero de moléculas analizadas en este trabajo de tesis es
limitado, impidiendo asi una correlacion robusta entre estructura y actividad, los valores
obtenidos para los descriptores globales y locales son en su mayoria similares, ya que los
atomos mas reactivos forman parte de la estructura base comun en todas las moléculas. No
obstante, el ambiente quimico, representado por los sustituyentes, podria contribuir a las
pequenas variaciones observadas en estos valores. Esto indica que, aunque las moléculas
comparten caracteristicas reactivas generales, la presencia de distintos sustituyentes puede

modular la reactividad especifica de cada atomo clave dentro de la serie molecular.

A través del andlisis de la densidad de electrones (MPE), se identificaron areas de alta
densidad (representadas en rojo) y de baja densidad (representadas en azul). En los derivados

de cinamilos, se detectd una mayor densidad de electrones en los grupos carbonilos, mientras
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que, en las quinoxalinas, esta densidad se concentr6 en el anillo de benzopirazina. Estas
observaciones también se reflejan en las funciones de Fukui destacando los atomos con
mayor reactividad. En el caso de los cinamilos, el oxigeno del grupo carbonilo muestra una
mayor susceptibilidad a ataques nucleofilicos, mientras que, en las quinoxalinas, el nitrégeno
del anillo pirazina es mas propenso a ataques electrofilicos. Los descriptores dependientes de
temperatura permitieron dar una mejor interpretacion entre la diferencia de reactividad de los
atomos de oxigeno de los grupos carbonilos de los cinamilos, siendo M3 la molécula con una
reactividad diferente, por lo que este comportamiento quimico puede relacionarse con su

valor inferior de ICs.
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Capitulo 3. Acoplamiento Molecular y Dinamicas Moleculares
de los derivados de cinamilos y quinoxalinas en proteinas
antiapoptoticas de la familia Bcl-2

Los estudios experimentales de Western Blot han demostrado que los derivados de cinamilos
y quinoxalinas participan en las cascadas de sefializacion de caspasas 3y 9, y de la expresion
de proteinas de la familia Bel-2 (Wang et al., 2022). Respecto de las proteinas antiapoptdticas
Bcl-2 y Bcel-x1 se sabe que son objeto de estudio de agentes senoliticos en el disefio de nuevos
farmacos contra el cancer. En el caso de las moléculas de estructura pequefia surgen como
una opcion en la inhibicion de las proteinas de interés en este trabajo debido a que es factible
que se unan al sitio activo de estas y asi, Bcl-2 o Bel-xl puedan liberar a la proteina Bax
(proapoptoética) y esta pueda llevar a cabo el proceso de apoptosis. En este tenor de ideas, se
presenta el modelado molecular de los compuestos estudiados en el capitulo anterior

fungiendo como ligantes de las dianas farmacolédgicas de interés.

3.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking en inglés) es un modelo computacional que
predice la interaccion entre un ligando y un receptor cuando ambos forman un complejo
estable (Agarwal & Mehrotra, 2016). El objetivo principal es predecir la conformacion
(“pose’’) més favorable del ligando cuando este se une al receptor a partir de sus estructuras

tridimensionales y asi evaluar su afinidad de union.

Esta afinidad de unidén esta basada en las interacciones electrostaticas, van de Waals,
geométricas, interacciones de Coulomb y formacion de puentes de hidrégeno. La suma de
estas interacciones se evalua por medio de un parametro de score. El ligando puede ser una
molécula pequetia de diferente naturaleza como un compuesto orgénico, organometalico,
hormona o farmaco. El receptor también se le conoce como “diana de union”, la cual puede
tener una actividad bioldgica de inhibicion o activacion de interés. Los receptores usualmente
son proteinas, hormonas o 4cidos nucleicos (Ballon & Grados, 2019). En la actualidad esta
herramienta es muy utilizada para pronosticar la orientacion del ligante (candidatos a
farmacos) hacia su objetivo biomolecular, con la finalidad de establecer parametros para el

disefio racional de farmacos asistidos por computadora.
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3.1.1 Fundamentos del acoplamiento molecular

Este modelo computacional se basa en la teoria “/lave-cerradura” propuesta por Fischer,
donde el ligando (llave) entra en el receptor (cerradura) (Fan et al., 2019). En los primeros
modelos del acoplamiento molecular trataban al receptor como un cuerpo rigido, por lo que
el valor de la afinidad solo estaba parametrizado por el ligando. Posteriormente Koshland
plante6 que el sitio activo del blanco cambia su conformacion dependiendo de las
interacciones con el ligando, por lo que sugiri6 que los receptores también deberian ser
cuerpos flexibles (Meng, 2011). Lo anterior lleva a considerar las limitaciones de los recursos
computacionales, es por ello que se desarrollaron tres tipos de docking, donde cada uno de
ellos tiene sus propias demandas computacionales: docking rigido-rigido, rigido-flexible y

flexible-flexible (Agarwal & Mehrotra, 2016) los cuales se describen en el Esquema 1.

- Proteina y lizando rigido. Sole se

exploran los grados de libertad
Rjgjdo-Rigi[[o . traslacionar y rotacional dal igando.
4 + Espacio de bisgueda limitado.

- Menor coste computacienal.

- Proteina rigida, lizando flexible.
- Se exploran odos los grados dz

~

FLEXIBILIDAD Rivido-Flexibl libertad del ligando en un espacio
: igido-Flexible (6N )-dimensional.
DEL DOCKING + Coste computacional medio. Es el
mas usado

+ Protelna y ligando flexibles.

\ i ( + 8e exploran todos los grados de
- Flexible-Flexible | libertad de 1a proteina v ligando,

. Coste computaciona muy elevado.

L

Esquema 1. Tipos de acoplamiento molecular.

3.1.2  Algoritmos de busqueda
En el acoplamiento molecular se utilizan algoritmos de busqueda para explorar las mejores
posiciones del ligando y la mejor energia libre. Si se consideran los efectos de la entalpia y

la entropia, el minimo global de energia correspondera a la conformacion experimental de
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complejo receptor-ligando (modo de unidn nativo) y los minimos locales corresponderan a
modos de vinculacion alternativos. Considerar estos dos parametros termodindmicos no es
sencillo, ya que los métodos actuales utilizan calculos aproximados, consecuentemente no se
garantiza que el minimo global energético investigado en el docking corresponda al modo de

enlace nativo (Guedes et al., 2014).

El acoplamiento utiliza dos algoritmos por separado, el primero; con la finalidad de predecir
todas las conformaciones estructurales (poses) que el ligando pueda obtener dentro del blanco
farmacoldgico, y el segundo; predice las energias de union mediante una funcién de
puntuacion. Los algoritmos de busqueda se clasifican en tres categorias dependiendo de la
metodologia que se empleada para explorar la flexibilidad del ligando: métodos sistematicos,

estocasticos y deterministicos.

Los algoritmos sistemdticos exploran todos los grados de libertad de los ligandos durante el
calculo de busqueda. Estos a su vez se clasifican en exhaustivos y de construccion
incremental. Los primeros, exploran de manera sistematica el valor de cada grado de libertad
rotando los angulos diédricos de acuerdo a un rango de valores y restricciones iniciales
(geométricas y quimicas), esto hace que el ligando tenga un numero mayor de enlaces
giratorios lo que indica que aumentaré la complejidad en el proceso de optimizacion. Los de
construccion incremental, se basan en la fragmentacion del ligando para formar modelos mas
pequefios mediante rompiendo sus enlaces rotables. El fragmento mas grande se usa como
ancla uniéndose a un sitio activo del receptor, para que posteriormente los otros fragmentos

se unen de manera covalente (Guedes et al., 2014).

Los algoritmos estocdsticos cambian de manera aleatoria todos los grados de libertad del
ligando generando diversas soluciones las cuales se evallan mediante un criterio
probabilistico para decidir si esas conformaciones son aceptadas o rechazadas. Una de las
desventajas que hay que tomar en cuenta en este algoritmo es que no existe una garantia de
convergencia para obtener la solucion Optima, en consecuencia, se requieren de corridas
multiples para maximizar esa probabilidad de encontrar un minimo global de energia. Dentro
de estos métodos estocasticos se encuentra: el método de Monte Carlo, algoritmos genéticos

(GA por sus siglas en ingles), buisqueda Tabu y optimizacion de Swarm.
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Meétodo de Monte Carlo (MC): se realiza cambios conformacionales en el ligando.
Las conformaciones se evaliian en el sitio de unién basandose en el calculo de energia
basado en la MM, posteriormente se rechaza o se acepta la siguiente iteracion en
funcién del cambio de energia respecto a la temperatura (factor de Boltzman). La
ventaja de este método es que el cambio puede ser muy grande para permitir que el
ligando pase las barreras de energia en la superficie de energia potencial. AutoDock,
ICM, Affinity son algunos de los softwares que tiene aplicacion de este método.
Algoritmos Genéticos (GA): surgen de la teoria evolutiva de Darwin. Los grados de
libertad del ligando se codifican como cadenas binarias (genes). Estos genes forman
el “cromosoma” (posiciones del ligando). Existen dos operadores genéticos:
mutaciones y crossover. Las mutaciones realizan los cambios aleatorios en los genes;
y el crossover intercambia esos genes dentro de los cromosomas. Cuando los
operadores genéticos afectan a los genes, da como resultado una nueva estructura del
ligando. Las estructuras obtenidas se evaltian mediante una funcion de puntuacion.
Estos algoritmos se usan en AutoDock, GOLD, DIVALI, DARWIN.

Busqueda Tabu: modifica todos los grados de libertad del ligando manteniendo el
nivel de energia mas bajo. Todas las posees generadas las enlista en una “lista Tabu”
que contiene todas las conformaciones de menor energia. Posterior a ello, se aceptara
aquella pose que se mantiene distinta de todas las soluciones previamente encontradas
(Dias & Filgueira, 2008).

Optimizaciones de Swarm: estd inspirado en el comportamiento colectivo de aves y
hormigas. En este algoritmo, los cambios realizados en una solucion se dirigen para

seguir la mejor pose de poblacion.

Por ultimo, describimos a los métodos deterministicos. En estos métodos el resultado final
depende de la entrada inicial, ya que dada la misma configuracion inicial del sistema
(parametros) el estado final serd el mismo. Los dos ejemplos mds representativos de los

métodos deterministicos es la minimizacion de la energia y la dinamica molecular.

Minimizacion de la energia (EM): explora el panorama energético de una manera

eficiente mediante una buisqueda local con un gradiente de potencial de energia. El
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problema de EM es su poca habilidad para sobrepasar barreras energéticas y encontrar
el minimo local de una manera mas eficiente.

e Dinamica molecular (MD): simulan los movimientos del sistema en el tiempo
considerando variables termodindmicas (temperatura y presion). Considera la
flexibilidad de una manera mas efectiva que otros algoritmos ya que considera todos
los grados de libertad tanto de la diana molecular como del ligando. Su mayor

desventaja es su elevado costo computacional.

3.1.3  Funciones de Score
Las funciones de score (puntuacion) son métodos matematicos de aproximacion que se usan
para estimar la constante de afinidad entre el ligando y el receptor a partir de la ecuacion de

Gibbs-Helmholtz:
AG = AH — TAS (31)

Donde AG es la energia libre de union, AH la entalpia, T es la temperatura (K) y AS es la

entropia.

El acoplamiento molecular también considera otro parametro de afinidad: la constante de

afinidad K;, la cual se relaciona con la Ec. 1:
AG = —RT InK; (32)

Estas funciones de score estiman la energia de enlace del complejo formado considerando
las interacciones intermoleculares, de solvatacion, efectos electrostaticos y entropicos, para
llegar el valor mas real de la energia de enlace en un tiempo minimo. El primer objetivo del
score es distinguir los modos de union observados experimentalmente (valores de energia
mas bajos) de todas las demas poses exploradas en el algoritmo de busqueda. El segundo
objetivo es clasificar los ligandos con actividad de los inactivos (cribado virtual). El tercer

objetivo es calcular las energias de union y constantes de afinidad.
Las funciones de score se clasifican en tres tipos:

e Basados en campos de fuerza: estima la energia de union de la suma de las
interacciones electrostaticas y van de Waals entre los pares de atomos del ligando y

receptor. No se considera la entropia ni el efecto de solvatacion.
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AGping = AGyaw + AGeectr (33)
e Funciones de puntuacion empiricas: estiman la afinidad de unién considerando los
factores energéticos mas importantes (o de interés) como los enlaces por puente de
hidrogeno, efecto hidrofobo, choques estéricos, etc. Utiliza un conjunto de
entrenamiento de afinidades de unién conocidas para optimizar las cargas de los
factores energéticos mediante un analisis de regresion lineal.
AGping = AGypona + AGyaw + AGejecer (34)
e Funciones de puntuacion basadas en conocimiento: realizan observaciones
estadisticas de contactos intermoleculares identificados en bases de estructuras. Los
pares de atomos de la interaccion se convierte en un pseudopotencial conocido como
potencial de fuerza media, el cual describe las geometrias preferidas de los atomos de
los pares ligando-receptor. Los potenciales se calculan utilizando la relacién de
Boltzmann inversa. Un potencial dependiente de la distancia entre el par de 4&tomos i
e

lig recep

A=) wy) (35)
i

3.1.4 Tipos de Interacciones en el Acoplamiento Molecular

Los estudios de acoplamiento molecular arrojan resultados de la estabilidad y afinidad de los
complejos formados. Binding affinity es un parametro de energia en kcal/mol, el cual
establece que a menor valor el complejo formado sera mas estable y su afinidad sera mas alta
(Patil et al., 2010). Esta afinidad de union est4 dada por las interacciones intermoleculares no
covalentes que se estudian en el docking, tales como los puentes de hidrégeno, interacciones

electrostaticas, hidrofobicas y de Van de Waals.

Las interacciones intermoleculares no covalentes son las responsables de las atracciones o
repulsiones entre moléculas. En este tipo de interacciones no se comparten pares de
electrones, por lo que son enlaces débiles. No obstante, la distancia de las interacciones es
muy importante, ya que mientras mas grande es la distancia mas débil es la interaccion y
viceversa. En el siguiente esquema (Esquema 2) se especifican los tipos de interacciones que

se pueden analizar en un acoplamiento molecular.
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Puentes de

Puentes de Hidrdgeno:

Es la interaccion entre un atome de hidrogeno y un
atomo electronegativo (0, N o F) formando un enlace
polar, como N-H. O-H o F-H.

Puente de hidrogeno-carbono:
La interaccion se da entre un dtomo electronegativo (O,
N. F) v un carbono aledafio a un atomo electronegativo,

Hidrogeno Qi
| = el carbomo funciona como donador
|
Puente de hidrogeno-Pi donor:
Se da entre los donadores X---H vy el electrén nde nube
electronica de un compuesto eiclico
Pi-Alquilo:
INTERACCIONES Inter 1q 6n entre la nube pi-electron ob grupo
nteraccion er @ la nube 1-¢lecirones SOoDIE un upc
MOLECULARES aromatico,
NO COVALENTES Lnteracciones Pi-Pi:
Son interacciones en la nube pi-electrones entre dos
Erupos aromaticos.
Interacciones Pi-sulfuro:
La nube pi-electrones de un aromdtico interactia con el
) par de electrones del atomo de azufre.
Fuerzas T gl
J ok Pi-anion/catiin:
N elecirostiticas

Es la interaccion entre grupos aromaticos ¥ aniones o
cationes, Los Pi-cation juegan un papel importante en
proceso binlogicos,

Lnteracciones hidrofobicas:

Se dan entre las cadenas laterales de los aminodcidos
hidrotébicos para el plegamiento de proteinas.

Interacciones YVan de Waals:
Son atracciones déhiles que mantiene unida a las
moléculas neutras.

Esquema 2. Tipos de Interacciones moleculares no covalentes mas estudiadas en el acoplamiento

molecular.

3.2 Metodologia Computacional

3.2.1 Acoplamiento Molecular
El estudio de la interaccion molecular proteina-ligando para analizar la energia de los sitios
de unidn entre los compuestos (ligandos) y los blancos (proteinas antiapoptoticas Bcl-2) se

realiza empleando el software AutoDock 4.2.6 y Autodock Tools (ADT) (Forli et al, 2016).

Los compuestos M1 a M7 se identifican como ligantes en el acoplamiento molecular.
Inicialmente los siete compuestos optimizados previamente en el contexto de DFT en el nivel
de teoria ®B97XD/6-31+G*, se convierten a formato *.pdb. Después se preparan los
ligandos con ADT adicionando hidrégenos no polares y cargas de Gasteiger, guardando estas
modificaciones en formato *.pdbqt. Las estructuras cristalinas de las proteinas de la familia

Bcl-2 (Figura 10), se extraen de la base de datos Protein Danta Bank (https://www.rcsb.org/),

con PDB ID: 4IEH y 3ZK6, estas proteinas han sido objeto de estudio en otras
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investigaciones (Abd et al., 2020) debido a que tiene el sitio de interaccion con un BH3. Con
el software VMD (Visual Molecular Dynamics) se eliminan las moléculas de agua cristalina
y los compuestos cocristalizados unidos a ellas. Posteriormente se afiaden atomos de

hidrégeno y cargas de Kollman usando ADT 1.5.2 guardando el receptor en formato *.pdbqt.

Figura 10. a) Estructura de la proteina antiapoptotica Bcl-2 con PDB ID: 4IEH y b) Estructura de
la proteina antiapoptotica Bel-xl con PDB ID: 3ZK6. Imdgenes recuperadas del Protein Data Bank.

Para el estudio del acoplamiento molecular, se seleccionan los sitios de union potenciales
reportados en la literatura (Abd et al., 2020). Mientras que para la proteina 4IEH se coloca la
grid box con centro en x = 10.659; y = 24.4212; z = 8.479, con un numero de puntos de
86 y un espaciado de 0.375 A. Para la segunda proteina antiapoptdtica 3ZK6 el nimero de
puntos de la cuadricula fue de 102 con centro en x = 20.181; y = 52.776; z = 0.135 con
un espaciado de cuadricula de 0.375 A. Con AutoGrid 4.2 se obtienen los mapas de afinidad
electronica para cada &tomo de cada ligando, con la finalidad de generar los sitios de afinidad

de mas baja energia.

Se aplica el Algoritmo Genético Larmackiano (LGA) con 100 recorridos de acoplamiento y
26,000 generaciones. Los resultados obtenidos se analizan con la interfaz ADT 1.5.2
buscando las conformaciones de minima energia (EU) y constante de inhibicion (Ki). Las
imagenes de las interacciones proteina-ligando se visualizan con los softwares Biova

Discovery Studio (Baroroh et al., 2023) y Chimera (Pettersen et al., 2004).

L 4
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3.2.2 Dindamica Molecular

Se realizan simulaciones de DM para los ligandos M3 y M5 con la proteina Bcl-xI (PDB ID:
1LXL) debido a que la molécula M5 previamente presentd las mejores energias de union y
constantes de inhibicion de acuerdo al acoplamiento molecular, por otra parte, el ligante M3

fue el que presentd las peores energias de union.

El modelo final de los complejos proteina-ligando se llevan a dinamicas de equilibracion y
produccion. La primera simulacion tiene la finalidad de uniformar las propiedades locales
del sistema para que las condiciones de la simulacion de produccion sean las correctas. El
protocolo de equilibracion consiste en cinco pasos de los cuales dos etapas son primordiales:

“adaptacion del solvente” y “calentamiento y ajuste de volumen”.

La primera etapa involucra una minimizacion de las moléculas de agua y de los iones a
50,000 pasos de optimizacion geométrica minimizando la energia potencial. En la segunda
etapa ser realiza un calentamiento a 310 K partiendo de una temperatura de 10 K ¢
incrementando 1 K cada 200 fs. En un paso intermedio de esta etapa, se deja libre la proteina
y el ligando apagando el calentamiento para que el sistema se minimice por completo. En
esta etapa se permite el movimiento de todas las especies (solvente, iones, proteina y ligando)
eliminando las restricciones aplicadas en la etapa anterior nuevamente aplicando 50,000
pasos de minimizacion de la energia de 10 K a 310 K con incrementos de 1 K cada 200 fs a

una presion de 1 atm.

Posteriormente, la simulacién de produccion parte de las coordenadas y velocidades finales
del ultimo paso de equilibracion para todos los atomos usando el ensamble isotérmico-
isobarico NTP, sin restricciones estructurales. Se efectian 500 ns de simulacién de
produccion utilizando el software NAMD v. 2.14 (Phillips et al., 2005), empleando el campo
de fuerza de CHARMM36 (Huang & MacKerell, 2013). La temperatura de las simulaciones
se controla utilizando dindmicas de Langevin y la presion aplicando el método de piston de

Langevin que proporciona el paquete NAMD (Martyna et al., 1994).
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Acoplamiento molecular

Los resultados de acoplamiento se analizaron en funciéon de su energia de union (EU), la
constante de inhibicion (Ki) y las interacciones proteina-ligando como se muestra en la Tabla
7. AutoDock utiliza un tipo de acoplamiento rigido-flexible, donde se exploran todos los

grados de libertan del ligando dentro del sitio de inhibicion de las proteinas.

Tabla 7. Resultados del acoplamiento molecular entre los ligantes M1-M7 con proteinas
antiapoptoticas de la familia Bcl-2.

Constante

Proteina  Ligando Sitios de Energia de de Distancia  Interaccion

unién unién inhibicion  de enlace mas relevante
(kcal/mol) (nM) (A)

M1 Arg66 —6.33 22.79 1.973 N-He e o0y

M2 Arg105 -5.53 88.50 2.201 N-HeeeOy;

Bel-2 M3 Arg66 -5.33 124.5 2.066 N-HeeeOy;

M3 Gly104 -5.14 170.9 2.214 N-HeeeOy;

M4 Arg66 -5.87 49.83 1.970 N-H-eeeQyq

M5 Arg105 —8.89 0.303 1.934 N-HeeeOy,
M5 Tyrl61l —-8.45 0.664 2.057 H-OeeeH-Njig

M6 Arg66 —7.30 4.490 1.917 N-HeeeOy,
M7 Argl05 —6.75 11.30 2.127 N-He e eN-Cj;g

M2 Ser106 —6.42 19.69 2.984 N-HeeeOy;

M3 Ser106 -5.29 133.5 2.989 N-HeeeOy;

Belxl M4 Ser106 -5.90 47.59 2.896 N-HeeeOy;
M5 Ser106 -9.15 0.197 2.160 C-OeeeH-Njjg

M5 Argl39 -8.35 0.762 2.951 N-HeeeOy;
M5 Gly138 -9.49 0.111 2.128 C=0eeeH-Nj
M6 Ser106 —7.46 3.420 2.751 C=0eeeN-Cjg
M7 Ser106 -8.05 1.250 2.685 C=0eeeN-Cjg

Como se observa en la Tabla 7, los siete compuestos interactuaron con la proteina
antiapoptotica Bcl-2. Por otro lado, el ligante M1, no interactio en el sitio de inhibicion de
Bcl-x1 por lo que M1 no seria un inhibidor de esta proteina. Las quinoxalinas (M5-M?7)
presentaron bajos valores de EU y Ki indicando altas afinidades de unidon y emparejamiento
debido a que las estructuras de las quinoxalinas llegan a posicionarse mejor dentro del saco

de unién. Los valores de EU son més bajos en comparacioén con Bcl-2, lo que le da como
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resultado que los complejos formados con esta proteina son mas estables. Se ha demostrado
que compuestos carbonilicos analogos a la curcumina (como los cinamilos) pueden regular
negativamente los niveles de sobreexpresion de Bcl-xl en tumores cancerigenos, lo que
conlleva que los grupos carbonilo son la clave de la interaccion en el sitio de inhibicion de

estas proteinas (Warsito et al., 2021).

Acoplamiento con Bcl-2

En el sitio de unién de Bcl-2, se ilustra que los compuestos M1, M3, M4 y M6 se unen a
Arg66 mediante una interaccion PH entre el oxigeno del grupo carbonilo del compuesto y el
H de la amina del residuo (N-Hee+Oj;,) con una distancia de enlace de 1.97 A. De los cuatro
compuestos cinamilo, M1 es el que presenté mejores valores de EU (—6.33 kcal/mol) y una
Ki pequeiia (22.79 uM). Estas energias son comparables con los resultados presentados en la
literatura (Alam et al., 2021). En la Figura 11, podemos observar que M1 también se une por
PH con Tyr67 al igual M3 y M4. Por el contrario, el cinamilo M3 es el que presenta valores
mas altos de afinidad y Ki con la proteina, lo que resulta contradictorio con los resultados
experimentales donde demuestra una disminucion significativa la expresion de esta proteina
antiapoptotica en células cancerigenas (Wang et al, 2022). Con respecto a los demas ligantes,
los resultados demostraron que M5 tiene una fuerte afinidad de union (—8.89 kcal/mol) con
la proteina ya que se une en dos de los sitios clave de la cavidad electrostatica: Argl05 y
Trp103 mediante puente de hidrogeno. De acuerdo con diversos estudios se ha demostrado
que Arg66, Argl05, Gly104, Tyrl61, Trp103, son residuos claves en el sitio de inhibicion de
esta proteina (Abd et al., 2020).

De lo anterior, podemos decir que los compuestos derivados de cinamilos y quinoxalinas que
se estan estudiando en este trabajo si actian sobre el sitio de inhibicion de la proteina de
interés. Ademas de las interacciones por PH, tanto los derivados de cinamilos y quinoxalinas
presentan anillos aromaticos en su estructura, por lo que se puede apreciar interacciones del
tipo 7 *** 7, T *** alquil, 7 *** ¢ y 7 *** azufre, para el caso de M4 y M7 que contienen anillos
tiofeno, las cuales son muy estudiadas en sistemas biologicos, debido a que el azufre puede

formar interacciones m-anidn/cation actuando como donador de densidad de carga.
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Figura 11. Interacciones proteina-ligando de la proteina antiapoptotica Bcl-2 con cinamilos y quinoxalinas.
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Acoplamiento con Bcl-x1

El estudio de acoplamiento entre Bcl-xI y M5 muestra que este ligando se une a través de tres
aminoacidos en el sitio activo (Argl139, Ser106 y Gly138) con energias de union de —9.49, —9.15
y —8.35 kcal/mol respectivamente. M5 muestra valores muy bajos de Ki, confirmando que los
complejos formados tienen buena afinidad y estabilidad (Figura 12). Ademas, en este ligante
existe una interaccion de tipo m ee* alquil con la Argl39 ayuda a aumentar la interaccion
electrostatica de la arginina conservada. Los ligantes M6 y M7 se unen a Ser106 mediante el

nitrogeno de la benzopirazina.

Los anillos furano y tiofeno presentes en estas estructuras presentan interacciones 7 **® T, 7T ***
alquil y m *** ¢ con los anillos de Phel05 y Leul08. Los residuos Phel05, Ser106 y Leul08
estan presentes en la a-hélice 3 de Bcl-x1, donde el mimético BH3 actiia como inhibidor natural
(Lessene et al., 2013), por lo que estos compuestos se unen fuertemente a las bolsas hidrofobicas
que constituyen el surco de unidon de esta proteina ya que estos sitios tienen un alto grado de
plasticidad en la cadena permitiendo que sea modificada la estructura a partir de moléculas
pequenas. Estos resultados muestran que existe coincidencia entre las interacciones de un
inhibidor natural y los compuestos estudiados, lo que sugiere una posible analogia en el

mecanismo de accion de la proteina Bcel-xl.
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Figura 12. Interacciones proteina-ligando de la proteina antiapoptotica Bcl-xI con cinamilos y quinoxalinas.
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3.3.2 Dindamica Molecular

A partir de las trayectorias de simulacion de cada sistema, se calcularon algunos observables
para analizar los cambios conformacionales de la proteina. Con VMD se inspecciono de
manera visual los cambios de estructura de la proteina en el sitio activo de inhibicion, esto se
hizo tanto para la proteina nativa (sin ligante) como para los complejos obtenidos del
acoplamiento molecular (con los ligantes M3 y M5). Inicialmente se realiza el anélisis de la
desviacion cuadratica media (RMSD) debido a que es un excelente predictor de la estabilidad
estructural a lo largo de toda la simulacion y determina cuando se alcanza el equilibrio. Este
valor se obtiene a partir de la comparacion entre dos estructuras, se prefiere que la estructura
de referencia sea la proteina en su estado nativo, es decir, sin ligante. Aplicando esta premisa
se observa en la Gréfica 5 el RMSD para los tres sistemas, donde los valores de la proteina
nativa estan por debajo de los 2 A durante toda la simulacién, que es un valor tipico para
simulaciones DM de proteinas estables plegadas de forma nativa. En el caso del complejo
Bcl-x1 — M3 se observan varias fluctuaciones en toda la simulacioén en 20, 60 y 150 ns por lo
que el ligante podria considerarse que no es estable dentro del sitio de union. Por otro lado,
el sistema Bcl-x1 — M5 alcanza 1.5 A al inicio, pero en toda la trayectoria logra estabilizarse

presentando menores fluctuaciones.

2.5

0 100 200 300 400 500
Tiempo (ns)

Grdfica 5. RMSD de los C, para la proteina nativa y la proteina con los ligantes M3 y M5 en 200
ns de simulacion. La trayectoria azul marino corresponde a la proteina Bcl-x! sin lingante, la
trayectoria en color naranja corresponde al complejo Bel-xI — M3, y, por ultimo, la trayectoria en

azul rey corresponde al complejo Bcl-xI — M5.
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El distCOM (distancia del centro de masa), es un factor observable 1til para caracterizar el
movimiento general y el comportamiento del sistema molecular en particular, lo que nos
permite determinar si el centro de masa del ligando se aleja o se acerca al centro de masa del
receptor. Este parametro permite caracterizar el movimiento del ligante relativo a la proteina
y en general el comportamiento del complejo. En la Grafica 6, la linea naranja muestra como
el ligante M3 permanece dentro del sitio de union de la proteina durante los 30 ns iniciales,
sin embargo, cuando alcanza los 45 ns de simulacion este comportamiento fluctia registrando
una distancia hasta 99 A a partir del centro de masa de la proteina, donde el ligante se sale
del surco de acoplamiento perdiendo la estabilidad del complejo. Sin embargo, a los 226 ns
la proteina sufre cambios conformacionales dentro del sitio activo y el propio ligando se
acopla nuevamente dentro de la cavidad de union conservandose hasta los 500 ns muy cerca
del modo de unién original, mostrando distancias menores a 20 A entre los centros de masa,
lo que sugiere que los célculos de DM podrian refinar los resultados obtenidos en el
acoplamiento molecular. Para el sistema Bcl-x1 — M5 (linea en azul rey), indica que el ligante
M5 permanece dentro del sitio activo ya que la distancia al centro de masa con el receptor es

constante durante los 500 ns.
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Gradfica 6. Distancias del centro de masa entre la proteina Bcl-xl y el ligante M3 (linea naranja) y

M5 (linea azul rey).

Por ultimo, se realizo el calculo de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) de los atomos Cq

de los residuos para los tres sistemas: la proteina nativa sin ligante, el complejo Bel-x1 — M3
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y Bel-x1 — M5. Este andlisis RMSF permite identificar las regiones mas flexibles dentro del
sistema proteico de estudio, el cual se observa en la Grafica 7, donde los residuos 30 a 80
corresponden a la estructura del loop de la proteina indicando una fluctuacién de hasta 23 A.
De manera analoga los residuos 200 al 217, los cuales corresponden a la cadena terminal de
la proteina, tienen diferentes fluctuaciones ya que estas son las partes mas flexibles de la
proteina. En este punto es conveniente indicar que los fragmentos del loop y la cadena
terminal de la hélice a3 solo dan estabilidad a la proteina Bcl-xl, pero no interfieren en la

actividad inhibitoria de la misma (Muchmore et al., 1996).

RMSF (A)

0 50 100 150 200
Numero de Residuo

Grdfica 7. RMSF de los C, de los residuos de la proteina. En esta grdfica se muestra el sistema
completo de la proteina incluyendo los fragmentos del loop y de la cadena terminal. La linea azul
marino corresponde a la proteina Bcl-xl sin ligante, la linea naranja corresponde al complejo Bcl-

x! — M3y, por ultimo, la linea azul rey corresponde al complejo Bcl-xI — M5.

Adicionalmente se presenta un acercamiento en los residuos 80-200 (Grafica 8) los cuales
corresponden a la parte globular de la proteina el cual es el sitio de interés. La linea naranja
corresponde al complejo con el ligante M3, en donde los atomos de C, fueron los que mas
fluctuaciones presentaron en comparacion a M5. El perfil dindmico del complejo Bel-x1 —
MS5 es el que presenta menores fluctuaciones en comparacion con el sistema de referencia.
Ademés, los aminoécidos conservados como Phel05, Ser106, Leul08 presentaron menor
fluctuacion en un rango de 0.7 a 1.1 A, lo que sugiere que estos residuos forman interacciones

estables por puente de hidrégeno con M5, dando lugar a la estabilidad de este compuesto.

61

L 4

L 2
—
| —



Por otro lado, los residuos Glyl38 y Argl39, son los residuos conservados con menor
fluctuacion dentro del sistema. Se sabe que estos residuos forman parte del sitio de inhibicion
de la proteina (Luan et al., 2022; Huang et al., 2022). Para el caso del ligante M3, estos
residuos tuvieron una fluctuacion mayor hasta de 1.8 A, comprobando una menor estabilidad
a comparacion con M5 y, por lo tanto, el ligando M5 actiia como un inhibidor potencial de

la proteina Bcel-xl.

RMSF (A)

i ] IV N —

80 100 120 140 160 180 200

Numero de residuo

Grdfica 8. RMSF de los C, de la parte globular de la proteina, en los residuos 80-200. La linea azul
marino corresponde a la proteina Bcl-xl sin ligante, la linea naranja corresponde al complejo Bcl-

x{— M3 y, por ultimo, la linea azul rey corresponde al complejo Bcl-xI — M.

3.4 Conclusiones

Los estudios detallados sobre el acoplamiento molecular han demostrado que los compuestos
derivados de cinamilos y quinoxalinas tienen el potencial de actuar como inhibidores
efectivos de las proteinas Bcl-2 y Bcel-xl, respaldados por sus altas afinidades de union y
constantes de afinidad. La presencia de puentes de hidrogeno entre los ligandos y la proteina
Bcl-xl se asocia con mayores afinidades de unidon en comparacion con Bcl-2, sugiriendo
diferencias significativas en la interaccion de estos ligandos con las dos proteinas, a pesar de

su alta homologia secuencial en los bolsillos activos.

Aunque el mecanismo exacto de sefializacion de Bel-x1 aiin no se comprende completamente,

se estima que esta proteina es aproximadamente diez veces mas funcional que Bcl-2 al ser
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inducida por un candidato a farmaco (Fiebig et al., 2006). Esto subraya la importancia de

Bcl-xl como diana molecular en el disefio de firmacos asistidos por computadora.

Las simulaciones de dinamica molecular realizadas para el ligando M3 demostrd ser menos
estable que M5 en el sitio activo de la proteina después de 40 ns de simulacion, tal como se
predijo en los resultados de docking molecular los cuales revelaron baja EU y Ki. Sin
embargo, el compuesto logrd posicionarse nuevamente en el sitio activo a partir de los 226
ns. En contraste, el ligando M5, presento los mejores valores de acoplamiento de los siete
compuestos de estudio, mostrando una mayor afinidad y estabilidad en el sitio de union de
acuerdo a los pardmetros de RMSD, distCOM y RMSF. Esto indica que M5 podria ser un

candidato prometedor para estimular el proceso apoptotico.

En conclusion, nuestros hallazgos destacan la relevancia de M5 como un potencial inhibidor
de Bcl-xl, lo que podria abrir nuevas vias para el desarrollo de tratamientos dirigidos en la
lucha contra el cancer. Se recomienda continuar con estudios adicionales para validar estas

predicciones y explorar mas a fondo el potencial terapéutico de estos compuestos.
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Capitulo 4. Estudio de las interacciones proteina —

ligando empleando la Teoria Cuantica de Atomos
en Moléculas (QTAIM)

Un “complejo reducido” es aquel fragmento recortado del complejo proteina — ligando,
considerando pardmetros de analisis, esta estrategia se aplica con la finalidad de acotar la

demanda computacional de los calculos, para sistemas moleculares de gran tamafo.

Por lo que el estudio de las interacciones proteina — ligando es factible realizarlo en el
contexto de una teoria robusta como la Teoria Cuéntica de Atomos en Moléculas la cual

permite analizar la naturaleza de las interacciones en el sistema de interés.

4.1 Atomos en Moléculas

El estudio de la afinidad de union en un sistema proteina—ligando sigue siendo un desafio.
Las interacciones mas relevantes que se dan entre el ligando hacia su objetivo bioldgico
deseado son del tipo puente de hidrogeno no convencionales los cuales suelen ser mas débiles
que un enlace tipico del tipo covalente, pero en algunos casos se pueden presentar
interacciones intermoleculares covalentes en estos sistemas. El puente de hidrégeno no
convencional generalmente se define como una interaccion del tipo X — HeeeY, donde Y es
un centro aceptor de protones y X — H es una interaccion tipica covalente. X y Y son 4tomos
electronegativos como O, N, Cl, F. Principalmente hay cuatro tipos de enlaces de hidrégeno
no convencionales, como los HeeeC — H, en el que C — H actia como un donante no
convencional, la interaccion entre un hidrogeno una nube n de electrones Heeen., en donde
la nube & actiia como un aceptor no convencional, y, por tltimo, las otras dos interacciones
no convencionales son del tipo HeeeC — HeeeC y C — Heeex (Grabowski, 2001). Para

estudiar mas a profundidad este tipo de interacciones nos apoyamos de la siguiente teoria.

La Teoria de Atomos en Moléculas (AIM por sus siglas en ingles Afoms in Molecules) fue
propuesta por el quimico cuantico canadiense Richard Bader en 1994. Esta teoria ha
evolucionado a lo que hoy en dia conocemos como Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas
(QTAIM), en ella la estructura molecular es caracterizada por la topologia de la distribucion

electronica p(r), la cual describe como estd distribuida la carga en el espacio real en un
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campo ejercido por los nticleos (Bader, 1994). Esta densidad disminuye a medida que se aleja
del nucleo y eventualmente aumenta cuando se acerca a otro. Como la densidad tiene un
maximo sobre cada nucleo, estas posiciones nucleares terminan en conjuntos de trayectorias,
por lo que el espacio molecular queda dividido en cuencas atdmicas, siendo cada cuenca una
region del espacio. Se forman rutas de enlace entre dos nucleos que interactuan siguiendo la
linea en donde la densidad electronica es maxima. Existe un punto a lo largo de esta linea
con la densidad electrénica mas baja, es decir donde Vp(r) = 0 (donde la densidad es un
maximo o un minimo), el cual se denomina “punto critico de enlace” (BCP) (Isert et al.,
2024). El término Vp(r), se le conoce como el gradiente de la densidad electronica y se

calcula de la siguiente manera:

ap(r)i4_5p(r) +_0P(T)k

Vp(r) ==, ay ' T oz

(36)

Existe un par Unico de trayectorias que se originan en cada uno de estos puntos criticos
terminando en los nicleos vecinos. A este par de trayectorias se le conoce como “bond path”
o simplemente “path” (Isert et al., 2024). Estos caminos corresponden a los enlaces dentro
de los sistemas quimicos, por lo tanto, podemos definir al enlace en una molécula como la

linea que une a dos atomos en donde la densidad electronica es méaxima.

Hay cuatro clases de puntos criticos. En un punto critico se define al rango (w), como el
nimero de curvaturas diferentes a cero, y la firma (o) como la suma de sus signos
algebraicos. Estos dos conceptos (w, o) caracterizan a los puntos criticos (CPs) de la

siguiente manera:

» (3,-3) Punto critico nuclear (NCP): todas las curvaturas de la p(r) son negativas, es
decir p(1), es un maximo local en el punto r.

» (3,-1) Punto critico de enlace (BPC): es un punto de silla donde dos curvaturas son
negativas en 7. La p(r) es un maximo en el plano definido por las dos coordenadas
asociadas.

» (3, +1) Punto critico de anillo (RCP): es un punto de silla donde las dos curvaturas
son positivas. La p(r) es un minimo en el plano definido por las dos coordenadas

asociadas.
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» (3,+3) Punto critico de caja (CCP). todas las curvaturas de la p(1) son positivas, por

lo tanto, es un minimo.

Diversas propiedades de la mecénica cuantica se pueden evaluar en un punto critico, como

el laplaciano de la densidad electrénica V2 p(r), el cual se define como:

2%p(r 2%p(r 2%p(1) -
P()H_ P()j+ P()k
0z2

2 —
V p(r) - axz ayz (37)

El valor del Laplaciano nos permite diferenciar las interacciones de capa compartida (del tipo
covalente) y de capa cerrada (i6nica, no covalente, de van der Waals, etc). Si V2p(r) > 0,
entonces indica que hay una gran densidad de electrones entre los 4&tomos, lo que indica que
la interaccion es de tipo covalente o de capa compartida. Por otro lado, si V?p(r) <0,

significa que hay poca carga entre los 4tomos indicando cualquier interaccion de capa cerrada

(Mohajeri et al., 2011).

Otra forma de definir al Laplaciano de la densidad electronica es en términos de la densidad

de energia cinética G(r) y la densidad de energia potencial V (r):
V2p(r) =2G6(r)+V(r) (38)

Como ya definimos, un valor de laplaciano negativo indica una interaccion compartida, y
esto se debe al exceso de energia potencial en el BCP debido a que introduce la concentracion
de la carga en la region entre los nticleos. Un valor de laplaciano positivo muestra una mayor
contribucion de la energia cinética, debido a que una interaccion estd dominada por la
contraccion de la densidad. Otra de las propiedades de la mecdnico-cuanticas en los puntos
criticos para su interpretacion quimica es la energia total de los electrones H (1), que es la

suma de las densidades de la energia cinética y potencial en el BCP:
Hr)=G6r)+V({) (39)

Las interacciones son de tipo covalente si H(r) < 0 debido a la estabilizacion de los
electrones, y son del tipo no covalente si H(r) > 0 por la desestabilizacion de los electrones.
Por ultimo, otra caracteristica para diferenciar una interaccion covalente de una no covalente

es mediante la relacion —G (1) /V (). Un valor —G(r)/V(r) > 1 indica una interaccion del
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tipo no covalente, y a medida que la relacién se vuelve menor a la unidad, la naturaleza

covalente aumenta (Mohajeri et al., 2011).

4.2 Metodologia Computacional

La metodologia para la obtencion de los complejos reducidos se basa en los resultados
obtenidos del acoplamiento molecular. Se eligen los complejos proteina-ligando Bel-2—M1,
Bcl-xI-M3 y Bcl-xI-M35, siendo estos los mas representativos del calculo de docking. A los
ligandos con la conformacion elegida se les adicionan los hidrégenos polares. Utilizando el
software VMD, se seleccionan los residuos que tengan algin contacto con el ligando, es decir,
residuos que cualquiera de sus 4tomos se encuentre a menos de 4.5 A de cualquier &tomo del
ligando, siendo estos la primera esfera de interaccion. Esta metodologia del recorte de

proteinas ya se ha reportado en los trabajos de Chen et al. (2022).

Del paso anterior se generan fragmentos que se conectan entre si por la cadena principal de
la proteina cuando dos fragmentos se encuentran separados a menos de tres aminodcidos en
la secuencia de la proteina. Estos “loops” conectores de fragmentos se mutan a alaninas ya
que no se encuentran en contacto directo con los fragmentos y permite simplificar mas el
modelo sin eliminar contactos ligando-receptor (Figura 13). Estas selecciones se elaboran

mediante un script en VMD aplicando la herramienta de construccion de estructuras PSFGen.

Figura 13. Representacion de los complejos reducidos. La estructura en color verde representa la
proteina completa, la estructura en color naranja representa el complejo la primera esfera de
interaccion y los residuos no interactuantes alrededor del ligante. La estructura en azul es el

ligante ubicado en el sitio de inhibicion de la proteina.
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Posteriormente se procede a realizar el DM de los complejos reducidos con DFTB+
(Hourahine et al., 2020) con la version 17.1 y el conjunto de pardmetros “3ob” de Slater-
Koster (Papaconstantopoulos & Mehl, 2003) para los atomos de carbono, hidrogeno,
oxigeno, nitrogeno, fllior y azufre. En los parametros de la dinamica se fijan los 4tomos de

la proteina reducida y se deja en movimiento los 4&tomos del ligante para cada complejo.

La DM se realiza a 1 fs, con 50,000 pasos, considerando un cambio de energia de 300 K a 1
K (enfriamiento). Se modifica la carga para cada complejo. Después a la DM, se optimizan
las estructuras con el método “Density Functional Tight Binding” utilizando DFTB+. De la
optimizacion se toma la Ultima estructura para el célculo del Single-Point Energy
Calculations (Energias en un Solo Punto) con el funcional y el conjunto de base ®B97XD/6-

31+G*.

Una vez obtenido los célculos anteriores, se procede a la obtencion de los puntos criticos de
enlace mediante un script de Python y el programa Multiwfn. Con el script se obtiene dos
archivos: un archivo *.pdb del complejo ligante-receptor y un archivo de funcién de onda
*_fchk a partir de los calculos DFT previos, del cual se hace el calculo de los puntos criticos
del tipo (3,-1) y (3, +1), empleando Multiwfn. Se considera la distancia euclidea entre cada
punto critico y todos los 4&tomos del ligante y del receptor, por lo que se establece un criterio
de corte (cutoff) de 2.3 A. Si la distancia entre un punto critico y un dtomo del ligante o del
receptor era menor o igual al valor de cutoff, se consideraba que el punto critico estaba en la
interfaz de la interaccion receptor — ligante. A los BCPs que cumplen con el criterio de corte,
se hizo el célculo de las propiedades mecanico-cudnticas. Por tltimo, se realiza un filtrado

de los puntos BCPs considerando la relacion —G (1) /V (r).

4.3 Resultados y discusion

Bcl-2 - M1

El analisis topologico de la densidad electronica del sistema bajo investigacion muestra la
existencia de 4 puntos criticos de enlace (BCP) asociados a enlaces del tipo puente de
hidrégeno no covalente. Las propiedades de los BCP se analizaron en funcion de la relacion
—G(r)/V(r) < 1.3. Las propiedades mecanico-cuanticas proporcionan la informacion
especifica sobre la naturaleza de la interaccion. La densidad electronica para los BCPs de los

enlaces C — HeeeO=C, N — HeeeO=C y NeeeH — C se muestra en la Tabla 8§, en donde su
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densidad corresponde al tipo de interaccion puente de hidrogeno de capa cerrada en un rango
de densidad de 0.007 — 0.027 u.a., estas densidades se encuentran dentro de los pardmetros
reportados en la literatura para este tipo de interacciones que van de 0.002 — 0.04 u.a.

(Mohajeri et al., 2011).

Anteriormente se indicd que el signo del laplaciano de la densidad electronica en un BCP
define si la interaccion es de capa compartida o capa cerrada, y de acuerdo a esa definicion
clasificariamos a los BCPs de este sistema como de capa compartida ya que son mayor a 0,
sin embargo, se ha reportado que para sistemas tipicos unidos por enlaces de hidrogenos
V2p(r) son positivos (Shahia & Arunan, 2014), debido a que se asemejan a las interacciones
del tipo 16nicos, con valores cominmente aceptados en un rango de 0.02 —0.15 u.a. (Mohajeri
etal., 2011). Para los cuatro BCPs para el sistema Bcl-2 —, se revela que los valores de V2 p(r)
van de un rango de 0.022 — 0.096 u.a. Se ha demostrado que la caracterizacion del enlace
basandose solo con el valor del laplaciano puede arrojar conclusiones falsas, ya que en otros
estudios se ha mencionado que el valor de este parametro en sistemas como en carbonilos o
enlaces triples es positivo (Shahia & Arunan, 2014), es por ello que se sugirié estudiar al

laplaciano en términos de la energia como se describe en la (Ec. 38).

Por otra parte, en las interacciones de capa cerrada la densidad de energia cinética predomina
sobre la potencial como consecuencia de la desestabilizacion de electrones entre los ntcleos.
En los resultados se puede apreciar que los valores de G (r) estan ligeramente superiores a

los de |V (1)], por tanto, los valores de H(r) son casi cero.

Tabla 8. Propiedades topologicas de los BCPs de los enlaces proteina-ligando del complejo Bcl-2 —
M1 con un valor de -G(v)/V(r)<1.3, calculados con wB97XD y la base orbital 6-31+G*. Las

unidades estan en u.a.

ID Densidad  Lagrangiano Densidad Densidad Laplaciano de Relacion
BCP electronica delaenergia deenergia deenergia ladensidad

p(m cinética potencial total electronica  —G(r)/V(r)
G(r) V(r) H(r) v2p(r)
1 0.0271 0.0238 —-0.0236  1.41x107* 0.0956 1.006
2 0.0149 0.0125 -0.0118  7.29x 10™* 0.0531 1.061
3 0.0123 0.0103 —-0.0091  1.20x 1073 0.0462 1.131
4 0.0066 0.0047 —-0.0037  9.28x 10™* 0.0224 1.248
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Retomando la naturaleza quimica de los contactos para este complejo, podemos notar que las
interacciones aqui discutidas fueron observadas en el acoplamiento molecular, tal como se
muestra en la Figura 14. Existe un BCP entre la Arg66 y el atomo de oxigeno del carbonilo

del compuesto M3 (BCP 2). Esta interaccion por puente de hidrogeno (C — HeeeO=CLj;) fue

observada en el acoplamiento molecular.

s Asp62 |

J

LIG M1

lg 20

Arg66

o

Figura 14. Representacion de los BCP mas relevantes en el sistema Bcl-2 — M1. Las esferas en
magenta representan los puntos criticos de enlace entre el ligando — receptor y las lineas en verde
representa los paths de los BCPs.

Bel-xl — M3

En contraste al caso anterior, para los sistemas con la proteina Bcl-x1 se obtuvieron un mayor
nimero de BCPs, esto lo podemos asociar a que los ligantes se unen con mas afinidad a esta
proteina en comparacioén con Bcel-2. En la Tabla 9 se reportan los valores de los parametros
cuanticos de los puntos criticos de enlace. El rango para la densidad electrénica es de 0.008
—0.017 u.a., lo cual entra entre en el rango reportado para las interacciones por puente de
hidrogeno antes ya mencionadas. Al igual que el caso anterior, los valores del laplaciano de

la densidad electrénica son positivos, pero estan dentro del valor referente. Podemos destacar

L 4
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que el valor de la densidad de energia total es practicamente cero y se debe a que el valor de

|V (r)| es igual que G(r) enel BCP 6,2y 5.

Tabla 9. Propiedades topologicas de los BCPs de los enlaces proteina-ligando del complejo Bcl-xl
— M3 con un valor de -G(r)/V(r)<1.3, calculados con wB97XD y la base orbital 6-31+G*. Las

unidades estan en u.a.

ID Densidad Lagrangiano Densidad Densidad  Laplaciano de Relacion
BCP electronica delaenergia deenergia deenergia la densidad

p(r) cinética potencial total electronica  —G(r)/V(r)
G(r) V(r) H(r) VZip(r)
1 0.011 0.009 —0.008 9.49x 10~* 0.039 1.121
2 0.009 0.007 —0.007 8.50x 10~* 0.032 1.136
3 0.008 0.006 —0.005 8.76x 107* 0.027 1.172
4 0.017 0.013 -0.012 8.93x 10~* 0.055 1.075
5 0.008 0.006 —0.006 9.76x 10~* 0.028 1.188
6 0.017 0.014 —0.014 3.10x 107 0.056 1.022
7 0.009 0.006 —0.004 1.04x 1073 0.026 1.233

De acuerdo a los resultados de acoplamiento molecular, la interaccion mas fuerte (menor EU
y Ki) es con el residuo Ser106 por medio de un puente de hidrogeno con el &tomo de oxigeno
del grupo carbonilo del ligando de la Ser106. En el analisis de QTAIM, se ve claramente el
punto critico (BCP 5) en esa union con un valor de —G (r)/V (r) mayor a la unidad indicando
una interaccion del tipo no covalente. De acuerdo a estos resultados, la interaccion de M3
con la Ser106, no es la interacciéon mas fuerte ya que su valor de densidad electronica es la
mas pequefia de las reportadas. Como se puede observar en la Figura 15 hay dos interacciones
con Phel05, en donde hay una interaccion fuerte del tipo C — HeeeO=C con un valor de

densidad electrénica de 0.017 u.a. y una interaccion débil Canio — C con p(r) = 0.009 u.a.
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LIG M3

Phel05

Figura 15. Representacion de los BCPs en el sistema Bcl-xI — M3. Las esferas en magenta
representan los puntos criticos de enlace entre el ligando — receptor y las lineas en verde representa
los paths de los BCPs.

Otra de las interacciones relevantes para este sistema es con el residuo Argl139 mediante una
interaccion OeeeH - Cryano, aunque esta interaccion es débil de acuerdo a sus parametros de
densidad electronica, hay que destacar que Ser106, Phel05 y Argl39 son aminoacidos

conservados de proteina.

Bcl-xl1 - M5

Por ultimo, discutiremos el complejo que tuvo mayor afinidad a la proteina Bel-xl. La
observacion inicial es que en todos los casos la densidad electronica es mayor a 0.002 uv.a. y
el laplaciano de la densidad electronica es ligeramente mayor a cero indicando contactos de
tipo capa cerrada. Un valor de H(r) > 0 nos deduce que las interacciones son de naturaleza

electrostatica (Ver Tabla 10).
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Tabla 10. Propiedades topologicas de los BCPs de los enlaces proteina-ligando del complejo Bcl-xl
— M5 con un valor de -G(r)/V(r)<lI.2, calculados con wB97XD y la base orbital 6-31+G*. Las

unidades estan en u.a.

BCP Densidad Lagrangiano Densidad Densidad  Laplaciano de Relacion
electronica de laenergia deenergia de energia la densidad

p(r) cinética potencial total electronica  —G(r)/V(r)
G(1) V(r) H(r) VZp(r)
1 0.009 0.007 —0.006 1.07x 1073 0.032 1.179
2 0.026 0.023 —0.022 6.36x 10~* 0.093 1.029
3 0.012 0.009 —0.009 6.14x 10~* 0.040 1.087
4 0.011 0.008 —0.008 6.11x 10~* 0.036 1.080
5 0.014 0.012 —0.010 1.37x 1073 0.054 1.129
6 0.011 0.009 —0.009 6.76x 10~* 0.040 1.079
7 0.007 0.005 —0.004 8.76x 10~* 0.025 1.196

Al igual que en el complejo Bel-x1 — M3, algunos valores de |V (7)]| son iguales que G (1),
por lo tanto H (1) es casi 0 para todos los casos. El rango de la densidad electronica esta en
0.007 — 0.026 u.a., por lo que considerariamos que todas las interacciones son del tipo
XeeeH. Al estudiar cada interaccion se observa que para el BCP 3 hay un contacto entre el
oxigeno del aspartato (Asp103) y el hidrégeno del grupo metilo de la quinoxalina (C=0QeeeH
— CHb»). Por otro lado, la interaccion del tipo puente de hidrogeno entre el carbonilo del
ligante con la LeulO8 ya no estuvo presente en este analisis. Estudiando la estructura
geométrica 3D del sistema, se observo que el grupo R de la quinoxalina realiz6 un cambio
conformacional de cis a trans, colocando al grupo carbonilo detras del plano por lo que la
nueva interaccion se da con la Arg139 (Ver Figura 16). Este cambio conformacional se pudo

llevar a cabo en la dindmica molecular del complejo reducido.
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Argl39

7

Figura 16. Representacion de los BCP en el sistema Bcl-xI — M5. Las esferas en magenta
representan los puntos criticos de enlace entre el ligando — receptor y las lineas en verde representa
los paths de los BCPs.

Los BCPs 4, 5y 6 estan presentes en la interaccion del ligando con el residuo Gly138. En los
estudios de acoplamiento molecular solo se observaba una unién, sin embargo, podemos
apreciar en la Figura 17 que el oxigeno del grupo carbonilo se une a tres hidrogenos del
aminodcido Gly138, debido a que hay 3 puntos criticos de enlace sobre los diferentes
hidrégenos de la glicina. Podemos decir que la suma de los tres puntos criticos de enlace con
dicho residuo, podria ser la energia total de la interaccion Gly — M5 Hay que destacar que

Gly138, es un residuo clave para la interaccion con la proteina en su sitio activo.

L 4

74

—
| —
L 4



LIG M5

Figura 17. Representacion de los BCP en el sistema Bcl-xI — M5. Las esferas en magenta
representan los puntos criticos de enlace entre el ligando — receptor y las lineas en verde representa

los paths de los BCPs.

Por ultimo, el punto critico de enlace 7 como se muestra en la Figura 18, indica la union del
oxigeno del glutamato y el benceno de la estructura base de la quinoxalina, mediante una
interaccion de tipo me e ealquil. Analizando las energias de este punto critico, se observa que
el valor de la energia cinética es predominante en comparacion con la energia potencial, y
esto se debe a que, en una interaccion de capa cerrada, por lo tanto, existe una mayor

desestabilizacion de los electrones alrededor de los ntcleos atomicos.
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Figura 18. Interaccion entre el anillo benceno de la quinoxalina y el residuo Glul22 mediante una
interaccion Ce®eO=C. Las esferas en magenta representan los puntos criticos de enlace entre el

ligando — receptor y las lineas en verde representa los paths de los BCPs.

4.4 Conclusiones

En este capitulo se caracterizaron las interacciones moleculares entre los ligantes M1, M3 y
M5 con las proteinas Bcl-2 y Bel-xl utilizando la teoria QTAIM. Esta teoria permitid
identificar interacciones no convencionales de tipo C — HeeeY, C — Heee(O, C=Qeee(C y C
— C. Una condicion necesaria para confirmar la presencia de un enlace de hidrogeno mediante
la presencia de puntos criticos de enlace entre el 4tomo de hidrégeno y el atomo aceptor. La
mayoria de las interacciones observadas fueron presentadas en el capitulo 3, sin embargo,
aqui las interacciones suelen ser mas acertadas debido a que la teoria QTAIM considera la
densidad electronica caracteristica del enlace y no sélo la contribucion de los niicleos como

en el modelado molecular.

La mecanica molecular proporciona valores de afinidad no tan robustos a comparacion de las

técnicas ab initio. La metodologia de la reduccion de proteinas permitio estudiar de una
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manera mas ordenada los BCPs, sin embargo, esta metodologia es de gran coste
computacional, ademds de un exhaustivo procesamiento de datos en comparacion con los
calculos de mecanica clasica. Como perspectiva, se espera seguir trabajando sobre este perfil
cuantico para la prediccion de la afinidad y el estudio de las interacciones de sistemas

biologicos de muchos atomos.
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Conclusiones Generales

El estudio de reactividad realizado a través de cDFT ha proporcionado una vision detallada
sobre la naturaleza quimica de los derivados de cinamilos y quinoxalinas, permitiendo
identificar diferencias clave en su reactividad a nivel atomico. Si bien la muestra de
moléculas es limitada, los resultados obtenidos sugieren que los sustituyentes presentes en
las estructuras modulan la reactividad, lo que puede explicar las pequefias variaciones
observadas en los descriptores de reactividad. El andlisis de la densidad electronica y las
funciones de Fukui ha permitido identificar sitios especificos en las moléculas mas propensos
a reacciones nucleofilicas y electrofilicas, lo que resalta la importancia de ciertos grupos
funcionales y atomos en la reactividad general de los compuestos. Ademas, el estudio
dependiente de la temperatura ha aportado una mejor comprension sobre las diferencias en
la reactividad de los grupos carbonilos de los cinamilos, destacando a M3 como un
compuesto con comportamiento quimico distintivo, lo cual esta correlacionado con su
actividad biologica mas baja (ICso). Estos resultados abren la puerta a un analisis mas

profundo sobre el disefio molecular de compuestos con propiedades bioldgicas.

Los estudios realizados sobre el acoplamiento molecular de compuestos del tipo cinamilo y
quinoxalina, han demostrado su prometedor potencial como inhibidores de las proteinas Bcl-
2 y Bcl-xl, especialmente en lo que respecta a la inhibicion de Bcl-xl, dada su mayor
funcionalidad y afinidad de unién. Las simulaciones de dindmica molecular sugieren que el
ligando M5 es el mas estable y con mejor energia de unidn, posicionandolo como un
candidato atractivo para la induccion del proceso apoptotico, por lo que es necesario seguir
explorando a esta clase de compuestos en estudios adicionales para confirmar su eficacia

terapéutica y su aplicabilidad en el tratamiento del cancer de pancreas.

De acuerdo a la teoria de QTAIM, se caracterizo las interacciones moleculares para los
complejos Bcl-2 — M1, Bcel-xl — M3 y Bel-xlI — M5, Se observaron interacciones no
convencionales, siendo los puentes de hidrogeno las mas predominantes en el sistema
proteina — ligando. Para cada sistema se observaron interacciones con los residuos que estan
presentes en el surco de union. El modelo Bcl-2 — M1 presentd dos interacciones con los
residuos Tyr67 y Arg66. Bel-x1 — M3 presentd la union mas fuerte con Argl139 y en Bel-x1 —

MS5 se observo la interaccion Gly138 mediante tres puentes de hidrégeno no convencionales.
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Hay que destacar que la teoria QTAIM considera la densidad electronica caracteristica del
enlace y no s6lo la contribucion de los nicleos. Los avances de resultados en la correlacion
de la densidad electronica de los puntos criticos de enlace intermoleculares entre la proteina
y el ligando, pueden ayudar a predecir la afinidad de unién entre estos dos sistemas y ayudar

a centrar a futuros analisis QTAIM.

Como perspectiva a este trabajo de tesis, se espera ampliar el nimero de compuestos de la
misma naturaleza para poder hacer mejores predicciones de estructura — actividad, asi como
también seguir explorando en la prediccion de la afinidad de unién en sistemas biolégicos

utilizando modelos mas robustos como los calculos ab initio.
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