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Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo
progresivo de alta incidencia, pues se estima que al afio se registran 50 casos
nuevos por cada 100,000 habitantes, el cual esta caracterizado por la pérdida
de células dopaminérgicas y la acumulacion de alfa-sinucleina. En este
contexto, la proteina DJ-1 ha cobrado relevancia por su papel en la respuesta
antioxidante y la regulacion en las vias de sefalizacion celular para proteger a
las células dopaminérgicas y evitar la sobreacumulacion de alfa-sinucleina,
siendo el residuo Cys106 una region clave susceptible a oxidacion y posterior
pérdida de funcion.

En este trabajo de tesis se presenta un estudio tedrico en el que se evaltua un
grupo de compuestos conformado por 4 compuestos fitoquimicos y 3
compuestos sintéticos, mediante métodos de quimica cuantica y biologia
computacional (docking molecular covalente), con el objetivo de identificar las
interacciones moleculares mas relevantes, y su potencial como inhibidores de
la oxidacion de DJ-1. Se llevd a cabo la optimizacion de geometria de los
ligantes mediante métodos basados en la teoria del funcional de la densidad
(DFT), y se calcularon parametros de reactividad quimica global, tales como el
valor de la energia de los orbitales frontera HOMO y LUMO, el potencial
electrostatico molecular, la dureza, la blandura, la electronegatividad, la
electrofilicidad y el potencial quimico. Posteriormente, se realizaron calculos de
acoplamiento molecular de tipo covalente, empleando el método de cadena
lateral flexible en el programa de acceso libre Autodock.

Los resultados mostraron que los compuestos quercetina, UCP-54278 y Comp-
23 presentan caracteristicas de reactividad quimica y energias de acoplamiento
favorables para la obtenciéon de un complejo especifico y estable con DJ-1.
Particularmente, el Comp-23 demostro similitudes en su patron de interaccion
con respecto al compuesto control 1-etilindol-2,3-diona, destacandose como un
candidato relevante.

Lo anterior establece una base teorica solida para el disefio y evaluacion de
nuevos ligantes dirigidos a DJ-1, contribuyendo a la generacion de estrategias
terapéuticas mas especificas para el tratamiento de la EP, que contribuyan a la
disminucion de sus signos y sintomas, asi como a su inminente progreso.
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1.Introduccioén

1.1 Enfermedad de Parkinson (EP)

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo
caracterizado por la manifestacion progresiva de temblores, pérdida de
equilibrio, rigidez corporal y falta de coordinacion. Estos sintomas surgen
debido a la significativa muerte de células dopaminérgicas en la Sustancia
Negra pars compacta (SNpc), acompanada de una gran acumulacion de alfa
sinucleina (a-syn) [1]. En los ultimos 25 afios, la prevalencia de la EP ha
aumentado significativamente, con un aumento de mas del 100% en su carga
de morbilidad respecto a décadas anteriores [2]. Actualmente, es la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas comun (después de la enfermedad de
Alzheimer), con tasas de incidencia anual estandarizadas por edad media en
paises de altos ingresos de 14 por 100,000 personas en la poblacion total, y
160 por 100,000 personas de 65 afios o mas [3]. En México, se estima que 50

de cada 100,000 habitantes podrian padecerla [4].

Las causas de la EP no estan completamente esclarecidas; sin embargo, se
han identificado factores que pueden contribuir a su desarrollo, como la
exposicion a pesticidas (principalmente herbicidas como paraquat e
insecticidas como rotenona, asociados con dafo mitocondrial y estrés
oxidativo), el alcoholismo y antecedentes de traumatismo craneoencefalico (el
cual se ha relacionado con un aumento en el riesgo de EP debido a procesos
como inflamacién persistente, disfuncion mitocondrial y acumulacién de a-
sinucleina) [3]. Ademas, se han encontrado factores genéticos implicados en el
desarrollo de la EP, ya que una mutacién puntual en el gen a-sinucleina se ha
asociado con formas hereditarias de la enfermedad [5]. Se estima que solo

entre el 5% y el 10% de los casos de EP estan asociados a factores genéticos

[6].

El primer cambio degenerativo en la EP involucra la pérdida de terminales
nerviosas en el cuerpo estriado [6], y se estima que alrededor del 50% al 60%
de las neuronas dopaminergicas en la SNpc sufren muerte celular antes de que

aparezcan los primeros sintomas [7]. Posteriormente, se forman los cuerpos



de Lewy que son inclusiones eosindfilas caracteristicas compuestas por el
plegamiento aberrante de la proteina alfa-sinucleina, junto con otras proteinas
como la ubiquitina y tejido filamentoso que se localizan en el soma y las

neuritas de las neuronas afectadas [8].

1.2 Vias de senalizacion afectadas en EP

Las neuronas de la SNpc sintetizan y liberan dopamina (DA), mientras que las
neuronas corticales liberan glutamato (Glu). Ambos neurotransmisores
interactuan con diferentes subtipos de receptores que estan implicados en la
fisiopatologia de EP, entre ellos el receptor dopaminérgico D1 (D1R) y el
receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR).

En la Figura 1 se ilustran las principales rutas de sefalizacion dopaminérgica y
glutamatérgica. Se observa la activacion del receptor D1R en presencia de DA
activando la enzima adenilato ciclasa, la cual incrementa los niveles
intracelulares de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), iniciando una cascada
de fosforilaciones a través de la proteina cinasa A (PKA), empezando por
fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc ciclico de 32 kDa (DARPP-32) la
cual es clave en la modulacion de sefnales intracelulares en las neuronas

dopaminérgicas [9].

Simultdneamente, la entrada de iones de calcio (Ca*?) a través de NMDAR
(representado en color purpura de la Figura 1), aumenta los niveles de la
proteina cinasa |l dependiente de calcio/calmodulina (CaMKIl), la cual a su vez
modula el factor liberador de nucledtidos de guanina 1 especifico de la proteina
RAS (RasGRP1) convergiendo con la sefalizacion dopaminérgica en la
activacion de las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2)
responsables de inducir la expresion de genes como cFos, FosB y AFosB,
implicados en procesos de plasticidad sinaptica y regulacion de la funcion

motora [9].

Las conductas motoras anormales caracteristicas de la EP, surgen como
consecuencia a una desregulacion en estas rutas, causadas por un
desequilibrio en las transmisiones de Glu y DA, en particular por la fosforilacién

de la fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc ciclico de 32 kDa (DARPP-



32), lo cual reduce los niveles de DA y agudiza la pérdida de funcién del cuerpo
estriado [10].
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Figura 1. Esquema de rutas de sefalizacién dopaminérgica y glutamatérgica implicadas en la
fisiopatologia de la EP. La entrada de iones calcio (Ca?*) a través de receptores NMDA (color
purpura) incrementa la activacion de la proteina cinasa |l dependiente de calcio/calmodulina
(CaMKIll), la cual regula a RasGRF1 y culmina en la activacion de las cinasas ERK1/2,
induciendo la expresidon de genes asociados a plasticidad sinaptica (cFos, FosB, AFosB).
Paralelamente, la sefializacién dopaminérgica mediada por receptores D1 (D1R) induce la
activacion de PKA, modulando la fosforilacion de DARPP-32 y la actividad de PP1,
convergiendo también en la via de ERK1/2. La desregulacion de estas rutas, por desequilibrio
entre la transmision de glutamato (Glu) y dopamina (DA), contribuye a la pérdida de funcién
motora  caracteristica de la enfermedad. Elaboracion propia en Biorender

https://BioRender.com

1.3 Tratamientos actuales para la EP

En la actualidad, no existe una cura para la enfermedad de Parkinson, sin
embargo, se disponen de farmacos que ayudan a controlar los sintomas y
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Estos tratamientos se clasifican en
3 categorias principales, segun el blanco terapéutico hacia el cual estan

dirigidos: dopaminérgicos, no dopaminérgicos y quirurgicos.
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Tratamiento Dopaminérgico

El tratamiento dopaminérgico busca aumentar los niveles de dopamina en el
tejido estriado, lo que ayuda a mitigar los efectos de la enfermedad. Entre los
principales farmacos de este grupo se encuentran la levodopa, los agonistas

dopaminérgicos y los inhibidores de la enzima Monoamino Oxidasa B (MAO-B).

La levodopa (L-dopa) es un precursor de la dopamina y constituye el farmaco
mas utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. A diferencia de
la dopamina, que se degrada rapidamente en el tracto gastrointestinal, la
levodopa puede absorberse y cruzar la barrera hematoencefalica [11]. Este
compuesto se descarboxila a dopamina en el cerebro, actuando sobre los
receptores dopaminérgicos y compensando la cantidad reducida de dopamina
en los pacientes con EP [11]. No obstante, los primeros ensayos con L-dopa
presentaron limitaciones debido a su administracién oral, yaque al
administrarse, la enzima dopa-descarboxilasa convierte el farmaco en
dopamina a nivel periférico, sin capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica, lo que requeria dosis elevadas para obtener beneficios
sintomaticos [12]. Desafortunadamente, el uso prolongado de levodopa se
asocia con un aumento de complicaciones motoras en aproximadamente el
80% de los pacientes [11]. Estas complicaciones incluyen principalmente la
discinesia inducida por levodopa y fluctuaciones motoras como el fenémeno

“‘wearing-off’ [13].

Agonistas dopaminérgicos (AD) como el ripinirol, pramipexol y la rotigotina, son
compuestos que generan una estimulacién directa sobre los receptores de
dopamina, algunos en fases tempranas de la EP. Los AD pueden ser casi tan
efectivos como la L-dopa; sin embargo, su eficacia disminuye conforme la
enfermedad avanza [13]. Los AD también pueden presentar efectos adversos,

tales como nauseas, mareos, somnolencia e hipotension. [13].

Los inhibidores de la MAO-B son medicamentos que actuan bloqueando a la
enzima monoaminooxidasa B (MAO-B), la cual es responsable de degradar la
dopamina en el cerebro. Al inhibir esta enzima, se incrementa la cantidad de

dopamina disponible, lo que ayuda a mejorar la comunicacion entre las células
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nerviosas (sinapsis) y puede aliviar los sintomas de EP [1]. Estos farmacos se
dividen en inhibidores reversibles e irreversibles. Aunque los efectos adversos
asociados son leves, su eficacia terapéutica disminuye con el tiempo, por lo
que se recomienda su uso en combinacion con otros medicamentos como la
levadopa, agonistas dopaminérgicos, anticolinérgicos entre otros [14].
Actualmente, los principales inhibidores disponibles son la selegilina y la
rasagilina, que ademas de mejorar sintomas motores, parecen tener beneficios
en aspectos no mediados por la via dopaminérgica, como el congelamiento de

la marcha, la apatia y la fatiga [12].
Tratamientos no dopaminérgicos

Los tratamientos no dopaminérgicos son mas comunes en etapas avanzadas
de la EP, cuando los pacientes responden de forma limitada a la terapia

dopaminérgica [15].

Antagonistas de receptores de adenosina tipo A2A (A2A): Estos farmacos
bloquean los receptores A2A de adenosina, los cuales inhiben la sefalizacion
de los receptores dopaminérgicos D2. Al bloquear estos receptores, se
potencia la funcion de la dopamina, mejorando asi los sintomas motores en la
enfermedad de Parkinson [16]. En modelos animales, los antagonistas de A2A
han mostrado mejorar los sintomas motores al inhibir los efectos postsinapticos

y aumentar la liberacion de dopamina [16].

Amantadina: Este compuesto bloquea los receptores N-Metil-D-Aspartato
(NMDA), modulando la actividad glutamatérgica y ayudando a reducir las
discinesias inducidas por levodopa. Su efecto sobre los sintomas motores de la
enfermedad de Parkinson es limitado, ya que ofrece una mejoria moderada que

suele disminuir con el tiempo [17].

Inhibidores de tirosina cinasa: Inicialmente empleados en el tratamiento de
leucemia, estos inhibidores han mostrado potencial en enfermedades
neurodegenerativas. En el contexto de la EP, la activacion de la tirosina cinasa
c-Abl afecta negativamente la sefializacion dopaminérgica al fosforilar la cinasa

dependiente de ciclina 5 (Cdk5) y la proteina DARPP-32, inhibiendo la proteina

12



cinasa A dependiente de cAMP (PKA), un regulador clave de las sefales

mediadas por el receptor de dopamina D1 [10],[18].

Tratamientos quirurgicos

Otra opcidén que se presenta para el tratamiento de esta enfermedad son los
tratamientos quirdrgicos, los cuales principalmente se utilizan para tratar los
sintomas no motores de la enfermedad. Dentro de los tratamientos mas
utilizados se encuentra la estimulacién cerebral profunda del nucleo
subtalamico, una regién que forma parte del circuito de los ganglios basales y
cuya hiperactividad en la enfermedad de Parkinson contribuye a la inhibicion
excesiva del movimiento. La estimulacion de esta estructura permite modular
su actividad, mejorando asi los sintomas motores. Este tipo de tratamiento
generalmente se utiliza cuando los sintomas se vuelven incapacitantes a pesar

de llevar un tratamiento dopaminérgico [19].
2. Marco teodrico

2.1 Estructura de la proteina deglicasa DJ-1

La proteina deglicasa DJ-1 es una proteina multifuncional con actividad
chaperona y antioxidante de 189 aminoacidos que se localiza en el citoplasma,
mitocondrias y nucleo celular. Se encuentra en forma de homodimero y es

codificada por el gen PARK7, asociado al parkinsonismo [20].

La estructura cristalina de DJ-1 se resolvi6 mediante el método de reemplazo
isomorfo multiple, revelando que la proteina forma un homodimero cara a cara
con un eje doble de simetria (Figura 2) [21]. Cada mondmero esta compuesto
por 11 laminas B y 9 hélices q, lo que contribuye a su estabilidad estructural
[21],[22], su sitio activo esta formado por 3 residuos clave Glu18, Cys106 e
His126 cuya disposicion espacial es compatible con la formacion de una triada
catalitica [22].

13



Figura 2. Representacion grafica de la estructura cristalina de la proteina humana DJ-1(PDB
ID: 1P5F) en disposicion simétrica cara a cara, donde se aprecian los monémeros que
conforman el homodimero de la proteina respecto al eje de simetria (linea punteada) y las 9

hélices a (color verde) y las 11 laminas B (color rojo).

2.2 DJ-1y las diferentes vias de sefializacion

DJ-1 participa en varias vias de sefializacion, incluyendo la respuesta al estrés
oxidativo, que es un estado de desequilibrio entre especies reactivas de
oxigeno y mecanismos antioxidantes, lo que conduce al dafio celular. Ademas,
interviene en la regulacién transcripcional y en el mantenimiento de la calidad

mitocondrial, protegiendo la funciéon mitocondrial [23].

Esta proteina se expresa en casi todas las células del cuerpo humano
incluyendo neuronas y células gliales [24-25], y por su participacién en varias
rutas de sefalizacion se ha estudiado su capacidad para inducir vias de

supervivencia y replegamiento de proteinas [26].

La pérdida de funcion de la mitocondria en células dopaminérgicas tiene un
papel importante en el mecanismo de neurodegeneracion de la EP, pues a
consecuencia de sufrir una respiraciéon mitocondrial deteriorada se genera una

mayor produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) generando un

14



estrés oxidativo [27]. Se ha observado que DJ-1 actua de forma similar a
Parkina y Cinasa 1 inducida por PTEN (PINK1), pues limita la fragmentacién
mitocondrial en respuesta a la toxina rotenona [28]. Igualmente, se ha
observado que DJ-1 funciona en paralelo a la via PINK1/parkina para mantener
la funcién mitocondrial en presencia de un entorno oxidativo [28]. La
translocacién nuclear de DJ-1 en condiciones de estrés puede proteger a las

neuronas de la muerte celular después de sufrir estrés oxidativo [29].
DJ-1y su papel en la regulacion de vias de sefalizacion relacionadas a EP

DJ-1 esta estrechamente relacionada con la autofagia mediada por chaperonas
(CMA), principal via de degradacion de a-sinucleina, ya que se ha observado
que puede inhibir la acumulacién y agregacion de dicha proteina [30]. Se ha
demostrado que esta funcion se debe a su participacién en la CMA, una forma
selectiva de la via autofagica responsable de la degradacién lisosomal de
proteinas citosdlicas con un motivo de orientacion especifico [31]. En este
proceso, DJ-1 regula positivamente la proteina de membrana asociada al
lisosoma tipo 2A (LAMP2A), un componente clave en la CMA [32]. Estudios
han demostrado que la deficiencia de DJ-1 provoca una reduccion en los
niveles de LAMP2A, lo que acelera la acumulacion y agregaciéon de a-
sinucleina debido a la alteracion en su degradacion lisosomal [33]. Ademas de
su papel en CMA, DJ-1 participa activamente en la regulacién del factor nuclear
relacionado con el factor eritroide 2 (Nrf2), el cual estimula la produccion de
enzimas antioxidantes, DJ-1 estabiliza a Nrf2 al evitar la asociacion con su
proteina inhibidora, Keap1, favoreciendo la respuesta antioxidante un
mecanismo esencial en la proteccion contra el estrés oxidativo en la
enfermedad de Parkinson. Estas vias de sefalizacién estan representadas en
la Figura 3 [34].
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Figura 3. Vias de sefalizacion reguladas por la oxidacién de DJ-1 en la enfermedad de

Parkinson.DJ-1 modula diferentes rutas celulares, incluyendo NF-kB, LAMP2A y NRF2, lo que
impacta en la respuesta antioxidante, la acumulacién de a-sinucleina y la supervivencia de
neuronas dopaminérgicas, Los Ovalos representan proteinas en diferentes estados de
oxidacion, mientras que los rectangulos indican procesos celulares o respuestas biolégicas.
Las flechas verdes sefialan activaciones, las flechas rojas inhibiciones, y las flechas negras un
aumento o disminucioén en la expresion de proteinas. El signo "+" indica regulacion positiva y el
signo "-" regulacién negativa. La linea curva representa una interaccion, como la que ocurre
entre KEAP y NRF2 [32,33,34]. Elaboracién propia en Biorender https.//BioRender.com

2.3 DJ-1 como blanco terapéutico

Las mutaciones en el gen PARK7 son una causa rara de parkinsonismo de
inicio temprano autosémico recesivo. Estas mutaciones generalmente dan
como resultado una pérdida de funcion de la proteina [35], esta pérdida de

funcién esta relacionada con la reduccién de la actividad lisosémica y
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mitocondrial [36]. En cuanto a los casos esporadicos de Parkinson rara vez se
han encontrado mutaciones, pero se han encontrado niveles mas bajos de DJ-
1, lo cual indica que un nivel bajo de esta proteina puede contribuir a la
patogénesis de la EP esporadica y no solo ser participe de casos hereditarios
[37].

Igualmente, se ha demostrado que DJ-1 tiene un papel importante en la
proteccion antioxidante de las neuronas en respuesta a el estrés oxidativo, esto
actuando como un sensor del estrés oxidativo, mediante la interaccion con
otras enzimas que actuan como antioxidantes y elevando la expresion de los
genes correspondientes para evitar que se genere el estrés oxidativo [38],[39].
El punto isoeléctrico de DJ-1 muestra un cambio acido después de que las
células se tratan con peroxido de hidrogeno. Esto sugiere, como se menciono
en el apartado anterior, que DJ-1 se modifica en respuesta al estrés oxidativo
[40].

El analisis de la estructura cristalina de DJ-1 llevd a la especulacidn de que
Cys106 podria ser un residuo importante para la funcidon de respuesta al estrés
oxidativo y su actividad neuroprotectora. Este residuo es altamente
conservado, se encuentra en el giro brusco entre una cadena B y una hélice a
llamada “nucleophile elbow” (Figura 4) [41]. Cys106 tiene angulos de torsién
energéticamente tensos y es particularmente sensible al dafio por radiacion de
rayos X, lo que sugiere una mayor reactividad. Se ha observado que la
mutacion de este residuo a alanina, serina y acido aspartico elimina la
capacidad de DJ-1 de responder al estrés oxidativo en varios sistemas modelo
[41].
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Nucleophile elbow O

Figura 4. Monémero de DJ-1 donde se aprecian los residuos Cys46, Cys53 y Cys106 (azul) los
cuales desempefian una funcién importante en la estructura y funcién de DJ-1, asi como el giro
brusco entre una lamina (8 (rojo) y una hélice a (verde) llamado “nucleophile elbow” mostrado

dentro de un circulo azul.

DJ-1 cuenta con 3 residuos de cisteina (Cys46, Cys56 y Cys106), los cuales
desempefian un papel importante dentro de su estructura y funcion (Figura 5).
El residuo Cys106 ha demostrado ser altamente susceptible al estrés oxidativo
y se oxida como SOH, SO2H, y SO3H [42], ademas se cree que en su estado

oxidado SO3H es la forma inactiva de la proteina (Figura 5) [43].
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Figura 5. Actividad de DJ-1 dependiendo de sus estados de oxidacién. La proteina se

representa con un rectangulo de color azul y se destacan los residuos clave de cisteina con sus

respectivos estados de oxidacién. La oxidacion parcial del azufre de la Cys106 a acido

sulfénico (-SOH) o a &cido sulfinico (-SOH), permite que la proteina conserve su actividad. Sin

embargo, la oxidacién total a acido sulfénico (-SO3;H) provoca una pérdida irreversible de su

funcién. Esta caracteristica resalta la relevancia de DJ-1 como blanco terapéutico, ya que

prevenir su oxidacion total podria ser clave en el tratamiento para la EP [43]. Elaboracion

propia en Biorender https.//BioRender.com

La proteina, ademas de sufrir distintas oxidaciones en los tres residuos de Cys,

puede sufrir procesos de sumoilacién y S-nitrosilacion incluyendo a un residuo

de Lys (Figura 6) [44].
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Figura 6. Representacion de las modificaciones en DJ-1 como oxidacién, S-nitrosilacion y
sumoilacién que afectan la estructura y funcion de la proteina. En particular, la S-nitrosilacion
de Cys46 y la sumoilacion de Lys130, comprometen la formacién del dimero funcional de DJ-1,
mientras que la oxidacién de Cys106 esta relacionada con su actividad [21,43,44]. Elaboracion

propia en Biorender https://BioRender.com.

2.4 Moléculas con efectos sobre DJ-1

Debido a las funciones y caracteristicas que posee DJ-1, se ha posicionado
como una proteina blanco sobre la cual se busca el disefio o busqueda de
biomoléculas que protejan al residuo de Cys106 de su oxidacion completa con

el propésito de preservar sus funciones protectoras.

A continuacion, se presentan las moléculas tanto naturales como sintéticas que

pueden tener el efecto deseado sobre DJ-1.

Fitoquimicos

El benzoato de sodio es un metabolito de la canela y un aditivo alimentario
ampliamente utilizado (Figura 7). Se ha estudiado su efecto en la regulacién
positiva de la proteina DJ-1, lo que sugiere su potencial en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (EP)
[45].
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Figura 7. Estructura Benzoato de sodio visualizada en GaussView en donde se observa el
anillo aromatico con el grupo carboxilato (-COQ ") el cual tiene una carga negativa y el ion sodio

(Na”) representado en color morado, el cual estabiliza la carga del anién [85].

Diversos estudios han demostrado que el benzoato de sodio ejerce un efecto
beneficioso sobre los niveles de DJ-1 en modelos preclinicos. En un modelo
murino de hemorragia intracerebral, se observo que el compuesto atenuaba el
dafio secundario al inhibir la apoptosis neuronal y reducir el estrés oxidativo
mitocondrial, posiblemente a través de la activacion de la via DJ-1/Akt/IKK/NF-
kB. En esta ruta, la proteina DJ-1 favorece la activacion de la proteina cinasa B
(Akt), la cual a su vez promueve la activacion del complejo cinasa inhibidora de
kappa B (IKK). Este complejo es crucial en la senalizaciéon celular, ya que
regula al factor nuclear kappa B (NF-kB), el cual modula la expresion de las
proteinas desacoplantes mitocondriales UCP4 y UCP5 (Uncoupling Proteins),
las cuales reducen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
contribuyendo asi a mitigar el dano oxidativo [46]. Asimismo, se ha reportado
que el benzoato de sodio aumenta la expresion de esta proteina al regular
positivamente la ruta del mevalonato en astrocitos primarios de ratén y
humanos, asi como en células neuronales humanas [45], reforzando su

potencial como candidato terapéutico contra la EP.

El kaempferol (Figura 8) es un flavonoide presente en el té, brécoli, toronja y
cartamo, con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias [47]. Ademas, tiene

la capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica y reducir el dafo
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neuronal [48], lo cual lo hace un candidato ideal para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas.

Figura 8. Estructura de Kaempferol visualizada en GaussView. Se observa su sistema de
anillos aromaticos y los atomos de oxigeno (rojo), caracteristicos de los flavonoides, los cuales

pueden influir en su reactividad y en las posibles interacciones con la proteina DJ-1 [85].

Estudios han demostrado que las propiedades antioxidantes del kaempferol
estan asociadas a DJ-1, observandose que prevenia la muerte de células
neuronales inducidas por el estrés oxidativo de una manera dependiente de
DJ-1 [49], igualmente se ha demostrado que algunos derivados del kaempferol
(Figura 9) se unen a la region C106 de DJ-1 promoviendo su funcién
antioxidante, protegiendo de muerte celular inducida por ROS en células PC12
un modelo de células derivadas de feocromocitoma de glandula suprarrenal de

rata utilizado para estudiar procesos neuronales [49].
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Figura 9. Estructura del 6,8-dimetil kaempferol 3,4'-dimetil éster, derivado de kaempferol,
visualizado en GaussView, se observa la conservacion de los anillos aromaticos y la
incorporacion de dos grupos éster en las posiciones 3 (anillo C) y 4' (anillo B), asi como de
grupos metilo en las posiciones 6 y 8 (anillo A). Estas modificaciones estructurales pueden
alterar su distribucion electronica y reactividad, afectando su capacidad de interaccién

molecular [85].

La quercetina (Figura 10) es un flavonoide con propiedades antioxidantes y
neuroprotectoras, presente en diversas verduras y plantas. Sus efectos
neuroprotectores han sido demostrados en experimentos in vitro e in vivo [50].
En relacién con DJ-1, se ha demostrado en un modelo de isquemia-reperfusion
cerebral en ratas que la quercetina aumenta significativamente la expresion de
DJ-1 y Nrf2, disminuyendo el estrés oxidativo y mejorando la funcion
neurologica [51]. Su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica ha
sido reportada como moderada, aunque suficiente para ejercer efectos directos

en el sistema nervioso central [52].
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Figura 10. Estructura de la quercetina visualizada en GaussView. Se observan sus anillos
aromaticos caracteristicos junto con los atomos de oxigeno (rojo), los cuales influyen en su
reactividad [85].

Moléculas sintéticas

El compuesto de unién 0045037 (UCP-45037) se une a la forma reducida de
DJ-1 mediante la deteccidn virtual in silico [53]. Igualmente, se han
determinado los efectos neuroprotectores de este compuesto contra la
neurodegeneracion focal inducida por isquemia cerebral en ratas [53]. Para ello
se utilizé la estructura cristalina de DJ-1 con el residuo Cys106 en su forma no
oxidada y los datos de coordenadas tridimensionales de aproximadamente
30,000 compuestos quimicos en el University Compound Project (UCP) de la
Fundacién para la Educacion de la ciencia y la tecnologia en Japén, para asi
realizar un estudio in silico y buscar compuestos de unién a DJ-1. UCP-45037
(Figura 11) obtuvo la mayor constante de union y exhibié efectos
neuroprotectores en un modelo de la EP en ratas, las cuales fueron inyectadas

con 6-hidroxidopamina en la sustancia negra [53].
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Figura 11. Estructura del compuesto de unién 0045037 (UCP-45037) visualizada en
GaussView. Se muestran sus anillos aromaticos y la disposicion de atomos de oxigeno (en
rojo) y nitrégeno (en azul), cuya distribucién podria influir en su reactividad electronica y en su

potencial de interaccién con residuos del sitio activo de la proteina DJ-1. [85].

UCP-45037 puede unirse a Cys106 reducida a DJ-1 y mantener una respuesta
neuroprotectora inducida por ésta. Se sugiere que los moduladores alostéricos
para la proteina pueden ser utiles para el tratamiento neuroprotector y para el
tratamiento de diversos trastornos mediados por el estrés oxidativo como la EP
[53].

El compuesto N- [4- (8-metil(4-hidroimidazo[1,2-a]piridin-2-il)) fenil](3,4,5-
trimetoxifenil) carboxamida, compuesto de unién a DJ-1 (Comp-23) [54], Figura
12, el cual protegido de la muerte celular inducida por el estrés oxidativo en

células cultivadas [54].
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Figura 12. N- [4- (8-metil (4-hidroimidazo [1,2-a] piridin-2-il)) fenil] (3,4,5-trimetoxifenil)
carboxamida, compuesto de unién a DJ-1 (comp-23) visualizado en GaussView. La estructura
presenta un esqueleto central aromatico con grupos funcionales, atomos de oxigeno (rojo) y
nitrogeno (azul), que podrian estar involucrados en interacciones clave con la proteina DJ-1
[85].

Este compuesto evité la muerte inducida por el estrés oxidativo de células SH-
SY5Y y de células neuronales primarias del encéfalo ventral. Sin embargo, este
efecto no se presentd en células SH-SY5Y a las que se les realizd un
silenciamiento de DJ-1, indicando que la accion del compuesto depende de la

presencia de ella [54].

Se examiné el efecto del Comp-23 en un sistema de dopamina comprometido
con la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), usando
ratones con la proteina DJ-1 silenciada [55]. Se demostré que el Comp-23
inhibe la muerte de las células neuronales en la sustancia negra y preservo el
nivel de dopamina en ratones de tipo salvaje, pero no en ratones en los cuales

se silencio la proteina, indicando un efecto dependiente de DJ-1 [55].

El 2-[3-(benciloxi)-4-metoxifenil]-N-[2-(7-metoxi-1,3-benzodioxol-5-il)etil]
acetamida (UCP-54278) (Figura 13) es un compuesto que se encontro
mediante un estudio in silico en donde utilizaron la estructura cristalina de DJ-1
oxidada en Cys106 con su forma SO2H y los datos de 30,000 compuestos

quimicos del UPC (University Compound Project) de la Fundacion para la
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Educacion de la ciencia y la tecnologia en Japdn, para buscar moléculas que
se unieran al residuo oxidado como posibles candidatos terapéuticos en donde
UCP-54278 mostré un docking score mas alto -103.362 kcal-mol™ [56].

Figura 13. Estructura de 2-[3-(benciloxi)-4-metoxifenil]-N-[2-(7-metoxi-1,3-benzodioxol-5-il) etil]
acetamida (UCP-54278) visualizada en GaussView, donde se observan sus anillos aromaticos
junto a sus atomos de oxigeno (rojo) y nitrogeno (azul), los cuales pueden influir en su
reactividad. La presencia de estos grupos funcionales sugiere posibles interacciones

electrostaticas y de donacién-aceptacion de electrones [85].

Se han reportado los efectos de UCP-54278 en tres modelos diferentes de
dafio oxidativo: isquemia focal inducida por reperfusion, dafio cerebral oxidativo
en un modelo de rata in vivo, y muerte celular mediada por ROS en células
normales y células SH-SY5Y. Se demostr6 que UCP-54278 inhibe la
neurodegeneracion inducida por oclusién intraluminal de arteria cerebral media
(MCAO) vy reperfusion en ratas. Asimismo, en células SH-SY5Y, se redujo la
produccion de ROS y la muerte celular inducida por ellas. Estos estudios
demostraron que la proteina es necesaria para el efecto antioxidante y
neuroprotector ya que este compuesto se une a DJ-1 como modulador

estimulante [57].
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3. Fundamentos teoricos

En la actualidad gracias a la quimica computacional es posible realizar
simulaciones de estructuras moleculares y de reacciones quimicas, basandose

en las leyes fundamentales de la fisica.

Esta disciplina se divide en dos grandes areas, centradas en la estructura y
reactividad de las moléculas. Estas son la mecanica molecular (basada en la
mecanica clasica) y los métodos de estructura electrénica (basada en la
aplicaciéon de la mecanica cuantica a los sistemas atémicos y moleculares),
estas herramientas permiten calcular diversas propiedades moleculares como,
la energia de un conjunto de atomos, la geometria 6ptima de un sistema

molecular, el momento dipolar y las frecuencias vibracionales.

Los métodos de estructura electronica tratan a los nucleos como particulas
puntuales con carga y masa fijas, que interaccionan con los electrones segun la
ley de Coulomb. A su vez estos estan basados en el planteamiento y la

solucion aproximada de la ecuacion de Schrodinger [58].

3.1 Teoria del funcional de la densidad (DFT)

La teoria del funcional de la densidad describe sistemas de “N” cuerpos
correlacionados, en donde se considera un sistema de N electrones como un
problema de solo un electrén, el cual se busca resolver mediante el uso de
aproximaciones de la ecuacion de Schrodinger, en donde se describe la

interaccién entre los electrones (Figura 14) [59].
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Figura 14. Comparacion entre la perspectiva de NNN cuerpos y la teoria del funcional de la

densidad (DFT). Elaboracién propia en Biorender https://BioRender.com

Funcional B3LYP

Uno de los métodos mas utilizados al nivel DFT debido a su bajo costo
computacional y su asertividad con los datos obtenidos es B3LYP (Becke, 3-

parameter, Lee-Yang-Parr), el cual es un funcional hibrido [60].

Este funcional se compone de tres parametros de intercambio de Becke (B3),
los cuales introducen una combinacion lineal de intercambio de Hartree-Fock y
funcionales de intercambio DFT [61], optimizando coeficientes empiricos para
mejorar la precision de la energia total del sistema y los funcionales de
correlaciéon de Lee, Yang y Parr (LYP), los cuales proporcionan una mejor
descripcion de la correlacion electronica, mejorando la prediccion de

propiedades energéticas y geométricas de los sistemas moleculares [62].
La expresion general del funcional B3LYP se define como [63]:

EELYP = (1 — @)ELPA + aEHF + bAEE®® + cAEPP + (1 — )X

donde:

e [EL2A Funcional de intercambio-correccion de la Aproximacion de
Densidad Local (LDA).
e aEHF Contribucion de Hartree-Fock.

e DbAEE®8Correccion al intercambio de Becke de 1988.
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e cAEP? Término de correlacion de Lee-Yang-Parr.
e g  Correlacion de Vosko-Wilk-Nusair (VWN) a,b,c Coeficientes

empiricos ajustados para mejorar el desempefrio del funcional.

Este es ampliamente utilizado en la quimica cuantica para diferentes procesos
como lo son la optimizacién de geometria molecular, el calculo de energias de
enlace, la estimacion de propiedades espectroscopicas (IR, UV-Vis, RMN),

estudios de reactividad quimica y mecanismos de reaccion [64].

Su popularidad radica en que, en muchos casos, ofrece resultados
comparables a métodos mas precisos, pero con un menor costo
computacional. Sin embargo, presenta limitaciones en sistemas con
interacciones fuertemente correlacionadas, donde otros funcionales pueden ser

mas adecuados [65].

Conjuntos de Funciones de Base

Un conjunto de funciones de base es un conjunto de funciones matematicas
que se combinan para la conformacion de orbitales moleculares, los cuales son
utilizados para realizar célculos de estructura electrénica [66]. Estas asignan un
conjunto de funciones matematicas a cada atomo dentro de una molécula para
aproximar sus orbitales. Entre los tipos de funciones base mas utilizados se

encuentran los orbitales de tipo Slater (STO) y los de tipo Gaussiano (GTO).

La funcion base 6-31G, es una de las mas utilizadas debido a su equilibrio
entre precision y costo computacional [67]. Su nombre se debe a su estructura
la cual cuenta con seis funciones gaussianas para describir los orbitales
internos, un conjunto de tres funciones gaussianas compactas y un conjunto de
una funcidn gaussiana mas difusa para capturar mejor la distribucion
electronica (6-31), la G indica que se utilizan funciones gaussianas en lugar de

funciones de tipo Slater (STO), facilitando los calculos computacionales [68].

En combinacién con el funcional B3LYP, que es ampliamente utilizado para la

optimizaciéon de geometria molecular y calculos de energia electronica, 6-31G
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proporciona una buena descripcidon de sistemas moleculares con un costo
computacional moderado [69]. Ademas, este tipo de funcion base permite
extensiones como 6-31G(d) con funciones de polarizacion las cuales permiten
modelar la forma del orbital debido a efectos de excitacion electronica y 6-31+G
con funciones difusas para describir sistemas en donde los electrones se

encuentran mas deslocalizados [70].

Momento dipolar

El momento dipolar es una propiedad relacionada directamente con la
distribucion electrénica de la molécula, por lo que permite estimar su polaridad
global y su potencial de interaccion con regiones cargadas o polares del
entorno bioldgico. Estudios previos han demostrado que esta magnitud es
altamente sensible a la calidad de la densidad electrénica, lo que la convierte
en un descriptor confiable para caracterizar sistemas moleculares y su
comportamiento en soluciones biolégicas o en el sitio activo de una enzima
[71].

Orbitales moleculares frontera

Los orbitales moleculares frontera HOMO (Orbital molecular ocupado de mayor
energia) y LUMO (orbital molecular desocupado de menor energia) son
parametros de gran importancia para comprender la reactividad y la estabilidad
de las moléculas [72]. HOMO representa la capacidad de donar electrones,

mientras que LUMO indica la tendencia a aceptar electrones [73].

Segun el teorema de Koopmans y el formalismo de Kohn-Sham dentro de la
DFT, es posible relacionar la energia de estos orbitales con el potencial de
ionizacion vy la afinidad electrénica lo que permite estimar caracteristicas clave

de la reactividad quimica [74].

I = _EHOMO EC. 1

= _ELUMO EC. 2
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Parametros de reactividad quimica global

Los parametros de reactividad quimica global estan basados en la teoria
conceptual del funcional de la densidad (c-DFT) y se han convertido en una
poderosa herramienta para el estudio semicuantitativo de la reactividad quimica
organica. Estos parametros buscan extraer los conceptos y principios
relevantes de la densidad electrénica que permitan comprender y predecir el

comportamiento quimico de una molécula [74].

A partir de los valores de la energia de los orbitales frontera HOMO y LUMO se
pueden obtener los parametros de reactividad global, dentro de los que se
encuentran: el potencial quimico (u) el cual se encuentra definido en la
ecuacion 3 y se define como el cambio de energia que existe en un sistema
respecto al numero de electrones N a un potencial externo fijo. Esta asociado
con la capacidad del sistema para intercambiar la densidad de electrones con
el medio ambiente en su estado fundamental, la dureza quimica (n) la cual
indica que tan resistente es un atomo a la transferencia de carga se muestra
definida en la ecuacion 4, la electronegatividad (x) la cual describe la tendencia
de un atomo o grupo funcional a atraer electrones hacia su campo se define en
la ecuacion 5, la blandura quimica (o), la cual es el inverso de la dureza
quimica describe la estabilidad y reactividad se muestra en la ecuacion 6 y la
electrofilicidad (w) que describe la capacidad de una molécula para adquirir una

carga electronica adicional del entorno y se muestra en la ecuacién 7 [72-77].

Egomot ELumo Ec. 3

m= 2

n~ ELUMO‘;EHOMO Ec. 4

¥ = _EHOMO';'ELUMO Ec. 5

o~ = Ec. 6
n

w~ £ Ec. 7
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3.2 Docking molecular

Gracias a los avances en biologia molecular, en afos recientes se han
identificado un gran numero de dianas terapéuticas para el desarrollo de
farmacos [78], de igual manera se han logrado desarrollar técnicas, que han
ayudado a dilucidar las cualidades estructurales de diferentes proteinas, asi
como de complejos proteina-ligante. Estos avances han permitido el desarrollo
de técnicas in silico para el disefio de farmacos basado en la estructura. Uno
de los métodos mas populares es el docking molecular el cual tiene su origen

desde principios de la década de los ochenta [79].

El acoplamiento molecular consiste en la prediccion de la conformacion y

orientacion de un ligante, dentro de un sitio de unién dirigido (Figura 15) [80].

Recector

(Proteina) Ligando Docking Molecular
& =
e
+ 5
Resultados

Compuesto Score (Kcal/mol)
-154.8

W -20.8

7

e 1415

Figura 15. Representacion grafica del proceso de docking molecular. Se muestra la interaccion
entre un receptor proteico y diferentes ligantes, evaluando su acoplamiento mediante docking.
En la Tabla de resultados, los valores de Score representan la energia de acoplamiento, donde
valores mas negativos indican una mayor afinidad del ligante por la proteina. Elaboracion

propia en Biorender https.//BioRender.com

Generalmente los estudios de acoplamiento molecular cuentan con 2 objetivos

principales, los cuales son el modelado estructural preciso y la prediccion
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correcta de la actividad que existe entre el ligante y el receptor. Sin embargo,
cuando los ligantes se unen covalentemente al receptor el proceso de analisis
de interacciones se complica debido a que en estos casos la reaccion entre
ligante y el receptor se tiene que tomar en cuenta. Esto llevd al desarrollo de la

técnica del docking covalente [81-83].

Docking covalente.

El docking covalente permite predecir la interaccion entre un ligante y un
receptor a través de la formacion de enlaces covalentes. Este se da cuando se
cuenta con un receptor nucleofilico y un ligante electrofilo, para realizar el
docking covalente en el programa AutoDock [81], normalmente se utilizan dos
métodos los cuales consisten en un "método basado en cuadricula" y un

enfoque de "modificacion de la cadena lateral flexible" [82].

El método basado en cuadricula utiliza una funcién de polarizacién gaussiana
centrada en el atomo de unidn de la proteina y también la energia basada en la
cuadricula para sesgar la posicion del ligante de enlace covalente. Sin
embargo, la aplicacion de una funcién de acoplamiento covalente requiere la
definicion manual de los atomos reactivos y el tipo de reaccion, asi como la
preparacion manual de los archivos de estructura del ligante y la proteina, lo

que genera dificultades para ampliar el proceso con fines de deteccion.

En el método de cadena lateral flexible, el ligante unido covalentemente y la
unién a la proteina se tratan como una unica cadena lateral flexible y se
muestran como parte del receptor [83]. Esto se logra mediante la modificacion
de las coordenadas del ligante conectando los dos atomos del residuo objetivo
en el sitio de alquilacidn con una geometria quimica ideal. Posteriormente,
estos dos atomos se superponen con los atomos correspondientes en la
estructura del receptor para establecer el enlace covalente con el residuo antes

de realizar el docking (Figura 16) [83].
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Figura 16. Representacion grafica del método de cadena flexible que muestra la superposicién
del ligante con el residuo de la proteina, seguido de la optimizaciéon de su conformacion

utilizando AutoDock4 [81-83] Elaboracion propia en Biorender https://BioRender.com

4. Hipotesis

Algunos compuestos naturales o sintéticos forman un enlace covalente con el
residuo Cys106 de la proteina DJ-1 para inhibir su oxidaciéon y este proceso
puede ser descrito de manera adecuada mediante herramientas de biologia y

quimica computacional.
5. Objetivos

Objetivo General:

Estudiar las propiedades estructurales y de reactividad quimica de un grupo de
compuestos con posible actividad antiparkinsoniana y su interaccion con la

proteina DJ-1 involucrada en la EP.
Objetivos particulares:

Realizar calculos de estructura molecular y de reactividad quimica global para

caracterizar teéricamente un grupo de compuestos propuestos (benzoato de
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sodio, kaempferol, derivado de kaempferol, quercetina, UCP-54278, UCP-
45037 y Comp-23) para el tratamiento de la EP.

Realizar estudios de acoplamiento molecular de la proteina DJ-1 con el grupo
de compuestos antiparkinsonianos caracterizados previamente para identificar

las interacciones moleculares mas relevantes.

6. Metodologia

El presente trabajo de tesis esta dividido en dos partes (Figura 17).

1. Optimizacién de la estructura molecular y calculo de los indices de

reactividad global de los compuestos con probable actividad en DJ-1.

Seleccion y preparacion de los compuestos.

En primer lugar, se realizé la busqueda de compuestos, tanto fitoquimicos
como sintéticos, con potencial actividad sobre la proteina DJ-1. Para ello, se
consultaron bases de datos quimicas como PubChem y la base de datos,
software y conocimientos sobre quimica estructural (CCDC) para la obtencién
de los ligantes. Las estructuras de los compuestos se descargaron en los
formatos CIF y .mol2. Posteriormente, se validaron en Avogadro para confirmar
que correspondian a los compuestos esperados y que su geometria era

correcta.

Optimizacion de la estructura molecular y calculo de los indices de reactividad

global

Una vez validadas las estructuras, se procedi¢ a la optimizacion y calculo de
los indices de reactividad global, mediante el software Gaussian09 [84],
utilizando el método B3LYP/6-31G. Para cada compuesto, se determinaron las
energias de los orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO), el GAP entre

éstos, las frecuencias vibracionales y el momento dipolar.
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A partir de estos datos, se calcularon los siguientes indices de reactividad
quimica global: potencial quimico, dureza, blandura, electronegatividad e indice

de electrofilicidad.

Una vez obtenidos y validados estos resultados, se procedié con la siguiente

etapa del estudio.

2. Docking molecular entre los compuestos optimizados y la proteina DJ-1.

Seleccion y preparacion de la proteina

Las estructuras cristalograficas de la proteina DJ-1 se obtuvieron del Protein
Data Bank (PDB). Se seleccionaron dos estructuras proteicas, DJ-1 sin
modificacion en Cys106 (PDB ID: 6E5Z) y DJ-1 unido a 1-etilindol-2,3 diona un
inhibidor de DJ-1 (PDB ID: 6AFI) como control [85].

Calculos de acoplamiento

Para evaluar la interaccion de los compuestos optimizados con la proteina DJ-1
(PDB ID: 6E5Z), se utilizé el método de docking covalente con cadena lateral
flexible, implementado en AutoDock4 [81], en donde primero se procedié con la
preparacion de los ligantes y control, utilizando el software Marvin [86], para
generar la alineacién inicial, asegurando que la estructura del ligante fuera
modelada correctamente para la interaccién covalente con la proteina. En este
proceso, se incluyd la cadena lateral del residuo Cys106 como parte flexible,
permitiendo orientar correctamente el grupo nucleofilico en el sitio de union

para facilitar la formacién del enlace covalente con el ligante.

Por su parte, la proteina DJ-1 fue preprocesada con PyMol [87] para eliminar

moléculas de agua, agregar hidrogenos polares y asignar cargas parciales.

Para la preparacion final del docking, se generaron los archivos PDBQT del
receptor y del ligante. Este procedimiento permitié definir la cadena lateral
flexible del residuo Cys106, asegurando un modelado mas preciso de la

interaccidén covalente.
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Se definio la caja de docking centrada en la regién Cys106 de la proteina DJ-1,
asegurando que el espacio de busqueda incluyera los residuos clave para la
interaccion. Se establecieron los parametros de docking segun las
recomendaciones del protocolo de AutoDock4 [83], generando los archivos
GPF (Grid Parameter File) y DPF (Docking Parameter File) para ejecutar el
docking en AutoDock 4 [81].

Analisis de los resultados

Los complejos proteina-ligante obtenidos fueron analizados con
AutoDockTools, BIOVIA Discovery Studio y UCSF Chimera [81,88,89]
identificando las interacciones clave como puentes de hidrogeno, interacciones

hidrofébicas y fuerzas de van der Waals.

Se compararon las energias de interaccion para seleccionar los mejores
candidatos, priorizando aquellos que mostraron mayor estabilidad y afinidad

por el residuo Cys106.

Pub@hem cene Seleccién y de.scarga de
receptor y ligantes.

Validacién de estructura de L | ;
ligantes. Validacién del receptor o

!
Optimizacién y calculo de
indices de reactividad.
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Figura 17. Diagrama de Flujo de la metodologia de la descripcion electronica de los ligantes y
su posterior interaccion molecular con DJ-1. Elaboracién propia en Biorender
https://BioRender.com
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/. Resultados y Discusion

7.1 Estructura molecular y reactividad quimica global de los ligantes

Se realiz6 la optimizacion de geometria y el calculo de los indices de
reactividad global de los compuestos seleccionados y el control, utilizando el
método B3LYP/6-31G en el programa Gaussian09 [84]. A partir de estos
calculos, se obtuvo informacién fundamental sobre las propiedades
electronicas de los ligantes, incluyendo los valores de los orbitales moleculares
frontera (HOMO y LUMO), los indices de reactividad global y los mapas de
potencial electrostatico molecular (MEP). Estos parametros son determinantes
para predecir la capacidad de los compuestos de interactuar con el residuo
Cys106 de la proteina DJ-1.

Este residuo actua como nucledfilo, debido a su grupo tiol (-SH) el cual se
desprotona facilmente a pH fisiolégico formando un ion tiolato (-S~) con alta
reactividad hacia centros electrofilicos, especialmente en medios fisioldgicos
[90]. Por ello resulta importante evaluar el potencial electrofilico de los ligantes
seleccionados y su potencial para reaccionar covalentemente con Cys106
(Figura 18).

o)
0 Glu4
GIu{ o+ CY?jOG o)
8- OH s H ,Cys
0- ‘0 S
+ R Y 1
O <0
o)
4 ) JN
-

Figura 18. Representacién esquematica de la formacién de enlaces covalentes entre

compuestos electrofilicos y el residuo Cys106 de la proteina DJ-1. En la parte superior se
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muestra una interaccion reversible entre Cys106 y la 1-etilindol-2,3-diona. El grupo tiolato
(—S ).ataca un carbono parcialmente positivo del anillo indol, cuya reactividad se ve aumentada

por la interaccion del oxigeno carbonilico con el residuo Glu18, que estabiliza la densidad
electrénica mediante un puente de hidrégeno. En la parte inferior, se representa la formacion
de un enlace covalente irreversible entre Cys106 y la quercetina, un flavonoide con grupos
hidroxilo activados, con la liberacidon de una molécula de agua. Estas reacciones ejemplifican
los posibles mecanismos de interaccion covalente de los ligantes evaluados con el residuo
Cys106.

Se analizaron todos los ligantes con efecto potencial sobre la proteina DJ-1, asi
como el ligante control (1-etilindol-2,3-diona), con el objetivo de evaluar su
capacidad para interactuar covalentemente con el residuo nucleofilico Cys106.
En el caso del benzoato de sodio, se consideré unicamente la especie activa
en solucién, ya que, en condiciones fisiologicas, esta sal se disocia
completamente, liberando el ion benzoato (-CsHsCOO™) como forma reactiva,
mientras que el ion sodio (Na*) permanece libre en disolucion y no participa

directamente en interacciones especificas con la proteina [91].

Los valores obtenidos de los parametros electronicos para todos los

compuestos se presentan en la Tabla 1 y Tabla 2

Tabla 1. Valores de los orbitales moleculares (en eV), energia gap (en eV) y momento dipolar
(en Debye) de cada compuesto obtenidos en el nivel de teoria B3LYP/6-31G.

Compuesto LUMO HOMO AEGap Momento
Energia orbital dipolar
LUMO -
HOMO)
Ben'zoato de 3982 117 4.099 79
sodio
Quercetina -2.237 -5.954 3.718 7.375
Kaempferol -2.244 -5.979 3.735 6.042
berivado -1.935 -5.799 3.864 3.415
kaempferol
UCP-54278 -0.688 -5.814 5.126 3.573
UCP-45037 -1.230 -6.536 5.305 2.532
Comp-23 -1.419 -5.767 4.348 7.804
Control -2.841 -6.434 3.593 6.545
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Tabla 2. Valores de reactividad quimica global (en eV).

Compuesto Potencial Dureza Blandura Electronegatividad | Indice de

quimico (u) | (n) (o) x) electrofilicidad
(w)

Benzoato de 1.932 4.099 0.243 -1.932 911

sodio

Quercetina -4.095 1.859 0.538 4.095 4.511

Kaempferol -4.111 1.868 0.535 4.111 4.525

Derivado -3.867 1.932 0.518 3.867 3.869

kaempferol

UCP-54278 -3.251 2.563 0.390 3.251 2.061

UCP-45037 -3.883 2.653 0.377 3.883 2.842

Comp-23 -3.593 2.174 0.460 3.593 2.969

Control -4.638 1.796 0.557 4.337 5.236

En la Tabla 1 se presentan los valores de los orbitales moleculares frontera
(HOMO y LUMO) de los compuestos analizados. En cuanto al orbital LUMO, el
ligante control presenta el valor mas bajo de todos (-2.841 eV), lo que indica
una alta afinidad electrénica, favoreciendo su potencial para interactuar con el
residuo nucleofilico Cys106 de la proteina DJ-1. Los ligantes fitoquimicos
muestran valores cercanos al control (entre —2.237 eV y —-2.243 eV), mientras
que los ligantes sintéticos exhiben valores mas altos (entre —0.688 eV y -1.418

eV), lo que indica una menor tendencia a aceptar electrones.

El valor del LUMO esta directamente relacionado con la electrofilicidad de un
compuesto: cuanto mas bajo es este valor, mas favorable es la aceptacién de
electrones desde un nucledfilo [74]. Por lo tanto, se puede inferir que estos
compuestos podrian participar en mecanismos de interaccion mediados por

transferencia electronica o formacion de enlaces covalentes reversibles,
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particularmente con el residuo Cys106 de DJ-1. En contraste, el ion benzoato
presenta un valor de LUMO de 3.982 eV el mas alto de todos los ligantes
evaluados, o cual refleja su escasa o nula capacidad electrofilica. Esto se debe
a su naturaleza aniénica, ya que, al tratarse de un ion con electrones
disponibles, actua como un nucledfilo, en lugar de un aceptor de electrones.
Esta propiedad lo posiciona como un candidato adecuado para ser utilizado
como control negativo, permitiendo asi evaluar comparativamente la capacidad

electrofilica de los demas ligantes frente al residuo Cys106.

Por otro lado, el gap de energia HOMO-LUMO (AE) permite estimar la
reactividad quimica y estabilidad electronica de los compuestos en términos de
estabilidad termodinamica [73,74]. En los estudios realizados se observa que el
compuesto control (1-etilindol-2,3-diona) presentd un valor de AE de 3.592 eV,
lo que sugiere una reactividad moderada, compatible con la posibilidad de
participar en interacciones redox o de tipo covalente reversible con el residuo
Cys106 de la proteina DJ-1. En este contexto, los ligantes fitoquimicos, con
valores de AE entre 3.718 eV y 3.864 eV, se encuentran muy préximos al valor
del control, lo que sugiere que podrian presentar un comportamiento
electronico similar a este. Por otro lado, los ligantes sintéticos mostraron
valores de AE mas elevados, en un rango de 4.347 eV a 5.305 eV, lo que
indica una mayor estabilidad electronica y, por tanto, menor reactividad
quimica. Esta caracteristica podria favorecer interacciones mas especificas y
menos reactivas con la proteina, como puentes de hidrégeno o interacciones
de van der Waals, especialmente si el entorno del sitio activo favorece un
reconocimiento mas selectivo que reactivo. El ion benzoato por su parte
presenta un valor de AE 4.099 ubicado entre los fitoquimicos y los compuestos
sintéticos. Este valor refleja una estabilidad electronica moderada; sin embargo,
debido a su alta densidad electronica, su comportamiento se asocia mas con la
donacion de electrones que con la aceptacion, diferenciandolo del resto de los

ligantes evaluados.

En cuanto al momento dipolar, se observa una variabilidad considerable en
ambos grupos de compuestos. El ligante control presenta un valor de 6.545 D,

en relacién con este valor de referencia se identifican compuestos con mayor
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polaridad, como el benzoato de sodio (7.9 D) y la quercetina (7.374 D), los
cuales podrian tener una mayor capacidad para establecer interacciones

dipolo-dipolo y puentes de hidrégeno con la proteina.

Por otro lado, compuestos con momentos dipolares menores al del control,
como el derivado de kaempferol (3.410 D) o comp-23 (4.804 D), presentan una
polaridad reducida, lo cual sugiere que podrian preferir establecer interacciones
hidrofébicas dentro del entorno del sitio activo de DJ-1. Esta diferencia en
polaridad podria influir directamente en la orientacién del ligante dentro del
bolsillo activo y en la naturaleza de la unién, adicionalmente se observa que
todas las estructuras optimizadas presentan unicamente frecuencias
vibracionales positivas, o que confirma que se encuentran en un minimo de
energia en la superficie de energia potencial y, por lo tanto, son estables para

su posterior analisis en estudios de docking molecular.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 2, la mayoria de los
compuestos analizados presentan valores de potencial quimico (u) menos
negativos que el control (—4.638 eV), lo que sugiere que podrian tener una
mayor tendencia a comportarse como electréfilos en comparacién con dicho
ligante de referencia. Este comportamiento es particularmente evidente en los
compuestos sintéticos, los cuales muestran los valores de u mas cercanos a
cero, en un intervalo que va de —3.882 a —3.250 eV. Esta caracteristica indica
una menor capacidad para donar electrones, es decir, una baja nucleofilicidad y
una predisposicion mas marcada a aceptar electrones, lo cual resulta deseable
si se considera que el residuo Cys106 de la proteina DJ-1 actua como

nucledfilo.

En cambio, los compuestos fitoquimicos presentan valores de y mas negativos,
dentro de un intervalo de (—4.111 a —3.867 eV). Aunque esto indica que poseen
una nucleofilicidad ligeramente mayor en comparacioén con los sintéticos, sus
valores siguen siendo menos negativos que el del control, por lo que no se
descarta su posible caracter electrofilico. Esta dualidad sugiere que,
dependiendo del entorno molecular, algunos de estos compuestos podrian

actuar como aceptores de electrones en la interaccion con Cys106. En
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contraste, el ion benzoato presenta un valor positivo (1.932 eV) lo que refuerza

su caracter nucleofilico como donador de electrones.

En cuanto a la dureza (n), se observa que los ligantes sintéticos presentan los
valores mas altos, en un intervalo que va de 2.173 a 2.652 eV, superando al
control (1.796 eV) y a los compuestos fitoquimicos, cuyo intervalo se situa entre
1.859 y 1.932 eV. Este comportamiento sugiere que los compuestos sintéticos
poseen una mayor estabilidad electronica y menor reactividad. Sin embargo, la
diferencia con respecto al control no es lo suficientemente marcada como para
descartar su potencial como ligantes activos, especialmente si se consideran
otros factores como las interacciones especificas con el sitio nucleofilico de la

proteina.

Por otro lado, los ligantes fitoquimicos muestran valores de dureza dentro de
un intervalo que abarca el valor del control, lo cual sugiere que podrian tener
una resistencia al intercambio electréonico comparable. Esta dureza moderada,
junto con sus otras propiedades electrénicas, indica que podrian mantener una
buena capacidad de respuesta frente al residuo Cys106, facilitando
interacciones como la formacién de enlaces covalentes, puentes de hidrégeno,
interacciones tipo Tr-alquilo, entre otras. Por su parte, el ion benzoato presenta
el valor de dureza mas elevado (4.099 eV) entre todos los compuestos
analizados, lo cual indica una alta estabilidad electronica y, por lo tanto, una
baja tendencia a participar en procesos de intercambio de carga. Esta
propiedad refuerza su comportamiento poco reactivo frente a interacciones

electrofilicas, en coherencia con su naturaleza nucleofilica.

Respecto a la blandura (o), que representa la facilidad con la que una molécula
puede adaptarse al intercambio de carga electrénica, se observa que los
compuestos sintéticos presentan los valores mas bajos, en un intervalo de
0.390 a 0.460 eV, lo que indica que son menos reactivos en comparacion con
el control (0.556 eV™"). Este comportamiento sugiere una menor flexibilidad
electronica para formar enlaces covalentes con el residuo Cys106, mientras
que los ligantes fitoquimicos muestran valores de blandura que oscilan entre
0.535 y 0.518 eV™", ubicandose en un valor muy cercano e incluso superior al

del control. Esto indica que poseen una reactividad comparable o incluso mayor
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que el ligante de referencia, lo cual puede favorecer procesos de transferencia
electrénica en el sitio activo de la proteina. Esta propiedad los posiciona como
candidatos con buena adaptabilidad electronica frente al caracter nucleofilico
de Cys106. El ion benzoato presenta el valor mas bajo de blandura quimica
(0.243 eV™), lo que indica una muy baja capacidad para adaptarse al
intercambio de electrones, coherente con su comportamiento poco reactivo

frente a especies electrofilas.

En cuanto a la electronegatividad (x), se observa que la mayoria los ligantes
analizados presentan valores inferiores al del control (x = 4.337 eV). En
particular, los ligantes sintéticos muestran valores en un intervalo de 3.250 a
3.882 eV, mientras que los compuestos fitoquimicos presentan valores
ligeramente superiores, en el intervalo de 3.867 a 4.111 eV. Si bien estos
valores indican que ambos grupos de compuestos son menos electronegativos
que el control, aun se encuentran en un intervalo considerable que refleja una
buena capacidad para atraer electrones, especialmente en un contexto donde
se espera que interactuen con un sitio nucleofilico como el residuo Cys106,
esta capacidad moderada de atraccion electronica refuerza su potencial
electrofilico, especialmente en combinacion con otras propiedades como la
blandura y el indice de electrofilicidad. Por otro lado, el ion benzoato destaca
por su comportamiento opuesto. Presenta un potencial quimico positivo
(1.932 eV), lo que en consecuencia le confiere una electronegatividad negativa
(—=1.932 eV) bajo la definicién x = —u. Este valor indica una nula capacidad para
atraer electrones, lo cual es coherente con su caracter fuertemente nucleofilico.
Esta propiedad refuerza su rol como control negativo, ya que dificiimente podra
aceptar densidad electronica desde el grupo tiol de Cys106, en contraste con

los demas ligantes estudiados.

Cabe senalar que si bien el analisis individual de los parametros de reactividad
quimica global de los ligantes proporciona informacion util sobre la tendencia
de los ligantes a aceptar y donar electrones, es importante mencionar que
estos parametros no actuan de forma aislada. En este sentido el indice de
electrofilicidad al ser un parametro que integra los valores del potencial quimico

y la dureza [78], presenta una vision mas clara del caracter electrofilico de los
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ligantes, los controles tanto positivo como negativo y su interaccién con sitios

nucleofilicos como el residuo Cys106.

Al analizar el indice de electrofilicidad (w), se confirma que el ligante control
presenta el valor mas alto (w = 5.235 eV), lo que valida su uso como
referencia, ya que es conocido por interactuar eficazmente con el residuo
Cys106. Este valor tan elevado indica una gran capacidad de aceptar
electrones, caracteristica esencial para establecer una interaccion con un

nucledfilo, como lo es el tiol de la cisteina.

En comparacion, los compuestos fitoquimicos muestran valores relativamente
cercanos al control, en un intervalo de 3,869 a 4.525 eV, lo que los posiciona
como los ligantes con mayor potencial de interaccidén electrofilica. En este
grupo, destacan claramente la quercetina y el kaempferol, cuyos indices de
electrofilicidad (4.511 y 4.524 eV, respectivamente) son los mas altos, lo cual

sugiere una alta afinidad potencial por el sitio activo de DJ-1.

Por otro lado, los ligantes sintéticos presentan valores de w considerablemente
menores, en un intervalo de 2.968 a 2.061 eV, lo que indica una menor
capacidad para aceptar densidad electronica. Este perfil podria limitar su
eficacia en interacciones con Cys106, a menos que actuen mediante
mecanismos alternativos como interacciones no covalentes. Aun asi, dentro de
este grupo, el Comp-23 destaca por tener el valor mas alto de w (2.968 eV), lo
que lo posiciona como el mas prometedor entre los compuestos sintéticos
estudiados, aunque aun por debajo de los valores observados en los
fitoquimicos. Finalmente, el ion benzoato presenta el indice de electrofilicidad
mas bajo de todos los compuestos analizados w = 0.911 eV, lo que indica una
capacidad nula para aceptar electrones. Esta caracteristica confirma su
caracter nucleofilico y refuerza su uso como control negativo, ya que no se
espera que participe en interacciones covalentes con el residuo Cys106, sino
unicamente en interacciones débiles del tipo electrostatico o por puentes de

hidrégeno.

Con base en el andlisis de los parametros de reactividad quimica global,

particularmente los ligantes que se presentan como mejores candidatos para
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interactuar con Cys106 son el kaempferol y la quercetina del lado de los
ligantes fitoquimicos y Comp-23 del lado de los ligantes sintéticos, pues por sus
valores de reactividad quimica global podrian tanto donar como aceptar

electrones en la interaccion con la proteina.

En la Figura 19 se muestra la distribucion de los orbitales HOMO y LUMO del
ligante control (1-etilindol-2,3-diona). Ambos orbitales se encuentran
distribuidos en el anillo indol, lo que indica una alta densidad electronica en esa
region. El orbital HOMO predomina sobre la region central del anillo indol y el
grupo etilo, mientras que el orbitar LUMO se extiende en la region exterior del
anillo indol donde se encuentra el grupo carbonilo, esta separacion indica que
regiones bien definidas para donar y aceptar electrones, lo cual favorece las
posibles interacciones electronicas con el residuo Cys106, que actua como
nucledfilo. La complementacion en la disposicion de los orbitales, junto con su
deslocalizacion sobre grupos funcionales activos, respalda el alto indice de
electrofilicidad (w = 5.235 eV) y su capacidad para aceptar densidad
electronica desde grupo tiol de la cisteina. En las Figuras 20-23 se observa la
distribucion de los orbitales HOMO y LUMO del control negativo y los ligantes
fitoquimicos. En el caso del ion benzoato, el analisis de sus orbitales frontera
revela que el orbital HOMO se localiza principalmente sobre el grupo
carboxilato, indicando una region con alta densidad electronica. El orbital
LUMO se distribuye ligeramente sobre el mismo grupo funcional y zonas del
anillo aromatico, reflejando una capacidad limitada para aceptar electrones.
Esta disposicidn, junto con su bajo indice de electrofilicidad (w = 0.911 eV), alta
dureza y baja blandura, confirma su naturaleza nucleofilica. Por ello, se
considera un control negativo adecuado, ya que su interaccion con la proteina
DJ-1 estaria mediada principalmente por enlaces no covalentes como puentes
de hidrégeno o interacciones electrostaticas, y no por enlaces covalentes con el
residuo Cys106. Por su parte la quercetina, el kaempferol y su derivado, al
compartir una estructura flavonoide con multiples anillos aromaticos y grupos
con atomos de oxigeno como carbonilo e hidroxilo, ambos orbitales se
encuentran distribuidos principalmente sobre estas regiones. Sin embargo, en
el derivado de kaempferol, se nota una mayor deslocalizacion electronica en

comparacién con la quercetina y el kaempferol, lo que podria influir en su
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estabilidad y reactividad quimica. En cuanto a los compuestos sintéticos
(Figuras 24-26) se observa que el comp-23 muestra una mayor deslocalizacién
electronica en su orbital HOMO, lo que sugiere una alta capacidad de donacién
electrénica, mientras que su orbital LUMO se encuentra distribuido en zonas
especificas, indicando posibles sitios de interaccién con DJ-1. Por su parte,
UCP-54278 presenta un orbital HOMO con densidad electrénica localizada en
los anillos aromaticos y grupos carbonilo, o que sugiere estabilidad en su
estructura electronica. Su orbital LUMO se encuentra concentrado en regiones
definidas, lo que puede influir en su capacidad de aceptar electrones y, por
ende, en su posible efecto inhibidor sobre la oxidacién de Cys106. En UCP-
45037, se observa un orbital HOMO distribuido en los anillos aromaticos y
grupos funcionales con atomos de nitrogeno, mientras que su orbital LUMO
presenta una mayor polarizacion en comparacion con los otros compuestos.
Esta caracteristica podria influir en su afinidad por la proteina y en su posible
mecanismo de interaccion con el residuo Cys106. Estos resultados sugieren
que los compuestos analizados poseen regiones con alta reactividad quimica
que podrian facilitar su acoplamiento con DJ-1 y potencialmente inhibir la

oxidacion de Cys106.
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Figura 19. Visualizacion de orbitales moleculares frontera (HOMO Y LUMO) de ligante Control
(1-etilindol-2,3 diona) [84,85].
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I6n Benzoato HOMO

I6n Benzoato estructura optimizada

16n Benzoato LUMO

Figura 20. Visualizacion de orbitales moleculares frontera (HOMO Y LUMOQ) del ion benzoato
(control negativo) [84,91].
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Figura 21. Visualizacién de los orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO) del kaempferol.
[84].
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Figura 22. Visualizacién de orbitales moleculares frontera (HOMO Y LUMO) de derivado de
kaempferol ( 6,8-dimetil kaempferol 3,4'-dimetil éster) [84].
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Figura 23. Visualizacién de orbitales moleculares frontera (HOMO Y LUMO) de Quercetina

[84].
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Figura 24. Visualizacion de orbitales moleculares frontera (HOMO Y LUMQ) de Comp 23 [84].

UCP-54278 HOMO

UCP-54278 LUMO

Figura 25. Distribucioén de los orbitales frontera (HOMO y LUMQ) de UCP-54278 [84].
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UCP-45037 HOMO

UCP-45037 LUMO

Figura 26. Distribucién de los orbitales frontera (HOMO y LUMQ) de UCP-45037 [84].

Para complementar la informacién se calcularon los mapas de potencial
electrostatico molecular (MEP), los cuales permiten visualizar las regiones de la
molécula con mayor o menor densidad electronica. Estas regiones reflejan la
probabilidad de que un compuesto actue como aceptor o donador de
electrones, facilitando asi su posible acoplamiento con sitios especificos de la
proteina, como el residuo Cys106. En el caso del compuesto control (1-
etilindol-2,3-diona) (Figura 27), el mapa de potencial electrostatico molecular
(MEP) muestra regiones de alta densidad electronica localizadas sobre los
atomos de oxigeno del grupo carbonilo (en rojo), lo cual indica que estos
atomos son altamente nucleofilicos. Esta distribucion genera que los atomos de
carbono adyacentes presenten una carga parcial positiva, haciéndolos sitios
electrofilicos potenciales para la formacion de enlaces covalentes mediante el
ataque nucleofilico del grupo tiolato (-S7) [92], del residuo Cys106. Por otro
lado, las zonas de menor densidad electronica (en azul) se encuentran en el
anillo indol, lo que sugiere que este fragmento podria participar en
interacciones Tr-alquilo contribuyendo a la estabilizacion del complejo.
Asimismo, el ion benzoato (Figura 28) presenta una distribucién de densidad
electrénica centrada en su grupo carboxilato, donde los oxigenos exhiben una
alta densidad electrénica. Esta caracteristica le permite actuar como nucledfilo,
participando potencialmente en interacciones electrostaticas o en la formacién

de enlaces de hidrégeno con residuos cargados positivamente en la proteina
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DJ-1. No obstante, debido a la ausencia de un sitio electrofilico adecuado, la
capacidad del benzoato para reaccionar covalentemente con el grupo tiol de

Cys106 seria nula.

El kaempferol (Figura 29) exhibe una distribucién de densidad electrénica que
se extiende a lo largo de toda la molécula. Las regiones de alta densidad
electronica se localizan principalmente sobre los atomos de oxigeno de los
grupos carbonilo, mientras que los hidrégenos adyacentes a estos presentan
zonas de menor densidad electronica. Al igual que en el compuesto control, los
atomos de carbono cercanos a los atomos de oxigeno muestran una carga
parcialmente positiva, lo que los posiciona como centros electrofilicos
potenciales susceptibles al ataque nucleofilico del grupo tiolato (-S7) de
Cys106.

En cuanto al derivado de kaempferol (6,8-dimetil kaempferol 3,4'-dimetil éster)
(Figura 30), se observa una distribucion de densidad electronica mas
homogénea respecto al kaempferol sin modificar, aunque aun existen zonas
claramente diferenciadas. Las regiones en tonos rojos, localizadas
principalmente sobre los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo y metoxi,
corresponden a areas con alta densidad electrénica, lo que sugiere capacidad
para aceptar enlaces de hidrégeno y establecer interacciones con residuos
cargados positivamente. Por otro lado, los tonos azules y celestes, ubicados en
regiones menos funcionalizadas, indican superficies con menor densidad

electronica.

Esta distribucion de densidad electronica, combinada con la rigidez del sistema
aromatico y la presencia de grupos funcionales polares y metilados, sugiere
que este derivado podria mantener interacciones no covalentes con la proteina
DJ-1. No obstante, la metilacion de los grupos hidroxilo disminuye su capacidad
para formar enlaces de hidrégeno, lo que podria reducir su afinidad en
comparaciéon con el kaempferol. Ademas, la presencia de grupos electrofilicos
potenciales en los atomos de carbono adyacentes a los oxigenos con mayor
densidad electronica indica que este compuesto también podria participar en la
formacion de un enlace covalente mediante el ataque nucleofilico del grupo
tiolato (—S7).
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En contraste, la quercetina (Figura 31) exhibe una distribucion de su densidad
electronica centrada en sus grupos carbonilo e hidroxilo, los cuales presentan
regiones de alta densidad electronica (en rojo). Estas zonas indican un
marcado caracter aceptor de electrones, lo que sugiere una alta capacidad
para establecer interacciones de tipo no covalente, como puentes de hidrogeno
y atracciones electrostaticas con residuos cargados positivamente en la
proteina DJ-1. Ademas, los carbonos adyacentes a los oxigenos en los grupos
carbonilo, al actuar como centros electrofilos, podrian participar en reacciones
de tipo covalente con residuos nucleofilicos como el tiol de Cys106,
especialmente si existe una orientacion favorable dentro del sitio activo. Esta
posibilidad, junto con su sistema aromatico conjugado, refuerza el potencial de

la quercetina para interactuar de manera especifica con DJ-1.

El comp-23 (Figura 32) presenta regiones de alta densidad electronica,
identificadas por los tonos rojos y anaranjados, localizadas principalmente
sobre los atomos de oxigeno (grupos carbonilo y éter) y sobre el atomo de
nitrogeno del anillo heterociclico. Estos sitios contribuyen a la polaridad
molecular y actian como donadores de electrones, favoreciendo la formacion
de puentes de hidrogeno y otras interacciones no covalentes con residuos
cercanos como Cys106. En contraste, se identifican regiones de menor
densidad electronica sobre los fragmentos hidrocarbonados y los atomos de
carbono adyacentes a los atomos de oxigeno, los cuales presentan una carga
parcialmente positiva, haciéndolos centros electrofilicos potenciales para el
ataque nucleofilico del grupo tiolato (—S~). La presencia simultanea de regiones
nucleofilicas y electrofilicas a lo largo de la estructura del comp-23 sugiere que
este ligante podria participar tanto en la formacion de un enlace covalente
estable con Cys106, como en el establecimiento de interacciones no

covalentes clave dentro del sitio activo de DJ-1.

El compuesto UCP-54278 (Figura 33) muestra una distribucion de densidad
electronica, con regiones claramente diferenciadas en el mapa de potencial
electrostatico molecular (MEP). Las zonas de alta densidad electrénica,
representadas en tonos rojos y anaranjados, se localizan principalmente sobre

los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo, los cuales podrian actuar como
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donadores de electrones y participar en la formacién de puentes de hidrégeno
con residuos polares o cargados positivamente en la proteina DJ-1, como
Glu18. En contraste, los tonos azules y celestes se ubican sobre fragmentos
hidrocarbonados y carbonos adyacentes a los atomos de oxigeno, indicando
zonas de menor densidad electrénica con posible caracter electrofilico. Estos
centros podrian ser susceptibles al ataque nucleofilico del grupo tiolato (-S7)
del residuo Cys106, permitiendo la formacion de un enlace covalente. Esta
combinacién de zonas nucleofilicas y electrofilicas, junto con la conformacién
extendida del ligante, sugiere que este tiene potencial para establecer tanto

interacciones covalentes como no covalentes dentro del sitio activo de DJ-1.

El compuesto UCP-45037 (Figura 34) presenta zonas de alta densidad
electronica (en rojo) las cuales se localizan sobre los atomos de oxigeno de los
grupos carbonilo y en algunos atomos adyacentes al sistema heterociclico, lo
cual indica una alta nucleofilicidad. Estas zonas podrian participar como
aceptores de puentes de hidrégeno con residuos donadores de protones en la
proteina. En contraste las zonas con menor densidad electrénica se encuentran
localizadas sobre los carbonos e hidrégenos adyacentes a los oxigenos, no
obstante, no presenta un carbono parcialmente positivo que facilite el ataque
nucleofilico del grupo tiolato (-S~) por lo cual su capacidad para reaccionar

covalentemente seria limitada.
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Figura 27. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del compuesto control (1-etilindol-
2,3 diona). Las regiones en rojo representan zonas de alta densidad electrénica, principalmente
sobre los atomos de oxigeno, que podrian favorecer las interacciones no covalentes con DJ-1.
Las regiones en azul corresponden a zonas con baja densidad electronica, asociadas al
sistema indol. Igualmente se observan los carbonos adyacentes a los oxigenos los cuales
cuentan con carga parcialmente positiva y pueden reaccionar ante el ataque nucleofilico del
grupo tiolato (-S°) [84].

Figura 28. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del ion benzoato, en donde se
observa la distribucién de su densidad de cargas principalmente en el grupo carboxilato (-COO-
) a diferencia del compuesto control no se encuentra un carbono adyacente electrofilico
adecuado, por ende, la capacidad para reaccionar covalentemente con el grupo tiol de Cys106

seria limitada [84].
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Figura 29. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de kaempferol, se observa como
la densidad de carga se distribuye sobre los grupos carbonilo del kaempferol principalmente se
observan zonas de alta densidad electronica sobre los oxigenos de estos grupos (rojo) los
atomos de carbono adyacentes a estos muestran cargas parcialmente positivas volviendolos

ideales para el ataque nucleofilico del grupo tiolato (—S ) 84].

Figura 30. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del derivado 6,8-dimetil
kaempferol 3,4'-dimetil éster, en donde se observa alta densidad electrénica sobre los atomos
de oxigenos (rojo) de los grupos carbonilo y metoxilo. Los atomos de carbono adyacentes a
estos presentan cargas parcialmente positivas, o que los convierte en sitios electrofilicos
potenciales para el ataque nucleofilico del grupo tiolato (-S°) del residuo Cys106.

Adicionalmente, en comparacion con el kaempferol original, los grupos éster y metilo podrian
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favorecer interacciones no covalentes con otros residuos del entorno del sitio activo,

contribuyendo asi a la estabilidad del complejo proteina-ligante [84].

Figura 31. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de quercetina, en donde se
observan regiones de alta densidad electronica (tonos rojos) localizadas principalmente en los
grupos carbonilo e hidroxilo, lo que indica un caracter aceptor de electrones. Estas zonas
podrian favorecer la formacion de puentes de hidrégeno y otras interacciones electrostaticas
con residuos cargados positivamente, como también permitir la formacién de enlaces

covalentes con nucledfilos como el tiol de Cys106 en la proteina DJ-1 [84].

Figura 32. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del comp-23. Visualizacién de la
distribucién de densidad electronica del comp-23. Las regiones en tonos rojos y anaranjados
indican zonas de alta densidad electronica, localizadas principalmente sobre los atomos de
oxigeno (carbonilos y éteres) y el nitrébgeno, que actuan como aceptores de electrones. Las
areas en tonos verdes y azulados reflejan regiones de baja densidad electronica, asociadas a

fragmentos hidrocarburos no polares. Esta distribucién sugiere un potencial significativo para
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establecer interacciones covalentes y no covalentes (como enlaces de hidrégeno) con residuos

clave del sitio activo de DJ-1, en especial Cys106 [84].

Figura 33. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del compuesto UCP-54278. La
superficie muestra una distribucion, con zonas nucledfilas localizadas (rojo) en los grupos
cetona e hidroxilo. Se observan atomos de carbono adyacentes con carga parcial positiva
ideales para reaccion a el ataque nucleofilico del grupo tiolato (-S°) Esta representacion

permite identificar las posibles regiones de interaccién con DJ-1[85].

Figura 34. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del compuesto UCP-45037. Las
regiones en tonos rojos y anaranjados indican zonas de alta densidad electronica, asociadas a
los oxigenos de grupos carbonilo y éteres, con capacidad para aceptar electrones y formar
enlaces de hidrégeno. Las areas azuladas reflejan potencial positivo, principalmente sobre

hidrégenos enlazados a nitrégeno, que podrian actuar como donadores. La diferenciacion de
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cargas sugiere un perfil favorable para establecer interacciones electrostaticas y no covalentes
con residuos polares del sitio activo de DJ-1 sin embargo no se encuentra un carbono
adyacente con carga parcialmente positiva por lo cual la capacidad para reaccionar

covalentemente con el grupo tiolato (—S ) seria limitada [85].

7.2 Docking molecular entre los ligantes propuestos y la proteina DJ-1

El docking o acoplamiento molecular ha tenido gran uso en los ultimos tiempos,
generalmente en su modo de moléculas pequenas (ligantes) con una
macromolécula (receptor) y ambas pueden encontrarse de manera rigida, o a
uno de ellos se le permite ciertas libertades de movimiento, es decir, se indica
libre giro en ciertos angulos que, cabe mencionar, son limitados. Con esta
técnica se busca describir las interacciones intramoleculares que mantengan
unidas a estas moléculas, de tal manera que formen un complejo de minima
energia (estable). Una modalidad relativamente nueva es el acoplamiento entre
estas dos moléculas unidas por un enlace covalente [85], ademas de las
interacciones intermoleculares, lo cual no es tarea facil, ya que se deben
localizar sitios que contengan atomos iguales a los del residuo aminoacidico
participante cuyas posiciones y angulos sean parecidos para que se logre la
formacion de este enlace. Se examinaron las estructuras y se propusieron dos

sitios de acuerdo con el estudio previo de reactividad

Para cada uno de los ligantes seleccionados, se evaluaron dos posibles sitios
para la formacion de un enlace covalente con el residuo Cys106 de la proteina
DJ-1, basandose en los estudios de reactividad quimica y el analisis de
potencial electrostatico que permitié identificar regiones adyacentes a atomos
altamente electronegativos, como el oxigeno, en las que se genera un entorno
favorable para el ataque nucleofilico. En particular, los atomos de carbono
adyacentes a estos oxigenos, al estar con carga parcial positiva, se presentan
como posibles sitios electrofilicos para la formacion de enlaces covalentes con
el grupo tiol del residuo Cys106. En las Figuras 35-36 se presentan las
estructuras de los ligantes fitoquimicos y sintéticos, donde se sefialan los sitios

propuestos para el enlace covalente.
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En el caso de los compuestos fitoquimicos Figura 35 el benzoato de sodio (A),
el sitio 1 incluyé al atomo de oxigeno (O12) y al atomo de carbono adyacente
(C11), mientras que el sitio 2 consideré al atomo de oxigeno (O13) y al mismo
atomo de carbono (C11). Para la quercetina (B), el sitio 1 fue definido por el
atomo de oxigeno (O10) y el atomo de carbono (C9), y el sitio 2 por el atomo
de oxigeno (022) y el atomo de carbono (C16). En el kaempferol (C), el sitio 1
correspondié al atomo de oxigeno (O7) y al atomo de carbono (C31), mientras
que el sitio 2 incluyé al atomo de oxigeno (O1) y al atomo de carbono (C9).
Finalmente, en el derivado de kaempferol (D), el sitio 1 fue definido por el
atomo de oxigeno (0O2) y el atomo de carbono (C10), y el sitio 2 por el atomo
de oxigeno (O8) y el atomo de carbono (C23). Para los compuestos sintéticos
Figura 36 el comp-23 (A) el sitio 1 incluyo el atomo de nitrégeno (N9) y el
atomo de carbono adyacente (C11), mientras que el sitio 2 consideré al atomo
de oxigeno (0O2) y el atomo de carbono (C27). Para UCP-45037 (B) el sitio 1 se
definié por el atomo de oxigeno (0O2) y el atomo de carbono adyacente (C11),
mientras que el sitio 2 por el atomo de oxigeno (0O4) y el atomo de carbono
adyacente (C14). Finalmente, UCP-54728 (C), el sitio 1 correspondié al atomo
de oxigeno (0O2) y al atomo de carbono (C19), mientras que el sitio 2 incluyo6 al

atomo de oxigeno (O6) y al atomo de carbono (C23).

Sitio 1
6,8-dimetil kaempferol 3,4'-
Quercetina dimetil éster, derivado de

) Sitio2 Kaempferol,
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Figura 35. Seleccion de sitios reactivos para el acoplamiento covalente de ion benzoato
(control negativo) compuestos fitoquimicos con el residuo Cys106 de la proteina DJ-1,

utilizando el método de cadena lateral flexible en AutoDock 4.
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Figura 36. Selecciéon de sitios reactivos para el acoplamiento covalente de compuestos
sintéticos con el residuo Cys106 de la proteina DJ-1, utilizando el método de cadena lateral
flexible en AutoDock 4.

La comparacion estructural de los complejos formados por el enlace covalente
en ambos sitios demostrd que el analisis de reactividad quimica en cada uno
de los ligantes es esencial para elegir el sitio de formacion del enlace
covalente. Sin embargo, también es importante seleccionar sitios donde la
densidad electronica y la accesibilidad del grupo tiol favorezcan no solo la
formacion del enlace covalente, sino también posibles interacciones no

covalentes adicionales con la proteina.

Como se observa en la Figura 37, el sitio 2 presentd una orientacion espacial
mas favorable, permitiendo una union mas estable. Por el contrario, el sitio 1
genera una disposicion poco favorable, e incluso puede dar lugar a

conformaciones quimicamente inviables.
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Figura 37. Comparacién estructural de los complejos covalentes formados entre el ligante y el
residuo Cys106 en el sitio 1 (izquierda) y sitio 2 (derecha). En el sitio 1 se observan
disposiciones desfavorables dando lugar a conformaciones quimicamente inviables, mientras
que el sitio 2 la orientacion espacial del grupo tiol permite una interaccion directa y estable con

el carbono objetivo, respetando la estructura del ligante.

A continuacion, se describen los complejos formados para cada compuesto y

las diferencias observadas entre el sitio 1 y el sitio 2.

El ion benzoato, aunque presenta el mismo carbono reactivo en ambos sitios
analizados, muestra diferencias en la geometria que afectan negativamente la
posibilidad de formar un enlace covalente con la cisteina. En el sitio 1, se
observa que la cisteina adopta una conformacion forzada, evidenciada por el
angulo O12-C11-S de 110.03°, lo cual genera una geometria poco favorable
para una interaccion estable. En el sitio 2, aunque el angulo O13-C11-S es
mas abierto (116.63°), la orientacion del grupo tiol no conduce a una
reactividad nucleofilica efectiva, ya que no se permite la formacion del enlace
covalente. Estas caracteristicas estructurales refuerzan el papel del ion
benzoato como un control negativo, al no facilitar un ataque nucleofilico

eficiente ni promover una interaccién covalente con la cisteina.
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En el caso de la quercetina, el kaempferol y su derivado, los sitios
seleccionados para la formacion del enlace covalente coinciden al tratarse de
compuestos de la misma familia, cuya diferencia principal radica en la
presencia de grupos funcionales adicionales, como metilos o ésteres en el
derivado. Esta eleccidon se realizé con el fin de observar como dichos grupos
afectan la formacion y estabilidad del enlace covalente. En los tres
compuestos, ambos sitios analizados se encuentran en carbonos adyacentes a
atomos de oxigeno, zonas con potencial electrofilico que pueden favorecer el
ataque nucleofilico del residuo Cys106. Sin embargo, las condiciones

estructurales influyen en la viabilidad del enlace.

En quercetina, kaempferol y su derivado, el sitio 1 presenté una conformacion
quimica inviable pues C9, C31 y C10 presentan 6 enlaces lo cual no es posible
segun la valencia maxima permitida para un atomo de carbono [92]. La
aparicion de estos enlaces extra se debe a una limitacion del software, ya que
durante el proceso de simulacion del enlace covalente, AutoDock [81] no
actualiza los enlaces del carbono en el sitio C9, C31 y C10, respectivamente, y
al momento de afadir el nuevo enlace con el atomo de azufre del residuo
Cys106, se conservan los enlaces originales del atomo de carbono y se
superponen los nuevos enlaces, generando asi una estructura quimicamente
inviable. En cambio, en el sitio 2 de los tres ligantes se obtuvo una
conformacién quimica viable, pero con diferencias en el angulo de la
orientacién del grupo tiol del residuo Cys106 en el caso de la quercetina el
angulo fue de C-S-C de 110.97°, cercano a una geometria tetraédrica ideal
permite una interaccion mas directa con el carbono, sin alterar la estructura de
la Quercetina. Esta disposicion mas favorable facilita la formacién del enlace
covalente y reduce posibles tensiones en la conformacion final del complejo. En
el caso del kaempferol un angulo C-S-C de 109.50° coincidiendo con el angulo
de una geometria tetraédrica ideal lo cual indica una interaccion ideal y sin
alterar la estructura del kaempferol y finalmente el derivado de kaempferol con
un angulo C-S-C de 118.75°, siendo el mas alto entre los tres compuestos, lo
que sugiere que la presencia de grupos metilos y éster en el ligante influye en

el angulo formado. Aun asi, en este sitio no se presenta necesariamente una
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inviabilidad quimica, pero si puede influir en la estabilidad final del complejo

formado.

En cuanto a los ligantes sintéticos Comp 23 el sitio 1 presentdé una
conformacién quimica inviable pues el sitio C11 ademas de formar el enlace
con el atomo de azufre de Cys106, mantuvo su enlace previo con H y este
igualmente se enlazé con el atomo de azufre, por su parte el sitio 2 presento
una conformacién quimica viable donde comp-23 conservé su estructura y
formo el enlace covalente con Cys106, el angulo formado entre C-S-C fue de
114.6° el cual puede influir en la estabilidad final del complejo. En el caso del
ligante UCP-45037 ambos sitios presentaron geometrias quimicamente viables
tras la formacion del enlace covalente. El sitio 1 presentd un angulo C—S-C de
105.86°, ligeramente mas cerrado que la geometria tetraédrica ideal, pero
dentro de un rango aceptable, y un angulo N—-C-O de 109.5°, indicando buena
estabilidad estructural. Por su parte, el sitio 2 mostré un angulo C-S-C de
109.5°, coincidente con la geometria ideal, y un angulo N-C-O de 108.29°,
también dentro de lo esperado para una estructura estable. Ademas, la
proximidad de dos atomos de oxigeno en la zona del carbono objetivo aumenta
su caracter electrofilico, lo que favorece el ataque nucleofilico del grupo tiol.
Finalmente, el ligante UCP-54278 presentd una diferencia clara entre los dos
sitios evaluados. En el sitio 1, el angulo C—-S-C fue de 110.52°, cercano a la
geometria tetraédrica ideal. No obstante, la estructura resultante fue
quimicamente inviable debido a no cumplir con las valencias en el carbono
C19, que aparece formando cinco enlaces: uno con el azufre del residuo
Cys106, un enlace doble con un oxigeno (O2), un enlace simple con el oxigeno
(O3), uno con un hidrégeno. Esta conformacion sobrepasa el numero de

enlaces permitidos para el carbono, volviéndose quimicamente inviable [92].

En cambio, el sitio 2 presentd un angulo C-S—-C de 108.9°, dentro del rango
geomeétrico aceptable, sin errores de conectividad ni distorsiones estructurales.
Esto permite considerar al sitio 2 como la unica opcién valida para la formacion

del enlace covalente en este ligante.

Una vez descritos los posibles sitios de unidn se evalud la capacidad de

Cys106 de DJ-1 de interactuar y formar el enlace covalente con dichos sitios.

65



Para ello se utilizé el método de cadena lateral flexible implementado en
AutoDock 4 [82] en su version de Linux. Los valores de la energia de afinidad
que resultaron después de realizar los acoplamientos en cada uno de los sitios,
se encuentran en la Tabla 3. Se observa que para el sitio 1 todos los valores
son positivos, lo que lleva a suponer que no existe la formacion favorable del
enlace covalente entre los ligantes y la proteina en ese sitio. Por otra parte, los
valores de las energias de afinidad calculadas en el sitio 2 tienen signo
negativo indicando la formacién de complejos estables, aun mas que el

formado con el ligante de referencia (control).

Tabla 3. Energias de afinidad en kcal-mol ™ obtenidas de los céalculos de docking covalente.

Compuesto Sitio 1 Sitio 2
kcal-mol 7 kcal-mol
lon Benzoato 3.400 -1.900
Quercetina 1,168.100 -6.200
Kaempferol 10.800 -4.900
berivado 1,225.900 -5.700
Kaempferol
UCP-54278 46.700 -8.200
UCP-45037 1,472.600 -2.900
Comp-23 997.800 -6.300
Control -4.400 -4.400

En términos generales, se observdo que la mayoria de los compuestos
presentaron valores de energia de acoplamiento mas negativos que el valor del
control (-4.4 kcal-mol ™), lo que indica la formacion de complejos mas estables
con la proteina DJ-1. De manera particular, UCP-54278, Comp-23 y quercetina
formaron los complejos mas estables, lo que sugiere que podrian ser los
mejores candidatos del grupo de compuestos evaluados en este estudio para la
inhibicion de la oxidacién del residuo Cys106. Dentro de estos tres compuestos
UCP-54278 mostré el valor de energia de afinidad mas negativa (-8.2

kcal-mol™), lo que sugiere una interaccion fuerte con la proteina. Comp-23
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también presentd una energia de acoplamiento favorable (-6.3 kcal-mol ™), con
una estabilidad ligeramente menor que UCP-54278, pero aun superior al
control. quercetina, destacando entre los compuestos fitoquimicos, obtuvo una
energia de acoplamiento de (-6.20 kcalmol'), lo que indica una interaccion
significativa con DJ-1. Cabe destacar que en todos los casos evaluados, la
formacion del enlace covalente se correlacion6 con la presencia de atomos de
carbono con carga parcialmente positiva, los cuales se identificaron como
centros electrofilicos potenciales para el ataque nucleofilico del grupo tiolato (-
S7) del residuo Cys106. Esta observacion resalta la importancia de considerar
tanto los mapas de potencial electrostatico molecular (MEP) como los
resultados del analisis de los orbitales HOMO y LUMO y los parametros de

reactividad quimica global, especialmente el indice de electrofilicidad.

En conjunto, estos parametros permiten identificar con mayor precision los
sitios ideales para la formacién del enlace covalente. Adicionalmente, los
valores presentados en las Tablas 1 y 2 respaldan los resultados de energia
obtenidos en los estudios de acoplamiento molecular con UCP-54278, Comp-
23 y quercetina, lo cual refuerza su potencial como ligantes con capacidad para

formar enlaces covalentes con la proteina DJ-1.

Para reforzar los datos obtenidos de los tres complejos mas estables, se
analizé con cuales residuos tienen interaccion y cémo participan en la
estabilidad del complejo, comparandolas con el tipo de interacciones que forma
el complejo con el ligante control (complejo control), asi como las interacciones

reportadas previamente [86].

Las interacciones del complejo control son de tipo puente de hidrégeno con
Glu18 y Ttr-alquilo con los residuos His126 y Ala107. Estas interacciones
coinciden con los aminoacidos presentes en el sitio activo de la proteina [22], ¥
contribuyen a la estabilidad del complejo, sirviendo como referencia para las

interacciones presentadas en los ligantes evaluados [89] (Figura 38).
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His126

Enlace Covalente
m-alkyl ===
Puente de Hidrégeno === Glul8

Figura 38. Representacion gréfica de las interacciones del compuesto control con la proteina
DJ-1. Se observa el enlace covalente entre el ligante y Cys106 (Naranja), la formacién de
puentes de hidrogeno con Glu18 y Ala107 (lineas verdes), e interacciones de tipo -alquilo con
His126 y Ala107 (lineas moradas).

Una vez analizadas las interacciones por las cuales el complejo control logra su
estabilidad, se analizaron las interacciones de los tres compuestos con los
valores de energia de afinidad mas negativa (UCP-54278, Comp-23 vy
quercetina). Comenzaremos con el Comp-23 por tener el valor mas alto
negativo en esta energia (Figura 39), y el cual, al igual que el control, mostro
interacciones tipo T-alquilo y puentes de hidrogeno. Este ligante, a diferencia
del ligante control, establece interacciones de tipo Tr-alquilo con Ala107 y
Leu128, lo que sugiere ser una interaccion importante del aumento en la

estabilidad por ser un residuo no polar.
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Leul28

m-alkyl ——- Alal07
Enlace Covalente

Puente de Hidrégeno ===

Figura 39. Interacciones del comp-23 con la proteina DJ-1. Se observa el enlace covalente
entre el ligante y Cys106 (naranja) asi como enlaces de hidrégeno con Asn76 y Leu128 (lineas
verdes), e interacciones tipo m-alquilo con Ala107 y Leu128 (lineas moradas), lo que sugiere un

acoplamiento estable en el sitio activo, similar al control [89].

Por otra parte, la quercetina (Figura 40) establecio tres interacciones de tipo
puente de hidrégeno a comparacion con uno que establecid el compuesto
control, ademas de esta interaccidon con Glu18, se observa la participacion de
Gly13, que, si bien no es un residuo cargado, se alinea para lograr esta
interaccion. Es interesante resaltar que el tercer puente de hidroégeno es de tipo
intramolecular. EI complejo formado con el compuesto UCP-54278 (Figura 41)
no presenta interacciones de tipo t-alquilo, no se encuentran en ninguno de
estos dos compuestos, lo que sugiere que las encontradas tanto en el complejo
control como con el Comp-23 son relevantes para la estabilizacion de los
complejos proteina-ligante favoreciendo una disposicion espacial mas dirigida
del ligante hacia Cys106 [93].
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Cysl06

Glu1s

Enlace Covalente
Puente de Hidrégeno == - Gly13

Figura 40. Interacciones entre quercetina con la proteina DJ-1.Se observa el enlace covalente
entre el ligante y Cys106 (naranja) asi como enlaces de hidrégeno con Glu108 y Gly103 (lineas
verdes), a diferencia que el control y comp-23 no presenta interacciones 1r-alquilo lo cual puede
influir en su estabilidad [89].

Gly75

Asn76

Enlace Covalente
Puente de Hidrégeno ===

Figura 41. Interacciones entre UCP-54278 con la proteina DJ-1.Se observa el enlace covalente
entre el ligante y Cys106 (naranja) asi como enlaces de hidrégeno con Gly 75 y Asn76 (lineas

verdes).
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Los residuos Cys106 (enlace covalente), Glu18 (puente de hidrogeno) e His126
(tr-alquilo) son clave para la estabilidad del complejo DJ-1 con ligante [22,85]
al comparar esta informacion con los resultados obtenidos se observa que el
control cuenta con las tres interacciones clave reportadas justo en los residuos
mencionados, validando asi los resultados del re-docking, por otra parte Comp-
23 es el ligante con mejores resultados y con mas estabilidad al interactuar
con DJ-1 pues formd interacciones similares al control y a las reportadas [90],
la diferencia radica en los residuos especificos donde se formaron los puentes

de hidrégeno (Asn76) y las interacciones 1r-alquilo (Ala107 y Leu128).

Adicionalmente, se analizé la sobreposicidon estructural entre el ligante control y
los tres ligantes con mejores resultados (Comp-23, quercetina y UCP-54278)
para evaluar sus sitios de unién con el sitio activo de la proteina DJ-1, en la
Figura 42 se observa que Comp-23 y el ligante control comparten una
orientacién similar en la regién donde se forma el enlace covalente con el
residuo Cys106, respaldando su potencial de interaccion especifica y dirigida.
En contraste, UCP-54278 y Quercetina forman enlaces covalentes con éste,
pero a diferencia de Comp-23 su disposicién espacial no se alinea con el
control. Esta diferencia puede implicar interacciones no covalentes distintas y

menos estables, lo cual puede influir en su comportamiento.
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DJ-1 =—
Comp-23 —
Control —
UCP54 —
Enlace Covalente
Querceting  ——

His106

Figura 42. Superposicion estructural de los ligantes Comp-23 (verde), quercetina (rojo), UCP-
54278 (magenta) y el ligante control (azul) en el sitio activo de la proteina DJ-1. Se observa la
formacién de enlaces covalentes (amarillo) con el residuo Cys106, representado junto con
Gly18 e His106. Comp-23 y el control presentan una orientacion coincidente en la formacién
del enlace covalente, mientras que quercetina y UCP-54278 muestran orientaciones

divergentes respecto al control [89].
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8. Conclusiones

El presente trabajo de tesis se llegd a las siguientes conclusiones:

El uso en conjunto de métodos de la quimica cuantica y docking molecular
covalente demostré ser una herramienta eficaz para la prediccion de
interacciones moleculares entre ligantes y blancos terapéuticos como DJ-1.
Pues permitié identificar compuestos con capacidad inhibidora a la oxidacion

del residuo Cys106, el cual es clave en la actividad de la proteina

La optimizacion de los ligantes previo a la realizacion del docking covalente es
de gran importancia para obtener resultados validos, pues permiti6 una mejor
prediccion del sitio de interaccion covalente entre los ligantes y el residuo
Cys106, demostrando que la distribucion electronica influye en la interaccion y

la estabilidad del complejo proteina-ligante.

Los resultados obtenidos indican que tanto los ligantes fitoquimicos como los
sintéticos cuentan con interacciones relevantes con la proteina DJ-1, mientras
que los fitoquimicos destacan por su distribucion de densidad electrénica (en
toda la estructura), los compuestos sintéticos como el Comp-23 muestran una

afinidad mas especifica y dirigida al sitio activo.

Dentro de los compuestos fitoquimicos, la quercetina fue el ligante mas
prometedor por su equilibrio entre afinidad y reactividad, mientras que en los
compuestos sintéticos, el compuesto UCP-54278 presentd la energia de
acoplamiento mas favorable sugiriendo una interaccion estable con la proteina,
sin embargo, el Comp-23 es el ligante con mayor potencial para la interaccién
con DJ-1, ya que cuenta con la mayor cantidad de caracteristicas favorables en

cuanto estabilidad y afinidad del complejo.

Este estudio sienta las bases para la evaluacion experimental in vitro e in vivo
de los compuestos seleccionados. Los resultados obtenidos pueden guiar
futuros trabajos orientados a validar la eficacia terapéutica y los mecanismos

de accion de estos candidatos frente a la enfermedad de Parkinson.
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