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«Acceptance doesn’t mean resignation; it means understanding that something is what
it is and that there’s got to be a way through it»

«Aceptacién no significa resignacion; significa comprender que las cosas son como son y
que siempre existe una manera de afrontarlas»

Michael J. Fox
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Resumen

Estudio Computacional de Derivados Cumarinicos con Propiedades
Farmacolégicas contra la Enfermedad de Parkinson (EP)

por Sabrina MARIN-CABRERA

La enfermedad de Péarkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa
con mayor prevalencia en el mundo después de la enfermedad de Alzheimer. En
México no existen cifras oficiales que informen cuédntas personas viven con EP,
pero se estima que esta enfermedad se presenta entre el 1 % y 2 % de la poblacién
mayor de 60 afios de edad en el mundo. De acuerdo con el conteo de poblacién y
vivienda realizado en 2020 por parte del Instituto Nacional de Estadistica y Geo-
grafia (INEGI) el 12 % de la poblacién en México se encuentra en este grupo de
edad, lo que implicaria una prevalencia aproximada de entre 151,217 y 302,434
personas con EP en México. La incidencia en el Hospital de Especialidades del
IMSS es de 40 a 50 casos por cada 100 mil habitantes. Se ha calculado que para
el afio 2030 esta cifra serd duplicada. En el Estado de Puebla, segtin datos de la
Secretaria de Salud en 2020, su incidencia es de 5.3 por cada 100 mil habitantes
y este nimero podria duplicarse en la préxima década. Ademads, la expectativa
de vida se reduce en personas que padecen la EP, pues tienen riesgo de muerte
dos a cinco veces mayor que una persona sana, y quienes logran superar esta
expectativa tienen una baja calidad de vida debido a los efectos secundarios y a
las restricciones alimenticias que deben seguir.

Por otra parte, la quimica computacional estd cobrando cada vez mayor im-
portancia en la investigaciéon y desarrollo de farmacos, pues permite realizar
estudios in silico con el propésito de encontrar compuestos con mayor potencia
medicinal y menor toxicidad. Al ser catalogada como un problema de salud pu-
blica, la EP debe ser tratada desde diferentes puntos de vista, por lo que en este
trabajo de tesis se propone el uso de herramientas basadas en la quimica compu-
tacional (cédlculos de estructura electrénica basados en la teoria del funcional de
la densidad (DFT) y acoplamiento molecular (molecular docking)) para estudiar
derivados de cumarinas como inhibidores de las enzimas MAO-A y MAO-B y
proporcionar un tratamiento alternativo a los existentes, de tal forma que sea
maés efectivo, seguro y que no limite la dieta de los pacientes.






Capitulo 1

Introduccion

La quimica computacional estudia los procesos quimicos mediante diversas he-
rramientas de computo (Schleyer y col., 1998) y tiene como objetivo predecir las
propiedades moleculares de sistemas quimicos haciendo uso de conceptos de la
fisicoquimica, la fisica molecular y la quimica cudntica, ademds emplea una gran
variedad de técnicas y modelos tedricos en constante desarrollo (Valles y col.,
2014). La quimica computacional permite estudiar caracteristicas y propiedades
que no son posibles de observar a simple vista en un laboratorio, debido a que
las condiciones necesarias para desarrollar estos experimentos pueden llegar a
ser complicadas de conseguir y los costos de una sola investigacion llegan a in-
crementarse considerablemente (Martinez-Rojas & Saavedra-Amortegui, 2017).

La quimica computacional estd cobrando cada vez mayor importancia en la in-
vestigacion y desarrollo de farmacos, pues permite realizar estudios a nivel mo-
lecular con el propésito de encontrar sustancias con mayor potencia medicinal
y menor toxicidad. Los cdlculos basados en la teoria del funcional de la den-
sidad (DFT) son ampliamente utilizados por su versatilidad y precision en la
prediccién de propiedades fisicoquimicas de ligantes organicos. Ademads, una
de las herramientas computacionales mas empleadas es el acoplamiento mole-
cular (molecular docking), el cual tiene como finalidad buscar la conformacién y
posiciéon 6ptima de un ligante dentro de un blanco molecular o la posicién y
conformaciéon més favorable de dos macromoléculas (Bello y col., 2013).

En este trabajo de tesis se presenta el estudio de la estructura molecular de ocho
cumarinas y su acoplamiento molecular con la enzimas monoamino oxidasa tipo
Ay tipo B (MAO-A y MAO-B) para analizar el efecto inhibidor de los compues-
tos y proponer una alternativa mds efectiva y segura que los farmacos usados
actualmente en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP).

La tesis tiene la siguiente estructura:

= Capitulo 1, Introduccién, se detalla la estructura general de la tesis.



Capitulo 1. Introduccién

Capitulo 2, Antecedentes, se hace una revision sobre el mecanismo de ac-
cién de la EP, sus causas, el diagnéstico y tratamientos actuales para en-
tender mejor la naturaleza de este padecimiento. También se presentan las
propiedades bioquimicas de las enzimas Monoamino Oxidasas (MAOs),
asi como las propiedades de las cumarinas.

Capitulo 3, Marco Teérico, se explican los fundamentos y conceptos en
los que se basa la metodologia empleada, se revisan los conceptos basicos
de la teoria del funcional de la densidad, funciones de base, propiedades
electrénicas y acoplamiento molecular.

Capitulo 4, Justificacion, hipétesis y objetivos, se expone la motivacién
del trabajo, los resultados esperados y los objetivos planeados.

Capitulo 5, Metodologia, se describen las técnicas y herramientas compu-
tacionales empleadas a lo largo del trabajo de investigacion para llegar a
los resultados esperados. Se explica la optimizacion de la estructura mole-
cular de los ligantes, la preparacién de las moléculas receptoras y el aco-
plamiento molecular entre ambos.

Capitulo 6, Resultados, se presentan los resultados obtenidos con la meto-
dologia descrita, discutiendo e interpretando los valores obtenidos en cada
una de las técnicas computacionales utilizadas.

Capitulo 7, Conclusiones, se presentan las conclusiones a las que se llega-
ron a partir del andlisis de los resultados obtenidos, y las perspectivas de
la investigacion. Finalmente, se incluye la bibliografia empleada.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Enfermedad de Parkinson

2.1.1. Historia

La historia del estudio de la enfermedad de Parkinson (EP) comienza cuando en
1817, el médico britdnico James Parkinson presenta su trabajo titulado “An es-
say on the shaking palsy”(Un ensayo sobre la paralisis temblorosa). En este ensayo
describe la enfermedad como “Un movimiento trémulo involuntario, con dismi-
nucién de la fuerza muscular, en partes que no estdn en accién e incluso cuando
estdn apoyadas; con propension a doblar el tronco hacia adelante y dificultad
para pasar de un paso de caminar a uno de carrera: los sentidos y el intelecto
estan ilesos”(Parkinson, 1817). Tiempo después, en 1951, Wilhelm Raab encon-
tré una sustancia parecida a una catecolamina en cerebros animales y humanos,
la cual no era adrenalina ni noradrenalina, pues mostraba lecturas colorimétri-
cas distintas. Hoy se sabe que esa sustancia era dopamina (DA) (Raab & Gigee,
1951). Posteriormente, en 1952, Weber analiz6 cerebros de pacientes con EP para
encontrar actividad de colinesterasa y encontré que en el putamen habia una
reduccién de la actividad enzimética (Weber, 1952). Al no conocer el trabajo de
Raab, Weber no buscé indicios del compuesto parecido a la catecolamina en los
cerebros. En 1957, Carlsson demostré que la DA tenia un papel de neurotrans-
misor en el cerebro y que no solo era el precursor de la norepinefrina (Carlsson,
1993). Dos afios después, en 1959, Hornykiewicz y Ehringer analizaron 6 cere-
bros de pacientes con Parkinson y 17 cerebros sin enfermedades neurolégicas
los cuales sirvieron como control. Ellos encontraron una gran pérdida de DA en
el ntcleo caudado y el putamen en los 6 cerebros con EP (Ehringer & Horny-
kiewicz, 1960). Esto tuvo una gran importancia ya que se le atribuy6 un papel
relevante a la DA en la patofisiologia de la EP idiopatica (Hornykiewicz, 2006).
El nombre de la enfermedad fue dado por el neurofisi6logo francés Jean Martin
Charcot (Charcot, 1886).



4 Capitulo 2. Antecedentes

2.1.2. Etiologia

La EP es un trastorno neuroldgico progresivo que se caracteriza por un gran ni-
mero de caracteristicas motoras y no motoras que pueden impactar su funcién
en un grado variable (Jankovic, 2008). Esta asociado con el dafio en el sistema
dopaminérgico nigrostriatal por la pérdida de neuronas, principalmente en la
sustancia nigra pars compacta (Mhyre y col., 2012). Se cree que este dafio es cau-
sado por una combinacién de factores genéticos y ambientales que conllevan a
procesos de necrosis y apoptosis (Bosboom y col., 2003). Ocurre cuando hay una
disminucién de DA en el sistema nigroestriatal y un aumento de la actividad de
la acetilcolina (AC), causando un desbalance entre estos dos neurotransmisores.
La DA se sintetiza a partir de tirosina que pasa a través de la BHE y es hidro-
xilada mediante la acciéon combinada de TH y AADC y se importa en vesiculas
sindpticas por VMAT?2 en la neurona. Las células gliares que contienen MAO-A
y MAO-B absorben la DA que se escapa de las vesiculas y ahi se desamina. La
inhibicién selectiva de una de las MAQO permite que la otra metabolice la dopa-
mina y no altere los niveles estriatales de ésta. Los principales productos de de-
gradacién de DA son DOPAC y HVA. La DA y la DOPA se pueden oxidar a sus
correspondientes quinonas reactivas (QQ) que reaccionan mas adelante para for-
mar compuestos parcialmente neurotoxicos. Estas toxinas y las ROS generadas
por la desaminacién de DA pueden causar dafio celular y neurodegeneracion.
(Figura 2.1). La DA es el neurotransmisor responsable de transmitir sefiales en-
tre la sustancia nigra y el cuerpo estriado, para producir movimientos suaves y
uniformes (NIH, 2018). La pérdida de dopamina produce patrones anormales
de activacion nerviosa dentro del cerebro que causan deterioro del movimiento
y resultando en la aparicién de sintomas motores como bradicinesia, temblor
en reposo, rigidez e inestabilidad postural, asi como sintomas no motores co-
mo trastornos del suefio, depresion y déficits cognitivos (Rodriguez-Oroz y col.,
2009).

La etiologia de la enfermedad aun no esta bien descrita, pero la evidencia acu-
mulada parece indicar que el estrés oxidativo es un factor importante en el desa-
rrollo de todas las formas de EP (Blesa y col., 2015; Dias y col., 2013). Este estrés
surge al haber una desregulacién de la actividad redox celular, en donde la pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno (ROs) supera el de enzimas antioxi-
dantes endégenas (Trist y col., 2019). Otra hipétesis es la que sefiala como causa
principal el proceso normal de envejecimiento (Gan-Or y col., 2015), asi como
la que dice que la EP comienza en el intestino y se propaga a través de los sis-
temas nerviosos simpético y parasimpdtico hasta la sustancia nigra y el SNC
(Klingelhoefer & Reichmann, 2015).

El diagnostico se ha formalizado segtin los criterios del Banco de Cerebros de la
Sociedad de Enfermedad de Parkinson del Reino Unido (UK Parkinson’s Disea-
se Society Brain Bank), teniendo una precisién diagndstica de hasta 90 % (Tabla
2.1).
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FIGURA 2.1: Metabolismo neuronal de la DA. Tomada de Meiser
y col., 2013.

2.2. Tratamiento farmacoldgico

El primer tratamiento para la EP fue propuesto por Ordenstein con el uso de
alcaloides de belladona para tratar el temblor parkinsoniano (Ordenstein, 1868).

En 1910, Henry Dale descubri6 que la L-DOPA era un compuesto simpaticomi-
mético débil similar a la epinefrina (Hornykiewicz, 2002) y posteriormente fue
sintetizada por primera vez por George Barger y James Ewens en Londres, In-
glaterra (Barger & Dale, 1910). En 1957, Holtz report6 por primera vez el efecto
de la L-DOPA en el centro excitatorio de roedores y sugirié que la DA es el meta-
bolito activo de la L-DOPA en el cerebro (Holtz y col., 1957). Después de esto, se
demostré que al administrarla en animales de laboratorio se inhibian los efectos
del sindrome parkinsoniano (Carlsson y col., 1957).

El uso de la L-DOPA como fadrmaco de rutina en el tratamiento para la EP se esta-
bleci6 hasta 1967, cuando Cotzias (Cotzias y col., 1967) introdujo el tratamiento
de L-DOPA oral en altas dosis, el cual se usa en la actualidad dando buenos
resultados. Desafortunadamente, el alto nivel de eficacia de la L-DOPA viene
acompafado de disquinesia severa, psicosis, mareos y otros efectos no deseados
(ver Tabla 2.2), sobre todo después de que el paciente ha llevado un tratamiento
prolongado con este farmaco.

Actualmente, los medicamentos dopaminérgicos son el principal tratamiento
contra los sintomas motores en la EP (Rizek y col., 2016). Es habitual que el inicio
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TABLA 2.1: Criterios del Banco de Cerebros de la Sociedad de En-
fermedad de Parkinson del Reino Unido para el diagnéstico de la
EP (Hughes y col., 1992).

Paso 1: Diagnosis del sindrome Parkinsionano

Bradiquinesia y al menos alguno de los siguientes:

-Rigidez

-Temblor en reposo (4-6 Hz)

-Inestabilidad postural

Paso 2: Exclusién de otras causas del sindrome Parkinsoniano
-Historia de traumatismo craneoencefélico repetido

-Presencia de tumor cerebral

-Caracteristicas estrictamente unilaterales después de los 3 afios
Paso 3: Criterios positivos prospectivos de apoyo para la EP (se requieren
tres o mds para el diagnéstico definitivo de EP)

-Inicio unilateral

-Excelente respuesta a Levadopa (70 % - 100 %)

-Desorden progresivo

-Curso clinico de 10 afios 0 mds

del tratamiento se retrase hasta que el paciente presente sintomas preocupantes,
esto para reducir el impacto de los efectos adversos (Zahoor y col., 2018).

Los agonistas de la DA son compuestos quimicos que se se unen a los receptores
de dopamina cuando el neurotransmisor DA estd ausente y son otro grupo de
tdrmacos ampliamente usados en el tratamiento de la EP (Nutt & Wooten, 2005).
Se clasifican en dos grupos, los agonistas ergéticos y los no ergoéticos, esto es,
si se derivan de la ergolina 0 no (Reichmann y col., 2006). Aunque su uso se
asocia a una menor incidencia de complicaciones motoras comparado con la L-
DOPA (Alonso y col., 2014), también se han encontrado efectos adversos graves
como el riesgo de desarrollar insuficiencia valvular cardiaca, en el caso de los
agonistas ergéticos (Schade y col., 2007), o de padecer ICD (trastorno de control
de impulsos), en el caso de agonistas no ergéticos (Borovac, 2016).

Los inhibidores de las monoamino oxidasas (IMAOs), como rasagilina y selegi-
lina, previenen la degradacién de los neurotransmisores monoaminicos, como la
dopamina, y de este modo su concentracién en el cerebro aumenta (Repi¢ y col.,
2011). Se emplearon clinicamente en la década de 1950 como antidepresivos, pe-
ro dejaron de usarse debido al llamado “efecto queso”, el cual se define como la
potenciacién de los efectos cardiovasculares de la tiramina (u otras aminas sim-
paticomiméticas de accién indirecta) por inhibidores irreversibles de la MAO
(Rao & Yeragani, 2009). Estos primeros inhibidores de MAO no solo tuvieron
el efecto deseado de elevar los niveles de dopamina del SNC, sino que también
potenciaron la accién simpaticomimética de las aminas de accion indirecta, in-
cluida la tiramina, pues la tiramina dietética sufre una primera degradacién por
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TABLA 2.2: Principales medicamentos de uso comun y recomen-
dados para el tratamiento de los sintomas motores de la EP (Rizek

y col., 2016)
Mecanismo . ‘e
de accién Efectos secundarios | Dosis tipica
1‘:;;0:‘1;:)1;1 (son Nauseas, vomito,
benzerasida) Se metaboliza ;OSH:EZ?I?;OC?(;E:SICO_ 300-1200
(Sinemet, en dopamina . . ’ mg/dia
Levocarb hipotensién y
Prolopa) ! disquinesia
Aconistas d Igl,lal gue elczimte.r 10_r, Ropinirol: 3-24
gonistasde | . .. mas edema de pier me /dia
Dopamina directamente nas, comportamiento Pr%lmi oxol:
(Ropinirol, los Teceptores de buasqueda de re- 154 5pm /aia
Pramipexol, pP*o compensas, Somno- S g.
. de dopamina S . | Rotigotina: 4-8
Rotigotina) lencia diurna y suefio .
. mg/dia
repentino
Inhlbldorfz s de Bloquea MAO-B -
Monoamino . ) . . Rasagilina: 0.5-1
Oxidasa para reducirla | Nduseas, hipotension, me /dia
degradaciéon de | confusiéon y alucina- .
(IMAO) doiamina (cen- | ciones y Selegilina: 5-10
(Selegilina, tral y periférica) mg/dia
Rasagilina) yp

las isoformas de MAO en la pared intestinal y luego en el higado. La tiramina
que sobrevive para entrar en la circulacion sistémica es atenuada atin mds por
la MAO en las células endoteliales vasculares y el pulmén (Bakhle, 1990). En la
neurona adrenérgica, la captacion de tiramina inicia la liberacién de noradre-
nalina, que explica los efectos simpaticomiméticos de la tiramina. La inhibicién
irreversible de MAO-A, la isoforma predominante en la periferia, permite que
cantidades mucho mayores de tiramina ingresen a la circulacién sistémica vy,
desde alli, a las neuronas adrenérgicas, lo que aumenta la liberacién y el efecto
de la noradrenalina. Por el contrario, los inhibidores reversibles de MAO-A son
desplazados de la enzima por tiramina que luego es metabolizada normalmente
por la enzima. Por tanto, la tiramina circulante nunca alcanza los niveles eleva-
dos que resultan de la inhibicién irreversible de la MAO. Las crisis hipertensivas
después del consumo de alimentos que contienen tiramina, como el queso y el
vino tinto, son por lo tanto un efecto secundario peligroso de tales inhibidores
(Blackwell y col., 1967) (Figura 2.2).

Desde hace algunos afios, se han comenzado a investigar las propiedades inhibi-
doras de MAO-B, que poseen algunos productos naturales derivados de plantas,
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entre los que se encuentran flavonoides, xantonas, taninos, alcaloides y cuma-
rinas, como una alternativa a los tratamientos existentes de la EP, buscando re-
ducir los efectos secundarios (Carradori y col., 2014; Mazzio y col., 2013; Rajput,

2010).
Neurona adrenérgica
o i
l Tirosina

MAO en pared del intestino L-DOPA
80% MAOQ-A; 20% MAO-B l
En higado
50% MAO-A; 50% MAO-B Dopamina

Noradrenalina
Consumo 0
de tiramina /7,,--_-:_____ _
—{ \»f‘?_’“ .
: o gy —
}_F

noradrenalina

Tiramina

en sangre

MAO-A
endotelial

FIGURA 2.2: Mecanismo del “efecto queso”. Traducido de Youdim
y Bakhle, 2006

Célula postsindptica

2.3. Enzimas Monoamino Oxidasas

Las MAO pertenecen a la familia de las oxidorreductasas de amina que contie-
nen flavina y existen como dos subtipos, A (MAO-A) y B(MAO-B). Inicialmente,
los subtipos de MAO se distinguian por su especificidad de sustrato e inhibidor
(Youdim y col., 2006). De las monoaminas principales, la MAO-A generalmente
metaboliza la serotonina, la norepinefrina, la dopamina y la tiramina. En el cere-
bro humano la MAO-B metaboliza principalmente la dopamina (Glover y col.,
1977).

Fueron descubiertas en 1928 por Mary Hare-Bernheim cuando describié una en-
zima llamada tiramina oxidasa, que podia metabolizar la tiramina y en 1933 se
demostré que también era capaz de metabolizar aminas primarias, secundarias
y terciarias (Hare, 1928). Albert Zeller nombré a esta enzima como monoami-
na oxidasa mitocondrial para poder diferenciarla de la diamina oxidasa (DAO)
(Zeller y col., 1965).
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FIGURA 2.3: Estructura cristalografica de las monoamino-oxidasas
humanas. MAO-A (Izquierda): Dominio extra-membrana en ama-
rillo y rojo, dominio de unién a membrana en azul. Dominio extra-
membrana: regiéon de unién a FAD en amarillo y regién de unién
al sustrato/inhibidor en rojo. Moléculas de FAD en negro y de har-
mina en verde. MAO-B (Derecha): Domino de unién a flavina en
azul, dominio de unién a membrana en verde, dominio de unién
al sustrato en rojo. Moléculas de FAD en amarillo.

Ambas isoformas de MAO humanas tienen pesos moleculares similares, 60 kDa
para MAO-A y 58 kDa para MAO-B y estdn formadas por dos subunidades
idénticas unidas por un puente disulfuro, asociado con un grupo FAD que ac-
tda como cofactor (Cawthon & Breakefield, 1979) (Figura 2.3). MAO-A cristaliza
bajo forma monomérica, en cambio MAO-B lo hace en forma dimérica (Lomize
y col., 2012). Estdn altamente conservadas en eucariotas y situadas a nivel sub-
celular en la membrana mitocondrial externa, ya sea en las terminales nerviosas,
en el higado, el cerebro u otros érganos (Edmondson y col., 2009). La distribu-
cion de MAO-A y MAO-B en el cerebro no es aleatoria y no necesariamente
corresponde a aquella de su sustrato natural: MAO-A estd a menudo presente
en las neuronas catecolaminérgicas y MAO-B en las neuronas serotoninérgicas
(Saura y col., 1996; Tong y col., 2013).

2.4. Cumarinas

Las cumarinas, también llamadas 1,2-benzopironas, conforman un grupo exten-
so de heterociclos de oxigeno que estdn formadas por un anillo de benceno uni-
do a un anillo a-pirona (o J-lactona), poseen un sistema 77-7t conjugado rico en
electrones (Kontogiorgis & Hadjipavlou-Litina, 2003) y de las cuales se han iden-
tificado al menos 13000 (Kostova, 2005). El nombre “cumarina”se debe a que fue
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aislada por primera vez de las semillas de la planta Dipteryx odorata, a quien
los habitantes locales llamaban “coumarou”(Jigar, 2019). Se encuentran como
metabolitos secundarios de mas de 800 especies de plantas pertenecientes a las
tamilias Orchidaceae, Leguminoceae, Rutaceae, Umbeliferae y Labiatae, entre
otras (Murray y col., 1982).

Generalmente son solubles en alcoholes y otros disolventes organicos y, al ser
lactonas, sufren hidrélisis con formacion de sales al someterse a un medio alca-
lino, también muestran fluorescencia azul o morada en luz UV y presentan un
espectro ultravioleta caracteristico el cual es influenciado por sus sustituyentes
(Proenca da Cunha & Roque, 2005).

Se han categorizado de acuerdo a su estructura en cumarinas simples, furano-
cumarinas, piranocumarinas, dicumarinas y fenilcumarinas (Figura 2.4).
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FIGURA 2.4: Estructura quimica de las cumarinas: 1) cumarinas
simples, 2) furanocumarinas, 3) piranocumarinas, 4) dicumarinas
y 5) fenilcumarinas.

La revision de su estructura quimica muestra que es posible realizar sustitucio-
nes en diversos sitios y que hay muchas permutaciones posibles por sustitucio-
nes o conjugaciones, esto explica por qué tantas cumarinas son de origen natu-
ral (Hoult & Pay4, 1996). El anillo cumarinico puede establecer diversos tipos de
reacciones no covalentes como interacciones hidréfobas, -7t y electrostéaticas,
asi como enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals con otras moléculas y
en el sitio activo de proteinas. Ademads el contener oxigeno en el anillo de lac-
tona hace a las cumarinas un buen ligante para realizar ensamblaje molecular
y, por tanto, ser empleadas en el disefio y sintesis de moléculas como agentes
medicinales (Matos, 2001).

En los dltimos afios las cumarinas han despertado un creciente interés en la in-
vestigacion debido a la amplia variedad de propiedades farmacolégicas que po-
seen (Wuy col., 2009), muchas de ellas tienen efectos anticoagulantes, antitumo-
rales, antivirales, antiinflamatorios y antioxidantes, antimicrobianos e inhibicién
de enzimas (Riveiro y col., 2010).
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Capitulo 3

Marco Teorico

3.1. Teoria del funcional de la densidad

La quimica computacional predice las propiedades de sistemas atémicos y mo-
leculares haciendo uso de modelos mateméticos que se basan en las leyes fun-
damentales de la mecanica cudntica, cuya ecuacion central es la ecuacién de
Schrodinger (Ecuacién 3.1), con la cual se puede calcular la funcién de onda y la
energia de un sistema y asi determinar sus propiedades (Foresman, 1996).

i o¥
27T ot

h2
— VEHV|Y = 3.1

l 8c2m ® T ] 6.1)
Existen diferentes métodos para estudiar sistemas moleculares pero en la mayo-

ria la resolucién de sus ecuaciones resulta ser muy compleja.

Una alternativa a los métodos basados en el célculo de la funcién de onda es la
teoria del funcional de la densidad (DFT por sus siglas en inglés), la cual sim-
plifica el tratamiento al determinar la funcién de onda y todas las propiedades
electrénicas a partir de la densidad electrénica tridimensional del estado funda-
mental, pg (Koch & Holthausen, 2015).

La DFT se basa en los dos teoremas de Hohenberg—Kohn (HK) quienes proba-
ron que para moléculas con un estado fundamental no degenerado, la energia
molecular, la funcién de onda y las demds propiedades electrénicas estan de-
terminadas por la densidad de probabilidad electrénica del estado fundamental
po(x,y,z), la cual es una funcién de solo tres variables. El primer teorema de
Hohenberg-Kohn afirma que la energia electrénica del estado fundamental Eg se
puede determinar si se conoce la densidad electrénica pg (Hohenberg & Kohn,
1964). Es decir, la energia es un funcional de la densidad y se expresa como:

E(p) = T(p) + Een(p) + Eee(p) (3.2)
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donde T(p) corresponde a la energia cinética, E.,(p) a la interaccién nucleo-
electron y E..(p) a la interaccién electrén-electrén.

Khon y Sham consideraron un sistema de 2N electrones sin interaccionar des-
crito por los orbitales ¢; de forma que la densidad electrénica de este sistema
(0 (1)) coincida con la del sistema real (o(7)) en el que si hay interacciones (Kohn
& Sham, 1965):

N
2
po(r) =2 1¢i* = p(r) (33)
i=1
Entonces, la ecuacién de la energia electrénica se representa como:

E(p) = Ts(p) + Een(p) + J(0) + Exc(p) (3.4)

en donde Ts(p) es una aproximacién de la energia cinética real T(p), ya que p(r)
se aproxima mediante p,(7) que corresponde a un sistema de N electrones sin
interaccionar:

N
(o) = L0 - SVl (35)
i—

J(p) es la energia de interaccién de Coulomb electrén-electrén clésica. Exc(p) es
el término de correlacion e intercambio que engloba el resto de la energia ciné-
tica, que no se tenia en cuenta en Ts(p) (Ecuacion 3.5) por asumir un sistema de
particulas independientes, ademds de la energia de interaccion electron-electrén
no clésica:

Exc(p) = T(p) — Ts(p) + Eee(p) — J(p) (3.6)

La dificultad principal en la DFT es encontrar expresiones adecuadas para el tér-
mino de correlacion e intercambio Ey.(p), pero asumiendo que se conoce dicho
funcional entonces se debe determinar el conjunto de orbitales ¢; que minimicen
la energia con el requerimiento de que éstos sean ortogonales. Las ecuaciones re-
sultantes se denominan ecuaciones de Khon-Sham:

A

fiks (g1 = [ ~5 V) + Ver(1)| 91 = ey (3.7)

N
Ver(1) = Ven(1) +2 ) Ji(1) + Vic(p) (3.8)
i=1
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donde V, es un potencial efectivo que incluye el potencial de atraccion electron-
nicleo V,;, el potencial de repulsién electron-electrén cldsico y el potencial de
correlacion e intercambio es:

OEx¢
Pel®) = 500

A

(3.9)

Debido a que V,¢(1) depende de la densidad electrénica total, la determinacién
de los orbitales ¢; debe realizarse de forma iterativa. Si se conociera a E.(p) con
exactitud, la resolucién de estas ecuaciones darfa la energia exacta del estado
fundamental de un sistema, incluyendo toda la correlacién electrénica. Los mé-
todos del funcional de la densidad incluyen la correlacién electrénica, aunque
de forma aproximada porque el funcional no es el exacto.

Existen distintos tipos de funcionales, los cuales se clasifican segtin las aproxi-
maciones que se realizan para estimar el término Ex.(p). El término Ex:(p) se
separa en dos contribuciones, la energia de intercambio y la energfa de correla-
cion:

Exc(p) = Ex(p) + Ec(p) (3.10)

Los funcionales hibridos incorporan parte de la energia de intercambio exacta
de Hartree-Fock (E!T) en el funcional de intercambio. Uno de los funcionales
hibridos més empleado es el propuesto por Becke (B3) en 1993, en el que el
funcional se expresa como:

Ep = EPA +ag(EF — EXPY) + a  AESPA + a AEP™! (3.11)

donde ay, a, y a. son tres coeficientes que se obtienen a partir de un ajuste de da-
tos experimentales termodindmicos. El funcional de correlaciéon utilizado para
el ajuste es el PW91 (Perdew y col., 1991). A menudo, este funcional de inter-
cambio se combina con el funcional de correlaciéon LYP, con lo que el método
toma el nombre de B3LYP (Becke, 1998).

Los métodos basados en DFT son una gran alternativa para estudiar sistemas
con un niimero elevado de electrones a un costo computacional bajo y una gran
precisién para encontrar estructuras de minima energia de moléculas organicas.

3.2. Funciones de base

Los métodos usados en quimica computacional emplean conjuntos de funciones
de base que representan la funcién de onda electrénica y son esenciales para
describir la estructura electrénica de los sistemas moleculares (Jensen, 2013). Las
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funciones Gaussianas son mds usadas que las funciones de tipo Slater debido
a su alta eficiencia computacional y a que tienen la ventaja de que todas las
integraciones necesarias para los cdlculos de Combinacién Lineal de Orbitales
Atémicos (LCAO) se pueden realizar mediante férmulas simples (Boys, 1950).
Algunos tipos de funciones de base mas utilizadas son los conjuntos de base
minima, las bases extendidas y las bases consistentes en correlacion.

Funciones de base minima

Son aquellas en las que se utiliza una sola funcién de base para cada orbital
atémico en cada atomo que constituye el sistema. La funcién de base minima
mas comudn es STO-nG, donde n es un namero entero y representa el niimero de
orbitales Gaussianos (GTO) empleados para aproximar el orbital de tipo Slater
(STO) para los orbitales del ntcleo y de valencia. Un orbital Gaussiano tiene la
forma:

gGTO0 = Nt~y (3.12)

donde a es un pardmetro que se puede determinar variacionalmente y N, es la
constante de normalizacion.

Un orbital de tipo Slater tiene la forma:

X0 = Ny e ey (3.13)
en donde { es un parametro que se determina variacionalmente y N; es la cons-
tante de normalizacion.

Las bases mds usadas son STO-3G, STO-4G y STO-6G. Tienen la ventaja de ser
accesibles en cuanto los recursos computacionales que requieren pero pueden
ser poco precisas (Lewars, 2003).

Funciones de base extendidas

Las bases minimas no son lo suficientemente flexibles para una representacion
precisa, la cual requiere el uso de funciones multiples para representar cada or-
bital atémico. Los conjuntos de base extendidas son mds grandes que los de base
minima y brindan flexibilidad adicional a la descripcién de los orbitales molecu-
lares, lo que permite conocer caracteristicas como la forma atémica anisotrépica
y la distorsién angular (Ditchfield y col., 1971).

La distribucion de la densidad electrénica de los electrones de valencia se re-
presenta mejor por la suma de dos orbitales STO con diferentes cargas efectivas.
Este es un conjunto de base doble-{ que incluye bases de valencia dividida split-
valence set para los electrones internos y de valencia, y la combinacién lineal de
dos orbitales del mismo tipo, pero con diferentes cargas efectivas. Esta flexibili-
dad se puede usar para generar orbitales atdmicos de tamafios ajustables. Asi las
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bases extendidas doble-{ permiten tratar cada orbital separadamente. Las bases
extendidas triple-{ y cuddruple-{ funcionan de la misma forma pero usan tres y
cuatro orbitales STO en lugar de dos. Estas bases mejoran los resultados en pre-
cisién pero son mds caros computacionalmente. Hay diferentes tipos de bases
extendidas, que incluyen: las bases de valencia dividida (split-valence), funcio-
nes polarizadas (polarized) y funciones difusas (diffuse).

Bases de valencia dividida (split-valence)

La notacién de los conjuntos de base de valencia divida tienen la siguiente no-
tacion N-MPG donde N es el ntimero de funciones Gaussianas describiendo los
orbitales internos. M y P designan al ntiimero de funciones Gaussianas que se
usan para ajustar los dos orbitales de la capa de valencia:

= M corresponde al nimero de funciones Gaussianas para describir el orbital
mas pequeno.

= P corresponde al nimero de funciones Gaussianas para describir el orbital
mas grande.

Algunos ejemplos de bases extendidas de valencia comunes son: la base 4-21G
se disefi¢ para un uso eficiente en optimizaciones geométricas que utilizan gra-
dientes analiticos (Pulay y col., 1979). La base 3-21G se desarroll6 para los ele-
mentos de la primera y segunda fila de elementos de la tabla periddica (Binkley
y col., 1980; Gordon y col., 1982). La base 6-31G mejora el rendimiento de la base
3-21G usando un mayor tiempo computacional y su principal diferencia con ésta
es que se usa un mayor nimero de funciones primitivas tanto para los orbitales
internos como para los orbitales de valencia (Hehre y col., 1972).

Las bases 6-31G y 6-311G son unas de las bases mads utilizadas. En la base 6-31G
el orbital interno se representa mediante una funcién de seis gaussianas y los or-
bitales de valencia por dos funciones de 3 gaussianas y otra de 1 gaussiana. Por
otro lado, en el conjunto de base 6-311G, el orbital interno se representa median-
te una funcién de seis gaussianas y los orbitales de valencia por tres funciones
de 3 gaussianas, 1 gaussiana y 1 gaussiana, respectivamente.

Funciones polarizadas

La distribucién de carga de los 4tomos al interactuar entre ellos provoca un efec-
to de polarizacién, es decir, la carga positiva se desplaza hacia un lado mientras
que la carga negativa lo hace hacia el otro, lo que distorsiona la forma de los or-
bitales atomicos. En este caso, los orbitales s comienzan a tener caracteristicas de
los orbitales p y viceversa. Estas funciones de polarizacién son funciones con el
mismo nimero cudntico principal pero correspondientes a un ntimero cuantico
angular superior, para poder describir correctamente los cambios de densidad
electrénica de un 4tomo en su entorno molecular. Este tipo de funciones se re-
presentan por un asterisco (*) al final de una funcién de base, esto indica que
se tiene en cuenta la polarizacién en los orbitales p y un doble asterisco indi-
ca se tiene en cuenta la polarizacién para los orbitales p y s. También se puede
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realizar esta notacion especificando explicitamente mediante su niimero cuan-
tico angular, por ejemplo, la funcién de base 6-31G* se denominaria 6-31G(d)
y la funcién 6-31G** se denominaria 6-31G(d,p) (Hariharan & Pople, 1973). La
funcién 6-31G(d) es similar a la base 6-31G pero afiadiendo un conjunto de fun-
ciones de tipo de para los d&tomos del segundo periodo. La base 6-31G(d,p) es
similar a la base 6-31G pero afiadiendo un conjunto de funciones de tipo de para
los d&tomos del segundo periodo y un conjunto de orbitales p para los d&tomos de
hidrégeno, al igual que en la base 6-311G(d,p) (Krishnan y col., 1980). En el ca-
so particular de este proyecto de tesis se usa la funcién de base 6-311+G(2d,2p)
(Pople y col., 1992).

Funciones difusas

Otra adicion a las funciones de base es la adicién de funciones difusas. Estas
funciones tienen el mismo ntmero cudntico angular que las funciones de la ca-
pa de valencia pero son més extendidas en el espacio, es decir, son funciones
gaussianas con exponentes pequefios. Estas funciones son especialmente impor-
tantes en sistemas en los que la distribucion electrénica es expandida, como en
los aniones. En las bases de Pople se indican por un signo mds (+) y en conjun-
tos de base de tipo Dunning por el prefijo “aug” que viene de “aumentado”. Un
ejemplo es la base 6-31+G, que es como la funcién 6-31G pero con una funcién
difusa s y p para los 4tomos pesados (Z >2) o la base 6-31++G que es como la
base anterior pero se afiade una funcién difusa a los &tomos de hidrégeno.

Funciones de base para métodos correlacionados

Este tipo de funciones de bases estdn conformadas por una funcién de valen-
cia dividida y una combinacién lineal de dos orbitales del mismo tipo, pero con
diferentes cargas efectivas (es decir, () y esta flexibilidad se puede utilizar pa-
ra generar orbitales atémicos de tamafios ajustables (Dunning Jr & Hay, 1977).
Dunning y cols. desarrollaron este tipo de funciones de bases para métodos co-
rrelacionados, que se conocen como bases de correlaciéon consistente (cc), las
cuales incluyen funciones con alto momento angular (d, {, g, ... ), que reducen el
error en la energia de correlaciéon en 1 kcal/mol o menos (Dunning Jr, 1989).

Las funciones de base de este tipo presentan las siguientes ventajas: permiten
recuperar una parte elevada de la correlacion electrénica, ofrecen una mejora
sistematica hacia el limite de base infinita, el aumento de la calidad de la base se
traduce en una mejora sistemadtica del resultado. La funcién de base mas peque-
fia de este tipo es cc-pVDZ, la cual es un punto de partida para diversos calculos
correlacionados. A estas bases también se les puede afiadir funciones difusas,
las cuales se denominan aug-cc-pVXZ. En el caso particular de este proyecto de
tesis se usa la funcién de base cc-PVTZ (Dunning Jr, 1989).
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3.3. Propiedades electrénicas

3.3.1. Orbitales moleculares de frontera

Se denominan orbitales moleculares frontera al tdltimo orbital ocupado, que re-
cibe el nombre de HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) y al primer
orbital desocupado (virtual), que recibe el nombre de LUMO (Lowest Unnoccu-
pied Molecular Orbital) (Fukui, 1982). El orbital HOMO es considerado el orbital
mas externo que se encuentra ocupado e indica el electrén o par de electrones
que mas facilmente puede donar la molécula, mientras el orbital LUMO es el
orbital més interno desocupado que contiene lugares libres para aceptar electro-
nes (Demir & Akman, 2017). Estos dos orbitales y sus energias son importantes
descriptores de la reactividad de una molécula (Tathe y col., 2015). La energia
gap se obtiene al calcular la diferencia de energia entre los orbitales HOMO y
LUMO, y se interpreta como un indicador directo de la estabilidad cinética, es
decir, una alta energia gap indica una baja reactividad quimica porque es ener-
géticamente desfavorable ceder electrones a un LUMO alto o extraerlos de un
HOMO con energia baja (Aihara, 1999).

3.3.2. Potencial electrostitico molecular

El potencial electrostatico molecular (MEP) se define como la fuerza que actta
sobre una carga de prueba positiva (un protén) en un punto p(x,y,z) en las pro-
ximidades de la molécula y generado por el conjunto de niicleos y electrones de
la molécula (Politzer & Murray, 1991):

nucleo 2
_ Za [ lyp(r)]
V(r) = EA TR, P— at (3.14)

Esta propiedad juega un papel clave en la identificacién de sitios de interaccién
y reaccién en las distintas regiones de una molécula: las especies cargadas po-
sitivamente tenderdn a aproximarse y atacar quimicamente en sitios donde el
potencial electrostético sea fuertemente negativo (ataque electrofilico) mientras
que las especies cargadas negativamente lo hardn en donde el potencial sea fuer-
temente positivo (ataque nucleofilico) (Chattaraj, 2009). Dicho de otro modo, un
valor negativo del potencial indica una atraccién del protén hacia zonas donde
se concentra la densidad electrénica de la molécula (pares de electrones libres,
enlaces 71, etc.). Y un valor positivo corresponde a la repulsion de los protones
por los nicleos atémicos en las regiones de baja densidad electrénica donde la
carga de los ntcleos estéd parcialmente apantallada. Los valores de MEP mapea-
dos en la superficie de una molécula se visualizan como una superficie roja y
azul (con intermedios en verde-amarillo), donde los valores positivos son las
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zonas azules y los negativos son las zonas rojas (Liu y col., 2018), como se mues-
tra por ejemplo en la molécula de benceno (Figura 3.1).

FIGURA 3.1: Mapa de potencial electrostatico de una molécula de
benceno.

El potencial electrostatico se han convertido en una herramienta ttil para pro-
porcionar informacion sobre las regiones méds reactivas propensas a ataques nu-
cleofilicos o electrofilicos en una molécula, asi como en la descripcién cualitativa
de la deslocalizacién electrénica (Weiner y col., 1982).

3.3.3. Cargas atémicas

Las cargas atémicas son un indicador numérico arbitrario de riqueza o pobreza
de electrones y es una propiedad que no es posible determinar experimental-
mente ni observar fisicamente, solamente es calculable a partir de modelos teori-
cos basados en la particion de la densidad electrénica entre los d&tomos que inte-
gran la molécula, lo que se conoce como andlisis poblacional (Szabo & Ostlund,
2012).

Se pueden definir las cargas atomicas dependiendo del tipo de esquema de ana-
lisis poblacional que se utilice, uno de ellos es el método de Mulliken. Las cargas
de Mulliken estan basadas en la densidad local de electrones, en las que para ca-
da dtomo se suman todas las contribuciones de carga electrénica de los orbitales
centrados en ese 4tomo, y las nubes electrénicas superpuestas entre dos d&tomos
se dividen por igual entre los dos d&tomos (Mao, 2014).

Para un sistema de capa cerrada de 2N electrones, la densidad electrénica p(r)
en un punto se expresa como:

N
p(r)=2Y |¢:i(r)? (3.15)
i=1

en donde N es el ntimero de orbitales moleculares ¥; ocupados.
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Teniendo en cuenta que los orbitales moleculares se expresan como una combi-
nacion lineal de K funciones de base:

K
‘Pi = Z Ciny (316)
u=1

La densidad electrénica esta dada por la ecuacion:

N K K K K
p(l’) =2 Z Z Z CzwaXy Z Z vay Xo(7) (3.17)

i=1pu=10v=1

donde Py, son los elementos de la matriz densidad.

Al integrar p(r) en todo el espacio electronico se obtiene:

K
[ pr)r = 1 3 Buolxn(r)xutr) 6.18)

u=1lov=1

K K
=2 L0
u=1lo=1

=2N

donde S, son los elementos de la matriz densidad.

Los elementos diagonales de la matriz densidad P,v corresponden a la funcién
Xv y por lo tanto la densidad electrénica se centra en el nticleo que esta asociado
a este orbital. Sin embargo, los elementos no diagonales P, corresponden a los
orbitales que estdn centrados en distintos 4tomos.

La poblacién asociada a estos elementos se distribuye en partes iguales entre las
dos funciones. De esta forma, la poblacién total asociada a una funcién x, se
define como:

K
Pu = PuuSun + ) PuoSpo (3.19)
U=v

De acuerdo con ese criterio de division de la densidad electrénica, la poblacién
atémica total sobre un 4tomo A se obtiene sumando todas las poblaciones de las
funciones centradas en A, es decir:
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K
pA =) Py (3.20)
UeA

con lo que la carga neta del atomo viene dada por Z4 — g4:

qga =24 —pa (3.21)

Finalmente, se define el orden de enlace como:

AO AO

BOs-p= Y Y (PS)up(PS)pa (3.22)
xEA BEB

La distribucién de cargas obtenida es arbitraria y se debe tomar con precaucion,
ya que puede resultar en distribuciones de carga erréneas respecto al momento
dipolar del sistema en algunas ocasiones.

Estas cargas tienen un valor semi cuantitativo y dependen en gran medida de la
funcién de base empleada, porque son muy sensibles a la densidad de probabili-
dad (Mulliken, 1955a, 1955b). A pesar de esto, las cargas de Mulliken se pueden
calcular facilmente y son ttiles para evaluar tendencias la contribucién de tipo
electrostatico a la energia potencial del sistema (Carb6-Dorca & Bultinck, 2004).

3.4. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking) es un método empleado en la qui-
mica computacional que permite predecir la orientacién favorable de un ligante
con un receptor para formar un complejo estable, asi como anticipar su orien-
tacion de unién con el fin de predecir la afinidad y la actividad (Lengauer &
Rarey, 1996) (Figura 3.2). Por esto, el acoplamiento molecular ha comenzado a
tener un papel importante en el disefio y descubrimiento de farmacos (Kitchen
y col., 2004).

AutoDock Vina (Eberhardt y col., 2021) es un programa de acoplamiento mo-
lecular que se basa en el Algoritmo Genético Lamarkiano (LGA) como método
de busqueda de las diferentes conformaciones que puede presentar la interac-
cién del ligante con el receptor. En este algoritmo los individuos de la poblacién
de conformaciones iniciales “mutan”al intercambiar sus pardametros conforma-
cionales y compiten de una manera andloga a la evolucion biolégica en genera-
ciones sucesivas, al finalizar solo quedan los individuos con conformaciones de
energia libre minima de acoplamiento las cuales se evaltian mediante una fun-
cion de puntuacion. Este proceso permite a las conformaciones buscar minimos
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Receptor Ligante Acoplamiento Molecular

FIGURA 3.2: Diagrama de un acoplamiento molecular. Tomada de
Tenorio-Barajas, 2012

locales para pasar esa informacion a las siguientes generaciones hasta encontrar
la conformacién mas 6ptima del ligante.

Vina emplea una funcién de puntuacién empirica que tiene en cuenta las contri-
buciones inter e intramoleculares y su forma general es definida como:

C= thitj(rij) (323)

i<j
donde ¢#; es el tipo del d4tomo de indice i, r;; es la distancia interatomica y la
funcion de interaccion es definida como ftitj(ri]-) = htitj(d,-j), donde d;; = rjj —
Ry, — Rtj, R es el radio de van der Waals para el 4tomo de tipo t y es expresado
en A. La funcién hy;(d;j) es una suma ponderada de interacciones estéricas:

gauss, (d) = e~ (4/05)° (3.24)
gauss,(d) = e~ ((d=3)/2)° (3.25)
. [ d? sid<O0

repulsin(d) = { 0, sid>0 (3.26)

1, sid <0,5
hidrofobia (d) =< —d+15, si05<d<15 (3.27)

0, sid > 15

1, sid < —0,7

enlaceHidrogeno (d) = —%d, si —0,7<d<0 (3.28)

0, sid >0
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En esta implementacion, todas las funciones de interaccién ft].tj se cortan en r;; =
8A.

El formato necesario para los archivos de entrada es pdbgt tanto para el recep-
tor como para el ligante, en este tipo de archivos se encuentran las coordenadas
3D de los 4tomos y los datos de torsién de la estructura molecular. El archivo
de salida también se encuentra en formato pdbgt el cual contiene también las
coordenadas 3D, los datos de torsion y la informacién energética de las mejo-
res poses del ligante, ordenadas por puntuacién energética y por los valores de
RMSD de las conformaciones respecto a la mejor conformacién.
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Capitulo 4

Justificacion, hipoétesis y objetivos

4.1. Justificacién

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerati-
va con mayor prevalencia en el mundo después de la enfermedad de Alzhei-
mer (Willis, 2013). En México no existen cifras oficiales que informen cuantas
personas viven con EDP, pero se estima de forma mundial que esta enfermedad
se presenta entre el 1% y 2% de la poblacién mayor de 60 afios de edad. De
acuerdo con el conteo de poblacién y vivienda realizado en 2020 por parte del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2015) el 12% de la po-
blacién en México se encuentra en este grupo de edad, lo que implicaria una
prevalencia aproximada de entre 151,217 y 302,434 personas con EP en México.
La incidencia que tienen en el Hospital de Especialidades del IMSS es de 40 a
50 casos por cada 100 mil habitantes (UNAM, 2019). Se ha calculado que para
el afio 2030 esta cifra serd duplicada por lo que conlleva a un problema grave
de salud publica (CSG, 2010). En el estado de Puebla, segtin datos de la Secreta-
ria de Salud en 2020, su incidencia es de 5.3 por cada 100 mil habitantes y este
nimero podria duplicarse en la proxima década. Ademds, la expectativa de vi-
da se reduce en personas que padecen la EP, pues tienen riesgo de muerte dos
a cinco veces mayor que una persona sana (Casamitjana y col., 2007), y quie-
nes logran superar esta expectativa tienen una baja calidad de vida debido a los
efectos secundarios y a las restricciones alimenticias que deben seguir. Por otra
parte, la quimica computacional estd cobrando cada vez mayor importancia en
la investigacion y desarrollo de farmacos, pues permite realizar estudios in silico
con el proposito de encontrar compuestos con mayor potencia medicinal y me-
nor toxicidad. Al ser catalogada como un problema de salud ptblica, la EP debe
ser tratada desde diferentes puntos de vista, por lo que en este trabajo de tesis
se propone el uso de herramientas basadas en la quimica computacional (célcu-
los de estructura electrénica basados en la teoria del funcional de la densidad
(DFT) y acoplamiento molecular (molecular docking)) para estudiar derivados de
cumarinas como inhibidores de las enzimas MAO-A y MAO-B y proporcionar
un tratamiento alternativo a los existentes, de tal forma que sea mas efectivo,
seguro y que no limite la dieta de los pacientes.
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4.2. Hipéotesis

Con la realizacién de esta investigacion se espera encontrar que las moléculas
derivadas de cumarinas presentadas tengan un mejor efecto como inhibidores
de MAO-B que los farmacos mds comtnmente usados en la actualidad, como la
rasagilina y la selegilina. También se espera que estos derivados inhiban selec-
tivamente a MAO-B para evitar efectos secundarios indeseables, entre ellos las
crisis hipertensivas.

4.3. Objetivos

General

» Realizar un estudio computacional de la estructura molecular y las pro-
piedades electrénicas de un conjunto de derivados cumarinicos para pos-
teriormente realizar el acoplamiento molecular con las dos isoformas de la
enzima monoamino oxidasa (MAOQO) para analizar su efecto inhibidor.

Especificos

» Calcular las propiedades estructurales y electrénicas de un conjunto de de-

rivados cumarinicos mediante métodos basados en la teoria del funcional
de la densidad (DFT).

» Realizar un estudio de acoplamiento molecular entre los derivados cuma-
rinicos seleccionadas y las dos isoformas de la enzima MAO.
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Metodologia

5.1. Optimizacion de los ligantes

Moléculas control

Las estructuras moleculares de los compuestos inhibidores mds comtinmente
utilizados en el tratamiento para la EP, los cuales son rasagilina (Rasl) (CID:
3052776) (NCBI, 2021b) y selegilina (CID: 26757) (NCBI, 2021a) se obtuvieron de
la base de datos PubChem de National Institutes of Health (NIH). Adicionalmente,
la estructura de rasagilina también fue obtenida de la base de datos Protein Data
Bank (PDB) (Ras2) (PDB ID: RAU) (Berman y col., 2000). Estas estructuras fueron
utilizadas como las geometrias iniciales para encontrar el mejor nivel de teorfa y
validar la metodologia. En la Figura 5.1 se observan las estructuras moleculares
de rasagilina y selegilina.

Se utiliz6 la teoria del funcional de la densidad (DFT) con el funcional B3LYP
(Becke, 1998) y con dos diferentes conjuntos de base, la base 6-311+G(2d,2p) (Po-
pley col., 1992), 1a cual es una base de Pople que incluye funciones polarizadas y
difusas; y la base cc-pVTZ (Dunning Jr, 1989), la cual es una base de correlacion
consistente de Dunning triple (. Se realizaron célculos de optimizacion total y
de frecuencias vibracionales para asegurar que las geometrias encontradas fue-
ran minimos de energia sobre la superficie de energia potencial. Posteriormente,
a partir de ambas estructuras optimizadas se obtuvieron las energias de los or-
bitales frontera (HOMO y LUMO) y sus potenciales electrostaticos moleculares
(MEP). También se realizé un andlisis general de las cargas de Mulliken en am-
bos niveles de teoria. Se usaron los criterios de la energia electrénica y el valor
de RMSD para validar las metodologias utilizadas.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3052776
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3052776
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/26757
https://www.rcsb.org/ligand/RAU
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Ras2

FIGURA 5.1: Estructura molecular y numeracion de la rasagilina
(Rasl y Ras2) y la selegilina (Sel).
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Cumarinas

Se propusieron ocho estructuras de derivados cumarinicos como inhibidores
de MAO-B: 7-hidroxi-5-[(2R,3R)-3-hidroxibutan-2-il]-6-metil-3-(2-metil-4-oxo-
2,3-dihidropiran-6-il)cromen-2-ona (Cuml); 7-hidroxi-5-(3-hidroxibutan-2-il)-
6,8-dimetil-3-(2-metil-4-oxo0-2,3-dihidropiran-6-il)cromen-2-ona (Cum2) (Hos-
sain y col., 1996); (E)-7-((3-(5,5-dimetil-4-ox0-4,5-dihidrofuran-2-il)but-2-en-1-
il)oxi)-2H-cromen-2-ona (Cum 3); (E)-7-((3-(5,5-dimetil-4-ox0-4,5-dihidrofuran-
2-il)but-2-en-1-il)oxi)-3,4-dimetil-2H-cromen-2-ona (Cum4) (Carotti y col., 2002);
6-bromo-8-metoxi-3-fenil-2H-cromen-2-ona (Cumb5); 6-bromo-8-metoxi-3-(4-
metoxifenil)-2H-cromen-2-ona (Cum6) (Matos y col., 2011); S-(furan-2-ilmetil)
2-ox0-2H-cromen-3-carbotioato (Cum?); S-(furan-2-ilmetil)-6,8-dibromo-2-oxo-
2H-cromen-3-carbotioato (Cum8) (He y col., 2014) (Figura 5.2). Tres de los com-
puestos cumarinicos propuestos son de origen natural: Cuml y Cum2, también
conocidos como monankarina A y monankarina C respectivamente, ambos
metabolitos secundarios de Monascus anka; y Cum3 también conocido como
geiparvarina, que se encuentra en las hojas de Geijera parviflora.

Estas moléculas se optimizaron totalmente para obtener su geometria de mini-
ma energia y se realiz6 un célculo de frecuencias vibracionales para asegurar
que fueran estructuras de minima energia sobre la superficie de potencial. Los
calculos se llevaron a cabo con el nivel de teoria B3LYP/cc-PVTZ, el cual se vali-
do con las estructuras que se usaron como controles. De los ocho compuestos se
obtuvieron las energias de los orbitales frontera (HOMO y LUMO), sus poten-
ciales electrostaticos moleculares (MEP) y el anélisis de cargas de Mulliken.

Los céalculos de estructura molecular y de las propiedades electrénicas de los li-
gantes se llevaron a cabo en el programa Gaussian 16 (Frisch y col., 2016). Las
isosuperficies de los orbitales moleculares frontera y los potenciales electros-
taticos moleculares se graficaron con el programa GaussView 6.0 (Dennington
y col., 2019).

5.2. Acoplamiento molecular

Preparacién de los receptores
Monoamino oxidasa A

Se obtuvo la estructura cristalina de la enzima MAO-A en complejo con clor-
gilina, con cédigo de entrada PDB 2BXS (De Colibus y col., 2005) (Figura 5.3),
con una resolucién de 3.15 A. Al tener dos subunidades idénticas, tinicamente
se trabajo con la cadena A. El archivo PDB fue editado con ayuda del programa
UCSF Chimera (Pettersen y col., 2004) para eliminar la cadena B, y eliminar de
la cadena A el ligante de cristalizacion, es decir, la clorgilina el cual es un in-
hibidor irreversible de MAO-A. También se eliminaron todos los elementos no


http://www.rcsb.org/structure/2BXS
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Cum3 * Cumd
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FIGURA 5.2: Estructuras moleculares de los compuestos cumarini-
cos propuestos (Cum1-Cums).
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proteicos no importantes para la funcién de la proteina, conservando el com-
puesto FAD (Flavin Aadenin Dinucleétido) que tiene la funcién de cofactor. El
compuesto clorgilina se guardé en un archivo con formato PDB para utilizarlo
en la validacién del docking.

FIGURA 5.3: Estructura cristalina de la enzima MAO-A. Los ligan-
tes FAD y clorgilina se muestran en barras de color azul.

Monoamino oxidasa B

Se obtuvo la estructura cristalina de la enzima MAO-B en complejo con rasagi-
lina, con cédigo de entrada PDB 152Q (Binda y col., 2004) (Figura 5.4), con una
resolucion de 2.07 A. Al tener dos subunidades idénticas tinicamente se trabajé
con la cadena A. El archivo PDB fue editado de la misma manera que la proteina
MAO-A, eliminando la cadena B junto con el ligante rasagilina RAS3, el cual es
un inhibidor irreversible de MAO-B. El analisis de acoplamiento molecular del
modelo de la estructura terciaria de MAO-A y MAO-B con todos los ligantes
optimizados anteriormente se realiz6 empleando el programa Autodock Vina
(Eberhardt y col., 2021).

Todas las estructuras optimizadas de los derivados cumarinicos fueron guar-
dadas en formato PDB para poder ser usadas como input en el acoplamiento
molecular.

Acoplamiento molecular entre los ligantes y las isoformas de la enzima MAO

Se prepararon los ligantes en Autodock Tools (Morris y col., 2009) agregando
cargas atomicas de tipo Gasteiger y dejando libres todos los enlaces detectados
como rotables y se guardaron en formato PDBQT.


https://www.rcsb.org/structure/1s2q
https://www.rcsb.org/ligand/RAS
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FIGURA 5.4: Estructura cristalina de la enzima MAO-B. Los ligan-
tes FAD y rasagilina se muestran en barras de color azul.

Delimitacién del sitio de biusqueda

Un punto importante para la realizacién del acoplamiento con AutoDock Vina
(Eberhardt y col., 2021) es la identificacién del sitio de unién al sustrato de la en-
zima, ya que se debe delimitar una zona de bisqueda donde el programa busca-
ré la conformacién de menor energia para el sustrato. En este caso se selecciona-
ron las cavidades donde se encontraban acoplados los ligantes co-cristalizados
de cada isoforma de MAO.

Delimitaciéon del GRID

Una vez delimitado el sitio de basqueda se procede a generar el GRID el cual
consiste en una red tridimensional de puntos regularmente espaciados, que ro-
dean (total o parcialmente) y se centran en alguna regién de interés de la macro-
molécula en estudio. El usuario debe especificar el tamafio de la llamada GRID
box en cada dimensién, X, Y y Z en un archivo txt, asi como sus coordenadas de
acuerdo