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Introduccion

La malaria o paludismo es una enfermedad mortal causada en la mayoria de los casos por la
picadura del mosquito hembra del mosquito del género Anopheles. Esta enfermedad
representa una importante amenaza para la salud publica, afectando principalmente a paises
del continente africano. Ademas de la transmision vectorial, puede propagarse mediante
transfusiones sanguineas y agujas contaminadas. No obstante, la malaria es prevenible y
curable. Cinco especies del parasito Plasmodium son los que han sido identificados que
afectan a los humanos, las cuales son P. falciparum, que es el mas mortifero. P. vivax, es el
mas dominante en la mayoria de los paises fuera de Africa Subsahariana. Las otras especies
son P. ovale, P. malariae y P. knowlesi. Se estima que, en 2023 hubo 263 millones de casos
y 597 000 muertes en 83 paises. En México, aunque se encuentra en proceso de eliminacion,
desde el 2024 se dio un incremento de casos autoctonos y desde hace 3 afios en casos

importados.

La enfermedad se manifiesta inicialmente con fiebre, dolor de cabeza y escalofrios. En casos
graves los sintomas son cansancio, fatiga extrema, deterioro del estado de conciencia,
convulsiones, dificultad para respirar, orina de color oscuro o con sangre, coloracion

amarillenta en los ojos y piel, hemorragias anormales.

A lo largo de la historia, el tratamiento de la malaria ha evolucionado, desde el uso de los
remedios caseros hasta la sintesis de farmacos. Uno de los primeros tratamientos efectivos
fue la quinina, un alcaloide aislado de la corteza de quina (Cinchona) en 1860, no obstante,
en 1980 se registro la resistencia a este medicamento y actualmente ya no se usa como
tratamiento de primera linea. Se sintetizaron diferentes analogos de la quinina, sin embargo,
se fue descubriendo resistencia a esos medicamentos o fueron presentando efectos
secundarios para la salud. Hoy en dia la Organizacion Mundial de la Salud menciona que el
tratamiento mas efectivo contra P. falciparum es la polifarmacoterapia combinada con
artemisinina o terapia combinada basada en artemisinina (TCA). La artemisinina fue extraida
de la planta Artemisia annua (Qinghao), que ha sido usada desde hace mas de 2000 afios en
la medicina tradicional China. Otros farmacos recomendados por la OMS son la cloroquina



Pagina |2

para la especie P.vivax, aunque solo para lugares donde el parésito es sensible. La

primaquina, se recomienda para prevenir recaidas por los parasitos P.vivax y P.ovale.

Debido al aumento de cepas resistentes, ha surgido un renovado interés por compuestos de
productos naturales que cuentan con actividad antimalarica, también referida como
antiplasmodial, los cuales representan una alternativa prometedora para el tratamiento de la
malaria. Entre éstos, destacan las casiarinas, que son alcaloides aislados de la planta Cassia
siamea, que es usada en Indonesia para tratar a la malaria y la fiebre. Diversos estudios han
demostrado que las casiarinas poseen una interesante actividad antiplasmodial, lo que ha
motivado su estudio como posibles inhibidores de proteinas esenciales en el parasito.

En este contexto, la familia de las plasmepsinas (PM), un conjunto de proteasas asparticas
compuestas por diez isoformas, son esenciales en el ciclo de vida del parasito Plasmodium.
Cumplen con diversas funciones que van desde la degradacion de la hemoglobina hasta el
procesamiento de proteinas secretoras de organulos implicadas en los procesos de salida,
invasion y exportacion de efectores. En particular, la plasmepsina V (PMV) desempefia un
papel fundamental en la exportacién de proteinas hacia el eritrocito, las cuales son
responsables de la remodelacién celular de la célula huésped durante la infeccion. Dado que
PMV es esencial para la supervivencia del parasito, representa un blanco farmacologico

atractivo para el disefio de nuevos compuestos antipaltdicos.

Debido a la creciente resistencia del parasito Plasmodium a los medicamentos, es urgente
identificar nuevas alternativas terapéuticas. En este proyecto de tesis, se presenta un estudio
computacional basado en célculos de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT),
acoplamiento molecular y propiedades fisicoquimicas, de la Casiarina A y sus derivados, en
interaccidn con la plasmepsina V, que es primordial para la exportacion de proteinas y la
supervivencia del parasito, con el objetivo de comprobar que son posibles inhibidores de la

PMV y terminar con el ciclo de vida del parasito.



Pagina |3

CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad mortal que es transmitida por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles infectadas por el parasito Plasmodium (Figura 1),
no obstante, es prevenible y curable con los farmacos adecuados. Otras formas de contagio
son las transfusiones sanguineas y agujas contaminadas. Se han identificado cinco diferentes
especies del parasito que infectan al ser humano, siendo los de mayor riesgo el Plasmodium
falciparum, por ser el mas mortifero y prevalente en el continente africano y el Plasmodium
vivax por ser el mas dominante en la mayoria de los paises fuera del Africa Subsaharina. Las

otras especies son P. malariae, P. ovale, y P. knowlesi [1].

Figura 1. Mosquito hembra del género Anopheles [2].

Esta enfermedad afecta principalmente a las regiones tropicales y se registré que en 2023
hubo 263 millones de casos y 597 000 muertes en 83 paises. Actualmente, la malaria sigue
siendo un problema de salud para la sociedad, en mayor medida en el continente africano en
la cual registros de la OMS informaron que en 2023 esta region concentré un 94% de los
casos y 95% de las defunciones, siendo el 76% correspondiente a nifios menores de 5 afos

[1]. En la Figura 2 se muestra las especies que predominan en los paises con casos endémicos.
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= P. falciparum = Especie desconocida = Casos mixtos = P. vivax

Figura 2. Mapa de especies de Plasmodium que predominan en los paises con de casos
autdctonos A del afio 2023 [3].

1.2 Historia

La malaria ha sido conocida desde tiempos antiguos. Se han encontrado menciones en
civilizaciones como la mesopotdmica, en textos médicos antiguos chinos “Nei Ching” e
incluso en obras clasicas como la lliada de Homero y otros escritos griegos. Se ha debatido
que esta enfermedad fue una de las principales causas del declive de las ciudades-estado
griegas. Fue documentada en el sur de Italia entre los siglos | y 11 d.C., por lo que pudo haber
sido una causa de la caida del Imperio Romano. Los antiguos griegos y romanos asociaban
la enfermedad con el “mal aire” (mala aria en italiano), creyendo que provenian de zonas
pantanosas con aire fétido. Muchas de estas areas estaban cerca del Vaticano, afectando al
papado. La palabra “malaria” fue introducida en la literatura cientifica en inglés por John
Macculloch, reemplazando términos como “fiebre de los pantanos” o “fiebre de los

marjales”, que se usaban comtinmente [4].

La malaria siguié siendo un problema en gran parte de Europa y Estados Unidos hasta
principios del siglo XX. Por otra parte, el descubrimiento del parasito de la malaria por
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Alphonse Laveran en 1880 y del mosquito Anopheles como vector por Ronald Ross en 1897,
contribuyeron para reducir la poblacion del mosquito [5].

Desde que se conoce el paludismo, se ha tratado de combatir esta enfermedad con diferentes
productos naturales, los cuales han contribuido al tratamiento farmacoldgico, empezando por
el uso de la planta artemisa llamada “Qinghao” (Artemisia annua) en el siglo 11 a.C. en China
(Figura 3A). La artemisinina fue redescubierta y aislada en 1971 por Tu Youyou de la planta
Artemisia annua, ésta ha tenido un gran impacto con la lucha contra la malaria, dado que se
ha demostrado que es eficaz contra la P. falciparum [6, 7]. Actualmente existen derivados de
este fitofarmaco, los més comunes son arteméter, artesunato y dihidroartemisinina.

Posteriormente, se descubri6 la quinina en 1600 donde fue usada para el tratamiento de la
malaria, este fitofarmaco es el componente activo de la corteza de quina (Cinchona) y aislada
en 1820 por los quimicos franceses Pierre-Joseph Pelletier y Joseph Caventou, primer
tratamiento eficaz contra la malaria (Figura 3B) [8]. La quinina ha sido utilizada como uno
de los tratamientos mas efectivos, a pesar de ello, en 1980 se present0 resistencia a este

medicamento. En 2006, se dejo de usar como tratamiento de primera linea [6, 9].
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Figura 3. (A) Planta Artemisia annua y estructura quimica de la artemisinina. (B) Corteza
de quina y estructura quimica de la quinina [4].

Debido a los efectos secundarios que fue presentando la quinina y su costo, fue necesario
buscar farmacos alternativos, por lo que se sintetizaron analogos [6], entre ellos estan la
mepacrina (Figura 4A), usada durante la Segunda Guerra Mundial como profilactico y que
resultd ser eficaz contra la malaria. La cloroquina se sintetizd en 1934 y se empez0 a usar en

los afios de 1940 para tratar a esta enfermedad, no obstante, en 1950 el paréasito desarrollo
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resistencia a este farmaco (Figura 4B). En los ultimos afios se dejé de usar en la mayoria de
las zonas endémicas por problemas cardiacos [4, 6, 8]. La mefloquina fue sintetizada en los
afios de 1970, pero se en 1986 se presentd resistencia a este medicamento. Se sigue usando
en la actualidad en combinacion con un farmaco complementario, aunque ya no se usa
ampliamente debido a los efectos secundarios que presenta (Figura 4C). La halofantrina fue
desarrollada entre 1960 y 1970 y se utilizo inicialmente para el tratamiento contra todas las
formas del parasito Plasmodium, sin embargo, se ha dejado de usar por sus efectos
secundarios (Figura 4D) [6]. La primaquina es analoga de la pamequina y se sintetizo en
1946 en Estados Unidos debido a que es menos toxico (Figura 4E) [4]. El desarrollo de los
productos sintéticos también ha sido de suma importancia, sin embargo, con el paso del
tiempo, el parasito comenz6 a mostrar signos de resistencia a diversos medicamentos, por lo

gue su uso se ha cesado o esta restringido [6].
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Figura 4. Estructuras quimicas de farmacos antimalaricos mas utilizados: (A) mepacrina,
(B) cloroquina, (C) mefloquina, (D) halofantrina y (E) primaquina.
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1.3 La malaria en México

En Meéxico, la especie que predomina es Plasmodium vivax. La malaria se encuentra en
proceso de eliminacion, por lo que se ha colocado al pais en fase de pre-eliminacion, a pesar
de ello, en ambos casos, endémicos e importados, se ha observado un incremento en los
ultimos afos.

En 2024, se tuvo un incremento de 266 casos autdctonos por P. vivax en 4 entidades, Chiapas,

Oaxaca, Campeche y Chihuahua (Figura 5), respecto a 44 casos del 2023 [10].

Casos

I 266

14

Con tecnologfa de Bing
® GeoNames, Microsoft, TomTom

Figura 5. Entidades de México con el nimero casos autdctonos por P. vivax registrados en
México en 2024 [10].

Respecto a casos importados se ha observado un incremento desde hace 3 afios, en 2024 se
registré 614 casos en 22 entidades (Figura 6), lo cual representé un aumento de 105.35% en
comparacion del 2023. Del total de casos, 593 son de P. vivax, 19 de P. falciparumy 2 de P.
ovale [10].
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Figura 6. Entidades de México con el nimero casos importados registrados en México en

2024 [10].

1.4 Plantas medicinales de México para el tratamiento de la Malaria

En México, la medicina tradicional ha sido de gran utilidad para el tratamiento de diversas

enfermedades, incluida la malaria, por lo que se tiene un registro de diversas plantas que

ayudan en el tratamiento de esta enfermedad (Tabla 1) [11].

Tabla 1. Plantas medicinales usadas en México para el tratamiento de la malaria.

Nombre popular

Nombre cientifico

Familia botanica

Ajo

Altamisa
Amapola
Anemats (L.
Mixe)

Campana bomol
Cempazuchil
Copalchi

Copalchi

Fresno

Allium sativum L.
Parthenium hysterophorus L.
Papaver somniferum L.

Russelia sarmentosa Jacq.

Brugmansia arborea (L.) Lagerh
Tagetes erecta L.

Coutarea latiflora Moc. & Sessé
Hintonia latiflora var. leiantha (DC.)
Bullock

Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh.

LILIACEAE
COMPOSITAE
PAPAVERACEAE

SCROPHULARIACEAE

SOLANACEAE
COMPOSITAE
RUBIACEAE

RUBIACEAE
OLEACEAE
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Acosmium panamense (Benth.)

Guayacan yakovzelev LEGUMINOSAE
ﬁ/illf)?singa (L. Polymnia maculata Cav. COMPOSITAE
Tres hojitas Hamelia patens Jacq. RUBIACEAE
iilj;);;))y ok (L. Morinda yucatanensis Greenm. RUBIACEAE
Verbena Verbena litoralis H.B.K. VERBENACEAE

El arrocillo (Parthenium hysterophorus L.) (Figura 7A) también conocida como altamisa, es
una hierba que puede ser localizada desde la zona norte del pais (Chihuahua y Nuevo Leon)
hasta la region centro-este (Veracruz y Puebla) y suroeste (Guerrero) [12]. En la medicina
tradicional, sus hojas son usadas en la cual se hierven para preparar infusion para ser tomada
antes de cada comida. Asimismo, se recomienda que el enfermo se bafie cada tercer dia con
el cocimiento de la verbena (Figura 7B) (Verbena litoralis H.B.K.) evitando exponerse al
aire después del bafio [11]. El guayacan (Figura 7C) (Acosmium panamense) y la damiana
(Figura 7D) o hoja de fibre (Turnera diffusa) también han sido utilizadas antiguamente en
bafios e infusiones para el tratamiento de la malaria. En el caso del guayacan se emplea la
corteza, mientras que en la hoja de fiebre se utiliza la parte aérea —tallo, hojas, flores y frutos
[13]. Por otra parte, la bayetilla, conocida como coralillo o tres hojitas (Hamelia patens Jacg.)
(Figura 7E), es un arbusto que crece en zonas de clima célido y semicélido. Para su uso
tradicional contra la malaria, se preparan infusiones con 3 hojas para posteriormente ser

tomada [11].
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Figura 7. (A) Hierba arrocillo y la estructura de parthenin [12]. (B) Verbena con la estructura
de verbenalina, fotografia de Pedro Tenorio Lezama [14]. (C) Planta de guayacan y estructura
de la quinolizidina[15]. (D) Planta damiana y la estructura de luteolina [16]. (E) Planta
bayetilla, fotografia por Pedro Tenorio Lezama [17] y estructura quimica pteropodina [18].

1.5 Sintomas

Los sintomas mas frecuentes del paludismo son fiebre, dolor de cabeza y escalofrios,
generalmente suelen manifestarse entre los 10 y 15 dias posteriores a la transmision. En
etapas iniciales, estas manifestaciones pueden ser leves y dificiles de identificar como

malaria, por lo que es recomendable hacerse una prueba parasitologica [1].
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La malaria grave se define por la presencia de uno o varios sintomas que son: péerdida de
conocimiento, postracion, convulsiones maltiples, acidosis, hipoglucemia, anemia malérica
grave, insuficiencia renal, ictericia (coloracion amarillenta en ojos y piel), edema pulmonar,
shock, hemorragia significativa, entre otros [19].

Los lactantes, nifios menores de 5 afios, mujeres embarazadas, viajeros y personas con VIH
0 sida presentan un mayor riesgo de complicaciones, debido a la debilidad de su sistema

inmunoldgico [1].

1.6 Tratamiento

El manejo de los casos de malaria se basa en un diagnostico temprano y en la administracion
inmediata de un tratamiento eficaz. En los paises donde la infeccion por P. falciparum es
endémica, se emplean principalmente los tratamientos combinados basados en artemisinina
(ver Figura 3A) (TCA), los cuales han demostrado ser eficaces y bien tolerados por el
organismo [19].

La cloroquina (ver Figura 4B) se recomienda para el tratamiento de infecciones por el
parasito P. vivax, Unicamente en regiones donde el parasito ain es sensible a este
medicamento. Por su parte, la primaquina debe afadirse al tratamiento principal con el fin de
prevenir recaidas por P. vivax y P. ovale, debido a que ambas especies forman hipnozoitos,
etapas latentes del paréasito en el higado responsables de las recaidas [1, 19].

El TCA no solo es eficaz contra P. falciparum, sino también frente a las demas especies que
infectan al ser humano, asi como en los casos de infecciones mixtas [19].

En los casos de malaria grave, el tratamiento consiste en administrar de forma inmediata una
dosis completa de un farmaco antimalarico eficaz por via parenteral o rectal, de los derivados
de artemisinina (artesunato o arteméter) o alcaloides de la quina (quinina y quinidina).
Posteriormente, se debe continuar con una dosis plena de un TCA eficaz por via oral [19].
En los ultimos afos, se ha observado que el parasito ha desarrollado resistencia a multiples
farmacos, lo que se ha convertido en un problema de salud publica para eliminar y reducir la
carga de malaria. Hasta el momento, se ha documentado resistencia de los parasitos a los
medicamentos antimalaricos en tres de las cinco especies que infectan al humano: P.

falciparum, P. vivax y P. malariae [20].
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1.7 Ciclo vital del parasito

El ciclo de vida del parasito Plasmodium involucra dos etapas de vida asexual dentro de un
huésped humano y una etapa sexual dentro del mosquito vector (Figura 8) [21].

La infeccién por P. vivax se inicia cuando el mosquito Anopheles pica al humano e inyecta
los esporozoitos al huésped. Estos se desplazan por el torrente sanguineo hasta llegar al
higado en cuestion de minutos, donde infectan a los hepatocitos [22, 23], dando comienzo a
el ciclo exoeritrocitico (replicacion asexual o esquizogonia) [6]. En esta fase, el parésito pasa
por varias etapas de desarrollo que concluyen en la formacion de miles de merozoitos, los
cuales posteriormente se liberan de los hepatocitos para infectar preferentemente a los
reticulocitos nacientes, iniciando la etapa sanguinea [21, 24].

Una caracteristica distintiva del P. vivax es la presencia de hipnozoitos latentes, una forma
del parasito que permanece en el higado durante semanas, meses o incluso afios. Dichos
hipnozoitos pueden reactivarse y originar infecciones en la sangre, fenémeno conocido como
recaida [23-25].

Los merozoitos son la forma extracelular mas pequefia del parasito, los cuales invaden a los
eritrocitos durante la etapa sanguinea [21, 26]. Weiss y col. en 2015 clasificaron la invasion
de los merozoitos en tres fases: pre-invasion, internalizacion o invasion activa y
equinocitosis, que termina con la formacion de una vacuola parasitéfora [27].

Después de la invasion, el parasito se replica asexualmente dentro de la vacuola parasitofora
[4, 21]. Este proceso se repite aproximadamente cada 48 horas y se conoce como ciclo
intraeritrocitario [25]. Durante este ciclo, el parasito avanza a través de cuatro etapas: anillo,
trofozoito, esquizonte y ruptura del eritrocito, momento en el que se liberan los merozoitos
hijos. Estos invaden a nuevos eritrocitos, prolongando la etapa sanguinea. Este ciclo de
constante invasion es el responsable de los sintomas de la malaria, como son anemia, fatiga
y fiebre.

Durante la etapa sanguinea, un pequefio porcentaje de parasitos se someten a
gametocitogénesis, originando a los gametocitos, que son ingeridos por un mosquito
Anopheles hembra durante una ingesta de sangre, iniciando la etapa sexual del ciclo dentro
de éste [4, 21].
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Figura 8. Ciclo de vida Plasmodium vivax.

1.8 Compuestos naturales con actividad antimalarica. Casiarinas

Los fitoquimicos son sustancias bioactivas presentes en plantas como frutas, verduras,
semillas, frutos secos, cereales y plantas medicinales. Diversos estudios han demostrado que
poseen diversos beneficios para la salud, entre los que destacan efectos antioxidantes,
antimicrobianos, antiinflamatorios y anticancerigenos. Por ello numerosas investigaciones se
han centrado en estas moléculas con el fin de desarrollar tratamientos para diversas
enfermedades [28, 29].

En este contexto, los productos naturales han representado una fuente importante de
compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de la malaria. En la actualidad, se
han identificado una gran variedad de plantes medicinales con actividad antimalarica, que se
clasifican en alcaloides, flavonoides, terpenoides, quinonas, cumarinas, fendlicos,

poliacetilenos, xantonas, estereoides y lignanos [30].
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Entre los alcaloides, las casiarinas tienen reportada una importante actividad antiplasmodial
[8, 31]. La casiarina A es un fitofarmaco aromatico con un esqueleto triciclico aislado de las
hojas de Cassia siamea y es usada tradicionalmente en Indonesia para tratar la fiebre y la
malaria (Figura 9). Morita y col. aislaron a la casiarina A, la cual mostro actividad
antiplasmodial in vitro contra P. falciparum de de ICso de 0.005 pg/mL y de ICso de 23 nM
contra una cepa 3D7 de P. falciparum sensible a la cloroquina [31, 32].

Casiarina A

Figura 9. Planta Cassia siamea y la estructura quimica de la casiarina A [33].

Se ha reportado que este compuesto activo tiene diversos derivados con actividad
antimalarica. Algunos derivados reportados en la literatura son las casiarinas B, G, H J, K,
5-acetonil-7-hidroxi-metilcromona, crobisiamona A, aislados de las hojas y las casiarina C,
D, E, F; 10,11-dihidroanhidrobarakol, anhidrobarakol, aislados de la flor. Ademas, su papel
antipaltdico se detall6 a través de su actividad vasorrelajante, provocada por la produccion
de déxido nitrico del endotelio, que podria inhibir la adhesion del parasito a la superficie de la
célula huesped. Negi y col. reportaron las actividades antiplasmodiales y citotoxicas in vitro
(Tabla 2) de los compuestos aislados de la planta Cassia siamea [32].
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Tabla 2. Valores de las actividades antiplasmodiales y citotoxicas in vitro de los
compuestos aislados de la planta Cassia siamea.

Alcaloides Plasmodium falciparum Citotdxicidad uM)
(1Cs0=pM)

Casiarina A 0.00232, 0.005° >100¢, 35¢
Casiarina B 22.0% 6.9 >100°
Casiarina C 24.28 >100°¢, >100¢
Casiarina D 3.6 >100¢
Casiarina E 7.3 >100¢
Casiarina F 3.3 >50¢
10, 11 -dihidroanhidrobarakol (DHB)  2.3? >100¢
Anhidrobarakol (ANH) 4,73, 7.8 >100¢
5-acetonil-7-hidroxi-2-metilcromona ~ 8.6%, 4.5° >100¢
(AHMC)
Crobisiamona A 2.6 -

2 Sensible a la cloroquina P. falciparum.

b p, falciparum 3D7.

¢ MCF7 Linea celular (adenocarcinoma de mama humano).
4 HL-60 Leucemia promielocitica en sangre humana.

¢ P388 Células de leucemia de raton.

1.9 Diana farmacolégica. Plasmepsina V

Las plasmepsinas constituyen una familia de proteasas asparticas involucradas en diferentes
etapas del ciclo del Plasmodium [25]. El sitio activo cuenta con dos residuos de &cido
aspartico (Asp80 y Asp313) que sirven, respectivamente, como donadores y aceptores de
protones, catalizando asi la hidrolisis de la amida de los enlaces peptidicos en proteinas
destinadas a ser exportadas hacia la membrana de la vacuola parasitéfora que rodea al
parasito. Este procesamiento es esencial para la posterior modificacion de la célula huésped.
El genoma de Plasmodium codifica 10 isoformas diferentes de estas proteinas (PMs | a X).
Las plasmepsinas I-1V se encuentran en la vacuola digestiva del parasito y participan en la
degradacion de la hemoglobina [25, 34]. La plasmepsina V se encuentra en el reticulo
endoplasmatico y escinde a cientos de proteinas que contienen el motivo PEXEL, las cuales

son posteriormente exportadas por el complejo PTEX hacia el eritrocito huésped, donde
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modifican la célula huésped para mantener el crecimiento y la supervivencia del parasito [25,
35]. Las plasmepsinas VI-VII se expresan en las etapas del mosquito y sus funciones
permanecen indefinidas [36]. Las plasmepsinas IX y X son indispensables para el desarrollo
de parasitos asexuales. La PM IX se localiza en rhoptry (en inglés) y es necesaria para la
invasion, mientras que la PM X esta involucrada tanto en la salida como en la invasion de
merozoitos de los globulos rojos y se localiza en los exonemas [25, 35, 36].

De las 10 isoformas que codifica la familia de las plasmepsinas, la plasmepsina V (PM V)
(Figura 10) desempefia un papel fundamental en la escision de las proteinas, para su posterior
exportacion por el complejo PTEX, desde el paréasito intraeritrocitico hacia al citosol de los
gldébulos rojos. Por esta razén, se considera un importante blanco farmacoldgico para las

especies P. falciparum y P. vivax [37, 38].

Figura 10. Estructura tridimensional del sitio activo de la proteina PvPMV (PDB ID: 4ZL4);
de color violeta se representa al subcavidad S1, de color verde el subcavidad S2, de color
naranja se muestra el subcavidad S3. Los acidos asparticos (Asp80 y Asp313) estan de color
rosa. Figura realizada en UCSF Chimera.

La plasmepsina V se localiza en el reticulo endoplasmatico (RE) del parésito (Figura 11)
[39]. Esta enzima reconoce y escinde una secuencia pentamérica después de la leucina
(RXLXE-Q-D), conocida como motivo PEXEL (Plasmodium Export Element) [38]. Las

proteinas que contienen este motivo, una vez procesadas por la PM V se secretan en la
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vacuola parasitéfora, donde se exportan mas de 450 proteinas hacia la membrana de la
vacuola parasitofora que rodea al parasito. En esta region, dichas proteinas son reconocidas
por PTEX (Plasmodium Translocon of Exported Proteins), un complejo proteico encargado
de translocarlas al interior del eritrocito infectado [25, 38, 40].

Los efectores exportados desemperian un papel esencial en la modificacion de la célula
huésped, reconstituyendo un complejo sistema de tréfico en el citosol de los glébulos rojos y
alterando la rigidez, la permeabilidad a los nutrientes y las propiedades de union endotelial

de la célula huésped [25].

Eritrocito

Figura 11. (A) Composicion del merozoito [25]. (B) Eritrocito infectado por el parasito
Plasmodium.

La plasmepsina V estd conformada por tres subcavidades, S1, S2 y S3, las cuales tiene
diferentes funciones para el reconocimiento e incision de la secuencia PEXEL. La subcavidad
S1, constituida por los aminoacidos 1le78, Tyrl39 y Val188, tienen la funcion de
reconocimiento primario del sustrato, altamente conservada y responsable de la fuerte
preferencia de la plasmepsina V por la leucina en la posicion P1 de la secuencia PEXEL
(RXLXE/Q/D). Esta subcavidad genera un entorno predominantemente apolar que favorece
el reconocimiento y la estabilizacion de residuos hidrofébicos voluminosos, en particular la
leucina en P1 del motivo PEXEL. Dicho residuo se encuentra estrechamente encapsulado

dentro de esta subcavidad, lo que explica la marcada preferencia de la enzima por el motivo
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RXL y su baja tolerancia a sustituciones, incluso por isomeros estructurales como la
isoleucina [38].

La subcavidad S2 integrada por los residuos 11e439, Val434, Tyr286, Tyr288, Leu3ll y
Thr317 generan un entorno favorable para el ordenamiento de sustituyentes voluminosos del
ligando. Se ha sugerido que la ocupacion completa de esta subcavidad puede incrementar
significativamente la afinidad del inhibidor hacia la plasmepsina V, al mejorar la estabilidad
del complejo dentro del sitio activo [41].

La subcavidad S3, formada por los siguientes aminodcidos: Glu141 y GIn183, desempefian
un papel fundamental en la especificidad del sustrato, dado que aloja al residuo arginina en
la posicion P3 del motivo PEXEL. Esta region, el resiudo Glul41l forma interacciones
electrostaticas tipo puente salino con el grupo guanidinio del ligando WEHI-842, mientras
GIn183 participa mediante enlaces de hidrdgeno adicionales, contribuyendo a la
estabilizacion del complejo enzima-sustrato. Estas interacciones explican por qué la arginina
es altamente preferida en la posicion P3y por qué aminoécidos como la lisina son pobremente

tolerados [38].

1.10 Estudios teéricos

Negi y col. realizaron un estudio de cribado inverso basado en metodologias de acoplamiento
molecular con el propdsito de identificar posibles dianas proteicas en P. falciparum.
Obtuvieron como resultado 16 dianas proteicas para las casiarinas y se reveld que las
proteinas de triptofanil-ARNTt sintetasa y 1-desoxi-D-xilosa-5-fosfato reductoisomerasa son
los objetivos mé&s comunes para las casiarinas [32]. Ogungbe y col. mostraron que las
casiarinas D y E tienen altas energias de acoplamiento para la pteridina reductasa 1 y la N-
miristoil transferasa [42].

Los estudios tedricos realizados sobre la enzima plasmepsina V (PMV) han permitido
caracterizar con detalle su sitio activo y los tipos de interacciones moleculares que se
establecen con diferentes inhibidores. Esta informacion resulta esencial para el disefio
racional de farmacos, ya que permite identificar los residuos cataliticos clave y las

subcavidades que contribuyen a la union y estabilizacion del ligando dentro del sitio activo.
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Diversos autores han reportado la formacion de enlaces de puente de hidrégeno con los
residuos Asp80 y Asp313, los cuales son relevantes para la actividad inhibitoria. El bolsillo
S1 (ver Figura 10) esta conformado principalmente por los aminoacidos hidrofobicos 11e78,
Tyrl39 y Vall188 [38]. Por su parte, la cavidad de union S2 (ver Figura 10) esta revestida
por los residuos 1le439, Val434, Tyr286, Tyr288, Leu3ll y Thr317. Estudios previos
sugieren que la ocupacion completa de la subcavidad S2 podria aumentar en gran medida la
actividad contra PMV [37]. Finalmente, en la subcavidad S3 (ver Figura 10) se presentan
interacciones de enlace de puente de H con los residuos de Glu141 y GIn183, que también
podrian contribuir a la inhibicion [37, 38].

Sleebs y col. reportaron la formacion de enlaces de puente de hidrégeno con los dos residuos
cataliticos conservados de Aspl118 y Asp365 en PfPMV [40]. Por su parte Hodder y col.
describieron que el complejo PvPMV-WM36 forma enlaces de puente de hidrégeno con
Ser87, His173 y Glul76 en la parte superior de la cavidad S1 (ver Figura 10), asi como con
Tyrl39 y Glul77 en la cavidad S2 (ver Figura 10). EI compuesto WM36 consiste en una
imino-pirimidinona fusionada a un anillo de pirrolidina con un sustituyente Cl en la posicion
2 del benceno. Ademas, el atomo de fluor del inhibidor puede participar en enlaces de
hidrogeno de Phel80 e Tyr61 y establecer un enlace de halégeno débil con Ser138. En el
caso del compuesto con WMA48, cuya estructura es una imino-pirimidinona fusionada a un
anillo de pirrolidina con un sustituyente Cl en la posicion 4 del benceno, se report6 un enlace
de halégeno con His173 y un enlace de hidrégeno con Ser87, lo que favorece su anclaje al
sitio activo [36].

Las interacciones del compuesto WM36 involucraron los residuos Tyr61, 1178, Asp80,
Gly82, Ser83, Ser87, Tyrl35, GIn137, Serl38, Tyrl39, llel45, His173, Leul79, Phel80,
GIn183, Val188, Asp313, Gly315, Ser316, mientras que WM48 comparte la mayoria de estas
interacciones. En ambos casos, Asp80 y Asp313 participan mediante enlaces de puente de
hidrogeno en el sitio catalitico [36]. Finalmente, el compuesto WEHI-842 (N-
[(benciloxi)carbonil]-O-carbamidamido-L-homoseril-N-{(3S,4S)-3-hidroxi-6-metil-1-o0xo-
1-[(2-feniletil)amino]heptan-4-il}-L-valinamida) tiene interacciones con los residuos de
Gly82, 11e78, Val188, Tyr139, Glul41l, GIn183, Cys140, Asp80, Asp313, Gly315y Thr317
[38].
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CAPITULO II. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Planteamiento del problema

En los ultimos afios se ha documentado un aumento en la resistencia del parasito Plasmodium
vivax a los tratamientos antipaltdicos, lo que representa un desafio significativo para el
control de la malaria. Esta situacion resalta la necesidad urgente de identificar nuevas
estrategias terapéuticas. En este sentido, los compuestos fitoquimicos con potencial actividad
antimal&rica representan una alternativa prometedora. Por ello, en el presente proyecto de
tesis se realiza un estudio computacional de diversos fitoquimicos, derivados de las casiarina
A que es aislada de la planta Cassia siamea, con el objetivo de evaluar su afinidad hacia
blancos moleculares clave del paréasito, en este caso la Plasmepsina V de Plasmodium vivax
(PvPMV), como una posible estrategia para el desarrollo de nuevos tratamientos contra la

malaria.

2.2 Justificacion

Es necesario buscar nuevas alternativas de medicamentos para el tratamiento de la malaria,
debido a la creciente resistencia del parésito P. vivax a los farmacos actuales. Se han
reportado fitoquimicos derivados de la casiarina A con actividad antiplasmodial, por lo que,
con la ayuda de metodologias computacionales, basadas en la DFT y el acoplamiento
molecular, se estudiara su capacidad antimalérica, validando la funcién que tienen en el

crecimiento poblacional del parasito.

2.3 Hipotesis

La casiarina A y sus derivados poseen actividad antimaléarica y mediante metodologias
computacionales es posible determinar sus propiedades de reactividad quimica global y su
interaccion favorable con la proteina plasmepsina V, que es clave en el crecimiento

poblacional y desarrollo del parasito Plasmodium vivax.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general
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Investigar por métodos computacionales las propiedades de reactividad quimica global de la
casiarina A y sus derivados, asi como sus posibles interacciones favorables con la
plasmepsina V, que es una enzima esencial para la supervivencia del parasito Plasmodium

vivax.

2.4.2 Objetivos particulares

1. Estudiar la estructura molecular, propiedades electronicas y los pardmetros de
reactividad quimica global de la casiarina A y sus derivados en vacio y en solvente
implicito en agua, usando métodos basados en la Teoria del Funcional de la Densidad
(DFT).

2. Determinar la energia de afinidad e interacciones favorables con la plasmepsina V,
usando acoplamiento molecular, para proponer cual es el mejor complejo receptor-
ligando para inhibir al parasito de la malaria.

3. Analizar las propiedades de Log P, Log S, peso molecular, aceptores de H (HBA),
donadores de H (HBD), enlaces rotables, ademas de su accesibilidad sintética y la
regla de Lipinski de las casiarinas para determinar si podran ser posibles farmacos

orales.
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CAPITULO IIl. FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés Density Functional
Theory) es un método poderoso para la prediccion y anélisis de estructuras moleculares
orgénicas y sus propiedades electronicas [43]. La DFT es un método de calculo de la
estructura electronica que se basa en la densidad electronica total del sistema. Las
implementaciones modernas de esta teoria pueden ofrecer una precision significativamente
mayor que los métodos de Hartree Fock (HF), ademas de requerir un menor costo
computacional. Estas ventajas han impulsado un incremento en el uso del DFT para el estudio
de moléculas grandes.

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) se fundamenta en los teoremas propuestos por
Pierre Hohenberg y Walter Kohn, junto con las ecuaciones de Kohn y Sham [44].

De acuerdo con los teoremas de Hohenberg-Kohn [45, 46], la energia del estado fundamental
de un sistema (E,) puede expresarse exclusivamente en funcion de su densidad electronica

en ese estado (p,), como se indica en la ecuacion (1):

Ey = Eo[po] 1)

El segundo teorema postula que la densidad electronica real del estado fundamental (p,) es
la que conduce al valor minimo de la energia, es decir, cualquier otra densidad electrdnica

(p") diferente de p, dara lugar a una energia mayor, como se representa en la ecuacion (2):

Eolp'] = Eqlpol si p’ # po )
Una de las ventajas clave de la DFT es que permite determinar la funcion de onda y las
propiedades electronicas del sistema a partir Unicamente de la densidad electrénica en su
estado base (py). Esta densidad es una funcion que solo depende de tres coordenadas
espaciales, sin importar la cantidad de electrones presentes [47]. La energia total del sistema,
en funcion de p,, se puede descomponer en varias contribuciones, como se muestra en la

ecuacion (3):
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Eo[po]l = Eenlpol + Vi + J1pol + Tlpol + Exclpol 3)

Dos de estos términos, la energia cinética de los electrones (T[po]) y la energia de
intercambio y correlacion (E,.[po]), no pueden calcularse de forma exacta y universal. Por
tanto, es necesario emplear diversas aproximaciones o modelos para estimarlos.
Habitualmente, el término de intercambio-correlacion se divide en dos componentes: una
parte correspondiente al intercambio (E,) y otra a la correlacion (E,) tal como se muestra en

la ecuacién (4):

Exclpol = Ex[pol + Ec[po] (4)

La diversidad de metodologias en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) surge de las
distintas aproximaciones al término de intercambio-correlacion (E,.[po]),. Los funcionales
hibridos, ampliamente utilizados en la actualidad, se caracterizan por emplear una
componente exacta de intercambio, calculada con el método Hartree-Fock (HF),
complementada con un modelo aproximado para la energia de correlacion.

Entre estos, el funcional B3LYP destaca por su favorable relacion costo-rendimiento
computacional. Este se construye a partir del funcional de intercambio de tres parametros de
Becke (B3) y del funcional de correlacion de Lee, Yang y Parr (LYP) [47]. Su eficiencia lo
hace particularmente adecuado para el tratamiento de sistemas con un nimero elevado de
electrones, logrando una alta precision en la localizacion de geometrias de minima energia

para moléculas organicas.

3.2 Conjunto de funciones de base

Los conjuntos de funciones de base constituyen un conjunto de funciones matematicas
empleadas para representar a la funcion de onda electronica en métodos de estructura
electronica. Su implementacion permite transformar las ecuaciones diferenciales parciales
propias del formalismo cuantico en ecuaciones algebraicas, facilitando asi su resolucion
numérica de manera eficiente en sistemas computacionales. Estas funciones son

fundamentales para la realizacion de calculos de estructura electronica, tales como los
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métodos de Campo Autoconsistente (SCF, por sus siglas en inglés), teoria de perturbaciones
o Clusters Acoplados (CC, por sus siglas en inglés).

Los orbitales moleculares se expresan matematicamente como una Combinacion Lineal de
Orbitales Atomicos (CLOA), de la forma:

i = X CriXr (5)

donde y,- representa una funcion base atdmica y c,; son los coeficientes que se determinan
variacionalmente.

Entre las funciones atomicas mas utilizadas se encuentran las de tipo Slater (STO) y las de
tipo Gausiana (GTO). Las funciones STO describen con mayor fidelidad la forma de los
orbitales atbmicos; no obstante, la evaluacion de las integrales moleculares conlleva un costo
computacional elevado. En contraste, las funciones GTO, si bien ofrecen una representacion
menos precisa del orbital, permiten un calculo significativamente mas rapido de dichas
integrales, lo que ha resultado en su adopcion generalizada.

Para mejorar la precision de los calculos sin incurrir en costos computacionales elevados, es
comun utilizar conjuntos de bases extendidas o de valencia desdoblada (split-valence) [48].
Sobre estas bases, se pueden incorporar dos tipos de funciones adicionales:

Funciones de Polarizacion: Introducen flexibilidad en la descripcion de la densidad
electronica, permitiendo la deformacion de los orbitales atdmicos dentro del espacio
molecular, para una caracterizacion precisa de la formacion de enlaces quimicos.

Funciones Difusas: Disefiadas para describir regiones donde la densidad electronica se
extiende a distancias mayores del ndcleo atdbmico, estas funciones son esenciales para
modelar sistemas con electrones débilmente ligados. Su aplicacién es particularmente
relevante en el estudio de aniones, especies con pares de electrones solitarios, interacciones
no covalentes, como enlaces de puente de hidrégeno, y sistemas donde la densidad
electronica estd muy dispersa. En la nomenclatura estandar, su inclusion se denota con los
simbolos "+" 0 "++".

En el presente trabajo de investigacion se emplea el conjunto de funciones de base que
incorporan estos elementos, especificamente el 6-31+G(d), desarrollado por Pople y
colaboradores [49,50].
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3.3 Potencial electrostatico molecular (MEP)

El potencial eléctrico ¢ en un punto P del espacio, se define como el trabajo, w, necesario
para mover una carga de prueba infinitesimal, Q;, desde el infinito hasta el punto P y se

expresa como la ecuacion (6):

¢p == (6)

El potencial eléctrico en el espacio alrededor de un punto de carga Q se define como se indica
en la ecuacion (7), donde la d es la distancia entre el punto Py la carga y &, es la permitividad

0 constante eléctrica:

__0
¢P - 4megd (7)
El potencial eléctrico es una funcion de posicion (x, y, z) del punto P en el espacio, por lo
que, si en el sistema se consideran varias cargas puntuales, el potencial se representa como

la ecuacién (8):

¢ =X (8)

4TEGT 1

Si el sistema es una molécula, se estima como un conjunto de cargas nucleares puntuales y
cargas electrénicas en una distribucion continua. Por lo que los electrones se pueden
considerar como una nube de carga electrénica, en la cual la probabilidad de encontrar un
electrén en volumen determinado esta dada por p(x, y, z), que se define como la densidad
electronica de probabilidad electronica. Combinando la contribucion de los nucleos a y la

carga electrénica molecular, es posible obtener la ecuacion (9):

— e [ff K222 gy dyydz,  (9)

4TTEYT 2

d(x1,y1,21) = Za

4ATTEYT 14
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donde r12 es la distancia entre los puntos 1y 2 y la integracion se extiende a todo el espacio.
Al ¢ se le denomina potencial electrostatico molecular o MEP (por sus siglas en inglés
Molecular Electrostatic Potential), las unidades SI son en voltios sin embargo cominmente
se expresa en J/mol, por la carga del proton e (julios) y por la constante de Avogadro, Na.

El MEP en un punto P representa la energia de interaccion eléctrica molar entre la molécula
y una carga de prueba de magnitud e situada en el punto P si se considera que la molécula no
esta polarizada por la carga de prueba.

El MEP se expresa como la suma de las contribuciones de los nucleos (siempre positivas) y
de los electrones (negativas), lo que genera una superficie tridimensional o un mapa de
contorno donde se identifican regiones con diferente caracter electrostéatico.

En general, las zonas cercanas a los ndcleos presentan valores positivos debido a la repulsion
electrostatica, mientras que las regiones dominadas por la densidad electrénica muestran
valores negativos. Estas Gltimas suelen indicar los sitios susceptibles de interaccion con
especies electrofilicas, mientras que las regiones positivas tienden a atraer a nucleéfilos. Por
ello, el MEP es una herramienta ampliamente utilizada para el estudio de interacciones
intermoleculares, reconocimiento molecular e incluso la prediccion de sitios reactivos en

procesos como interacciones enzima-sustrato o receptor-ligando [51].

3.4 Orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO y reactividad quimica global

Para evaluar la reactividad de las moléculas con actividad antimalarica se emplean los
descriptores de reactividad quimica global. En este trabajo se consideran el potencial quimico
(w), la electronegatividad (y), la dureza (n), la blandura (S) y el indice de electrofilicidad (o).
Estos parametros se calculan a partir de las energias de los orbitales HOMO (por sus siglas
en inglés Highest Occupied Molecular Orbital) y LUMO (por sus siglas en inglés Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), obtenidos mediante calculos de DFT, utilizando el teorema
de Koopmans.

El AEgap HOMO-LUMO como se representa en la ecuacion (10), es uno de los criterios mas
utilizados para estimar la reactividad quimica de una molécula. En general, valores pequefios

de AEgqp indican una mayor facilidad para participar en reacciones quimicas, mientras que
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valores grandes se asocian con moléculas méas duras y, por lo tanto, menos reactivas 0 mas
estables [52].

AE = (ELUMO — Enomo) (10)

3.4.1 Potencial quimico ()

El potencial quimico (n) se define como la variacion de la energia del sistema respecto al
namero de electrones N, manteniendo fijo un potencial externo, tal como se muestra en la
ecuacion (11). Este pardmetro esta asociado con la viabilidad de un sistema para intercambiar
densidad electrdnica con el entorno en su estado fundamental.

Mediante la aproximacién por diferencias finitas, el potencial quimico () se puede expresar
en funcién del potencial de ionizacion (1) y de la afinidad electrénica (A), como se indica en
la ecuacion (12). Aplicando el teorema de Koopmans y el formalismo de Kohn-Sham dentro
de la DFT, es posible aproximar el potencial de ionizacion como I = —Eyoumo Y la afinidad
electrénica como A = —E ymo [51]. De este modo, el potencial quimico p se puede

expresarse en térmicos de los orbitales frontera, conforme a la ecuacion (13) [53].

0E
=(— 11
H (aN)u(r) ( )
~ _ U4 (12)
2
~ (Enomo+ELUMO) (13)

2

3.4.2 Electronegatividad (y)
La electronegatividad () se define como la tendencia de un sistema a la resistencia de la
pérdida de la densidad electronica, la cual es el negativo del potencial quimico (p), como se

muestra en la ecuacion (14) [53, 54].

X=—p=— (14)
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3.4.3 Dureza (n)

La dureza (n) se define, dentro de la DFT conceptual, como una medida cuantitativa de la
resistencia del potencial quimico (u) al cambio en el nimero de electrones N, manteniendo
constante el potencial externo. La cual se expresa mediante la ecuacion (15) [55].
Aplicando la aproximaciéon de diferencias finitas, la dureza puede reescribirse en funcion del
potencial de ionizacion (1) y la afinidad electrénica (A), obteniéndose la ecuacion (16), que
al sustituir las aproximaciones basadas en el teorema de Koopmans es posible tener la
ecuacion (17). De manera habitual, se omite el factor %, por lo que la dureza (n) suele

escribirse como la ecuacion (18) [53].

S (7
n= (azv)v(r) o (GNZ)U(T) (15)
(I-4)
N (16)
N~ (ELUMO;EHOMO) (17)

n =~ (Erymo — Enomo) (18)

3.4.4 Blandura (S)
La blandura fue introducida como el inverso de la dureza (), como se muestra en la ecuacion
(19) [53].

S =

(19)

3.4.5 indice de electrofilicidad (o)
El indice de electrofilicidad (w) se define como una medida de la estabilizacion energética
de una molécula cuando adquiere una cantidad adicional de densidad electronica proveniente

del entorno. Este parametro abarca la tendencia de un electréfilo a aceptar densidad
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electrénica extra, representada por el potencial quimico () y la resistencia de una molécula
a intercambiar su nudmero de electrones con el entorno, descrita por la dureza (n).

Matematicamente, el indice de electrofilicidad se define como en la ecuacién (20) [53]:

w=E (20)

Esta relacion permite cuantificar la capacidad de una especie quimica para actuar como
electrofilo en términos de sus propiedades globales de reactividad dentro del marco de DFT

conceptual.

3.5. Solvatacién implicita. Modelo SMD

La solvatacion es un proceso fundamental en quimica, dado que afecta la estructura,
estabilidad y reactividad de las moléculas. En quimica computacional, los efectos del
disolvente se pueden incorporar mediante modelos explicitos, que representan cada molécula
del disolvente, o0 mediante modelos implicitos, donde el disolvente se trata como un medio
continuo con propiedades macroscopicas [56].

El modelo SMD (Solvation Model based on Density, por sus siglas en inglés) es un modelo
de solvatacion continGia basado en la densidad electronica de una molécula de soluto sin
definir cargas atomicas parciales que interactla con un disolvente, que se representa como
un medio dieléctrico con tensién superficial en el limite soluto-disolvente, con el objetivo de
describir la interaccion electrostatica con el disolvente. SMD es un modelo de solvatacion
universal, es decir, que puede ser usado para cualquier soluto y disolvente [57].

En este modelo, el soluto se coloca dentro de una cavidad definida por su superficie
molecular, mientras que el disolvente se caracteriza mediante propiedades macroscopicas
como la constante dieléctrica y parametros empiricos ajustados experimentalmente.

La energia total de solvatacidn se obtiene al sumar la contribucion electrostatica AGgp, que
denota los componentes electronicos (E) y la polarizacién (P) de la energia libre, y la
contribucion no electrostatica AG.ps, que enfatiza a la energia libre asociada con la

cavitacion del disolvente (C), cambios en la energia de dispersién (D) y posibles cambios en
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la estructura en la estructura local del disolvente (S), como se representa en la ecuacion (21)
[57]:

AGg = AGgp + AGcpg (21)

3.6 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una técnica computacional que predice la
orientacion, conformacion y afinidad mas favorable con la que un ligando interactda con
proteinas diana. Su objetivo principal es modelar cdmo un compuesto puede unirse al sitio
activo de una proteina, estimando la energia de union y explorando posibles modos de union
mediante funciones de energia y algoritmos de busqueda [58-60]. El proceso de acoplamiento
consta de dos pasos principales: el muestreo del ligando y la utilizacion de una funcion de
puntuacion.

Los algoritmos de busqueda ayudan a identificar las conformaciones energéticamente mas
favorables del ligando dentro del sitio activo de la proteina, considerando su modo de union
[61]. Estos algoritmos emplean funciones de puntuacion (scoring functions) que evaltan las
interacciones intermoleculares, tales como puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals,
interacciones hidrofébicas y contribuciones electrostaticas [60, 62]. La funcién de
puntuacion estima la afinidad de union entre un ligando y una macromolécula, lo que ayuda
a evaluar gué estructura y conformacion del ligando son los mas estables [61].

Para este trabajo se emplearon los programas de libre acceso; ArgusLab, AutoDockVina y
AutoDock4, que utilizan estrategias de basqueda combinatoria y estocastica para explorar el

espacio conformacional del ligando y determinar los complejos mas estables [60, 62].

ArgusLab

ArgusLab fue uno de los primeros programas gratuitos para realizar el acoplamiento
molecular con una interfaz gréafica sencilla. Creado por Mark Thomson, utiliza una
combinacion de algoritmos de mecanica cuantica y mecanica clasica para modelar los efectos

del disolvente, con una interfaz grafica sencilla. Utiliza el método AScore/ShapeDock, un
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algoritmo que considera interacciones de tipo hidrofobicas, enlaces de hidrogeno vy
complementariedad de forma para determinar la conformacion 6ptima del ligando [63].

AutoDock4

AutoDock4 es uno de los programas més utilizados para estudios de acoplamiento molecular.
Es un software libre y de codigo abierto que es capaz de predecir de forma répida y precisa
las conformaciones y energias de enlace de ligandos con dianas. ElI método principal para la
busqueda conformacional es el algoritmo génetico Lamarckiamo (Lamarckian Genetic
Algorithm, por sus siglas en inglés), en la cual se seleccionan finalmente a las
conformaciones de menor energia de enlace. Autodock4 también ofrece el método de
busqueda por recocido simulado y el de algoritmo genético tradicional. Autodock4 utiliza un
campo de fuerza de energia libre semiempirico para predecir las energias libres de enlaces

de moléculas pequefias a las dianas [62].

Autodock Vina

AutoDock Vina es una version mas reciente que Autodock4, que optimiza tanto la velocidad
como la precision del proceso del acoplamiento molecular. Utiliza un algoritmo iterativo de
busqueda local basado en técnicas de optimizacion estocastica con gradiente, lo que permite
explorar el espacio conformacional de manera mas eficiente [60]. En la funcion de
puntuacion usa el pardmetro de energia de Gibbs AG, ecuacion (22), que muestra la energia
libre de unién AG,,is» CcOmo la suma de la energia libre del disolvente AG,,;,, la energia
libre del conformero AG,,y, la energia libre de interaccion AGi,.,, la energia libre de
rotacion AG,,;, la energia libre del complejo AG.,n, Y la energia libre de vibracion AG,;,

[64]:
AGunic’m = AGsolv + AGconf + AGinter + AGrot + AGcomp + AGvib (22)
Particularmente, la funcion de puntuacion general de AutoDockVina es la ecuacion (23):

¢ = Xicj feie; (1)) (23)
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En la cual la suma se realiza sobre todos los pares de atomos que pueden moverse entre si,
excluyendo las interacciones 1-4, es decir, &tomos separados por 3 enlaces covalentes
consecutivos. Cada atomo i posee un tipo 4&tomo t; y un conjunto simétrico de funciones de

interaccion dada por ftitj en funcion de la distancia interatomica r;;. La funcion total ¢ se

considera como la suma de dos componentes:

€ = Cinter T Cintra (24)

El algoritmo de optimizacion de AutoDockVina busca el minimo global de esta funcién,
generando multiples conformaciones y clasificandolas segun sus valores de energia [60].

3.7 Propiedades fisicoquimicas in silico

Las propiedades fisicoquimicas son esenciales para la prediccion del comportamiento de
compuestos bioactivos y permiten evaluar la similitud a farmacos (drug-likeness) de una
molécula y su posible desempefio como farmaco oral.

El coeficiente de particion octanol-agua (Log P) es una medida de la lipofilicidad de una
moléculay constituye un método cuantitativo utilizado en los estudios de relacion estructura-
actividad, ya que proporciona una descripcién general de la permeabilidad celular [65]. Es
un pardmetro fisicoquimico clave en el disefio y desarrollo de farmacos [66]. Por ello, el Log
P es una propiedad estandar en la evaluaciéon de moléculas candidatas a farmacos [65].

En este trabajo, se utiliz6 la prediccion WLOGP, que estéd clasificado como un método
atomistico basado en el sistema fragmentario de Wildman y Crippen [65, 67].

El parametro Log S indica el logaritmo de la solubilidad de una molécula de agua. La
solubilidad adecuada es crucial para la absorcion y distribucion del compuesto, ya que
contribuye a una biodisponibilidad favorable durante el desarrollo de farmacos. En este
trabajo se usé el método topoldgico ESOL para la prediccion de solubilidad en agua.

La Escala de Log S es: Insoluble < —10 < baja solubilidad < —6 < moderada solubilidad < —4
< soluble < —2 < muy soluble < 0 < alta solubilidad [67, 68].

Los donadores de enlaces de hidrogeno (HBD) corresponden a atomos electronegativos
capaces de donar un proton en interacciones de puente de hidrégeno. Un nimero elevado de

HBD puede afectar la permeabilidad debido al aumento de polaridad.
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Los aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA) son atomos electronegativos capaces de
aceptar un proton. Valores altos de HBA también incrementan la polaridad y reducen la
capacidad de atravesar membranas [69].

Los enlaces rotables se definen como enlaces sencillos no terminales que permiten libertad
conformacional [70]. Por lo que un mayor nimero de enlaces rotables se relaciona con la
flexibilidad molecular, lo que puede disminuir la permeabilidad y la biodisponibilidad oral.
Una rigidez moderada favorece la estabilidad conformacional y una unién mas especifica al
receptor.

El valor de accesibilidad sintética es una puntuacion basada en el analisis fragmentario de las
estructuras de mas de 13 millones de compuestos disponibles, asumiendo que cuanto mas
frecuente sea un fragmento molecular, mas facil sera su sintesis. Este método de contribucion
fragmentaria se corrige mediante descriptores de tamafio molecular y complejidad. La
puntuacion se normaliza entre 1 (sintesis fécil) y 10 (sintesis dificil) [67].

La regla de Lipinski (Regla de los 5, recibe este nombre debido a que los parametros que lo
conforman corresponden a multiplos del nimero cinco), es un conjunto de criterios empiricos
que permiten predecir la capacidad de un compuesto para ser absorbido por via oral oral. Una
molécula cumple la regla si presenta: LogP < 5, peso molecular < 500 Da, donadores de
enlaces de hidrégeno (HBD) < 5, aceptores de enlaces de hidrégeno (HBA) < 10 [69]. El
cumplimiento de estos parametros sugiere una buena permeabilidad y absorcion intestinal.
Aunque existen excepciones, la regla sigue siendo uno de los filtros mas importantes en la

quimica medicinal.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

4.1 Optimizacion de estructuras

Las estructuras quimicas de las casiarinas se obtuvieron de la base de datos PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) [71] empleando los siguientes identificadores casiarina
A (CID: 17756117), casiarina B (CID: 17756116), casiarina C (CID:135883817), casiarina
D (CID:135883818), casiarina E (CID: 135883819), casiarina F (SID: 274860329) Casiarina
G (SID: 273986952), casiarina H (SID: 273986953), casiarina J (SID: 273986954) y la
casiarina K (SID: 273986955) (Figura 12).
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Figura 12. Estructura quimica de las casiarinas en estudio.

La estructura de la casiarina A fue modificada manualmente para obtener la conformacién
correcta. Las casiarinas F, G, H, J y K se encontraban unicamente en formato bidimensional
(2D); por ello se utilizo el programa Avogadro [72, 73] para generar las respectivas
estructuras tridimensionales (3D) empleando el campo de fuerza Universal Force Field
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(UFF). Las casiarinas restantes se descargaron en 3D. Todas las moléculas fueron obtenidas
en el formato SDF.

A continuacion, se llevaron a cabo los calculos de optimizacion y de frecuencias
vibracionales utilizando el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d), tanto en vacio como en
disolvente implicito en agua, mediante el modelo de solvatacion implicito SMD [57]. Los
pardmetros de cada molécula se asignaron en el visualizador GaussView 6.0 [74] y los
calculos se ejecutaron en el programa Gaussian 16W [75].

Se calcularon los desplazamientos quimicos (5) de RMN de *H y *C para las casiarinas, con
el proposito de compararlos con los valores reportados en la literatura [31, 76-78] para validar

el nivel de teoria que se utiliz6 en este trabajo (ver ANEXO A).
4.2  Analisis MEP

Los mapas de Potencial Electrostadtico Molecular (MEP) se generaron a partir de las
estructuras previamente optimizadas en el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d), tanto en vacio
como en solvente implicito en agua. La visualizacion de los MEP se realizé empleando el

visualizador GaussView 6.0

4.3 Orbitales moleculares frontera y parametros de reactividad quimica global

Los analisis de los Orbitales Frontera (HOMO y LUMO) se realizaron a partir de las
estructuras optimizadas con el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d), tanto en vacio como en
solvente implicito en agua. La visualizacion de los orbitales se llevo a cabo en el programa

GaussView 6.0. Se obtuvo el AE,,,, mediante la ecuacion (11).

Los descriptores de reactividad quimica global: potencial quimico (p), electronegatividad (y),
dureza (1), blandura (s) e indice de electrofilicidad (w), se obtuvieron a partir de los célculos
DFT, con el teorema de Koopmans, usando las ecuaciones (13), (14), (18), (19) y (20),

respectivamente.

4.4 Acoplamiento molecular
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Como primer paso, se descarg0 la estructura cristalizada de la proteina plasmepsina V de
Plasmodium vivax (PvPMV) (ID PDB:4ZL4) desde la base de datos Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) [79]. Posteriormente, la proteina se preparé en el programa
Discovery Studio v24.1.0.23298 [80], donde se eliminaron las moléculas de agua y los
ligandos co-cristalizados, y se le afiadieron los hidrogenos polares correspondientes.

Se realizaron los calculos de acoplamiento molecular ciego (Blind Docking) rigido
empleando el software ArgusLab (version 4.0.1) [63] para las casiarinas seleccionadas. En
vacio se evaluaron las casiarinas B, G y H, mientras que en disolucion acuosa implicito se
consideraron las casiarinas B, D, G y H. En la cual se tom6 como criterio previo sus
pardmetros de reactividad quimica. Este criterio permitio seleccionar aquellas moléculas con
mayor potencial de interaccion electronica con el blanco farmacoldgico antes de llevar a cabo
estudios de acoplamiento molecular. El espacio de busqueda se delimit6 por una caja de 60
A x 60 A x 60 A, correspondiente al tamafio maximo permitido por software.
Adicionalmente, se efectu6 un segundo acoplamiento molecular ciego rigido utilizando
AutoDock4 (version 4.2.6) [62]. Para ello, fue necesario asignarle a la proteina las cargas de
Kollman United Atoms y generar los archivos en formato PDBQT. La caja de busqueda
empleada cubrio toda la proteina, con un tamafio de 126 A x 126 A x 126 A y coordenadas
centrales de 5.753, 100.365 y 46.430 A para X, Y, Z. Todos estos pasos se llevaron a cabo
en AutoDockTools (version 1.5.7) [62].

Por ultimo, se hizo el acoplamiento molecular dirigido en AutoDock Vina v1.2x [60, 81],
utilizando al ligando en vacio que present6 el mejor resultado del acoplamiento molecular
ciego, de acuerdo con la energia de afinidad estimada. Mientras que en solvente implicito en
agua se les realizo a las casiarinas B, D, G y H. La caja de busqueda fue del tamafio de 40 A
x 40 A x 40 A, con las coordenadas de X = —2.701, Y = 93.407 y Z = 47.09 A,
correspondientes al centro geométrico de la caja sobre la estructura proteica. Tanto la
proteina como el ligando empleado en este calculo correspondieron a las estructuras
previamente generadas en el formato PDBQT. Los ligandos utilizados fueron los que se
obtuvieron a partir de las estructuras optimizadas con el método B3LYP/6-31G(d) en vacio
y considerando un modelo de solvente implicito en agua. EI modelo en vacio permitié

establecer una referencia tedrica del sistema, mientras que la inclusién del disolvente
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implicito en agua permitié considerar los efectos de solvatacion relevantes en entornos
biologicos.

Las interacciones obtenidas de los acoplamientos moleculares se visualizaron con los
programas Discovery Studio v24.1.0.23298 y UCSF Chimera (version 1.18) [82].

Es importante sefialar que, en los calculos de acoplamiento molécula realizados, no se
consider6 de manera explicita el estado de protonacion de los residuos cataliticos ni el pH
fisioloégico del medio. Asimismo, la preparacion de la proteina no contempld ajustes
especificos en los residuos cataliticos caracteristicos de la plasmepsina V, como los residuos
del &cido aspértico. Por tanto, las energias de afinidad obtenidas se reportan como
estimaciones relativas y no como como valores de afinidad absolutos de afinidad de union.
No obstante, los resultados permiten comparar de manera consiste la tendencia de interaccion

de las casiarinas con el sitio activo de PvPMV.

4.5 Propiedades fisicoquimicas in silico

Se realizaron las predicciones de las propiedades fisicoquimicas, accesibilidad sintética y
posibles violaciones de la regla de Lipinski utilizando el servidor SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) [67]. Los cadigos SMILES de las casiarinas se obtuvieron de la
base de datos PubChem, empleando los mismos identificadores utilizados en la seccién 3.1
de esta tesis. En el caso particular de la casiarina A, su cddigo SMILES se genero

directamente en el servidor SwissADME.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estructuras optimizadas

Las estructuras optimizadas de las casiarinas en vacio (Figura 13) y disolvente implicito en
agua (Figura 14) son parecidas entre si, sin embargo, se llega apreciar que en fase acuosa los
grupos funcionales se encuentran mas juntos y se observa que los oxigenos de los grupos
hidroxilo y carbonilo se acercan a diferentes hidrogenos de otros sustituyentes.

En la Tabla 3, se muestran los valores de las energias electronicas totales obtenidas de las
optimizaciones en vacio y en solvente implicito en agua. Las casiarinas optimizadas en
solvente implicito en agua tienen valores menores de energia, como es de esperarse, por lo
que son mas estables, el disolvente implicito en agua, es un disolvente polar que estabiliza
las cargas e interacciones entre los oxigenos de los grupos hidroxilo y los hidrégenos en la
molécula, mediante interacciones intramoleculares. Se puede observar en la Tabla 3, que las
casiarinas que mas se estabilizan con el efecto del disolvente son las casiarinas B, D, E, F,
H, Jy G, mientras que las que cambian en menor proporcién su energia y geometria con el

disolvente son las casiarinas K, A, C.
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Figura 13. Estructuras de las casiarinas optimizadas con el nivel de teoria B3LYP/6-
31G(d) en vacio.
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Figura 14. Estructuras de las casiarinas optimizadas con el nivel de teoria B3LYP/6-

31G(d) en disolvente implicito en agua.

Tabla 3. Energias electronicas totales (en u.a.) y energias relativas (en kcal/mol) de las

casiarinas en el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) en vacio y en disolvente implicito en agua.

Vacio Agua AE
Compuesto (ua) (ua) (kcal/mol)
CasA 707.2208 ~707.2346 8.62
Cas B ~1053.0055 ~1053.0420 22,87
Cas C ~708.4332 ~708.4481 9.34
Cas D 15107364 15107747 24.07
CasE _1414.4491 14144797 19.17
Cas F 14343068 14343373 19.14
Cas G -896.9557 -896.9777 13.83
Cas H 12427360 —1242.7646 17.99
Cas J 11653347 11653631 17.81
Cas K ~1166.8090 1166.8223 8.36
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5.2 Mapas de los potenciales electrostaticos moleculares (MEP)

Se puede apreciar que en los mapas de potencial electrostatico molecular (MEP) en vacio
(Figura 15) y en disolvente implicito en agua (Figura 16), los sitios de mayor densidad
electronica (color rojo) se encuentran en los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo e
hidroxilo, siendo éstas las regiones nucleofilicas. Los sitios deficientes de densidad
electrénica (color azul) se encuentran en diferentes zonas para cada una de las moléculas, por
ejemplo, en los hidrogenos acidos enlazados a los heterodtomos electronegativos, y éstas son
las regiones electrofilicas. Se observa que la casiarina H y la casiarina B son en donde mas
predomina la deficiencia de densidad electrénica, por lo que son moléculas mas electrofilicas.
Analizando su estructura esta tiene como sustituyentes a un grupo éster, éter y un metilo; en
la cual los dos primeros son grupos propensos a que ocurran diferentes tipos de reacciones.
También regiones de densidad electrénica acumulada en los oxigenos de la cetona y del &cido
carboxilico. Las casiarinas A, C y K presentan una acumulacion de densidad electronica en
el oxigeno del grupo hidroxilo y en el nitrogeno del anillo triciclico. Por otro lado, la
deficiencia electronica se muestra en el hidrogeno acido del grupo hidroxilo. Las casiarinas
D y E muestran la presencia de una acumulacion de densidad electrénica en los oxigenos de
los grupos hidroxilo y en el nitrogeno del anillo triciclico; sin embargo, esta region es mas
pronunciada en la casiarina D, especificamente en la zona donde se encuentran los oxigenos
de los grupos cetona. La deficiencia de densidad electronica se observa en los hidrégenos
acidos del hidroxilo. La casiarina F presenta una acumulacion de densidad electronica en los
oxigenos de los tres grupos hidroxilos, en contraste con los hidrogenos acidos de estos
mismos grupos, los cuales exhiben una deficiencia de densidad electronica. Las casiarinas G
y J muestran una acumulacion de densidad electronica en el oxigeno del grupo hidroxilo y
una deficiencia en el hidrégeno correspondiente. No obstante, la casiarina G presenta una
acumulacién de densidad electrdonica en el oxigeno de la cetona y en el nitrégeno del anillo.
Asimismo, la casiarina J exhibe una region mas extensa de acumulacion de densidad
electronica, atribuida a la presencia de sustituyentes adicionales, especificamente en los

oxigenos de otro grupo hidroxilo y del acido carboxilico.
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Figura 15. Mapas del potencial electrostatico molecular de las casiarinas obtenidas usando
el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) en vacio.

De manera general, se observa que, en los MEP en disolucién acuosa, destaca la deficiencia
0 acumulacién de la densidad electrénica en comparacion a los MEP obtenidos en vacio. Las
moléculas en las que se observa un mayor cambio son en las casiarinas B y H, sobre todo en
la deficiencia de la densidad electrénica, dado que tiene una mayor extensién de regiones con
densidad electronica positiva, asociadas principalmente a hidrogenos polarizados y a
carbonos influenciados por el efecto inductivo de grupos oxigenados. En el caso de la
casiarina E, se observa una acumulacion de densidad electrénica en los oxigenos de los dos
anillos triciclicos, la cual en la fase vacio no se aprecia. Asimismo, la casiarina J muestra un
notable aumento de la acumulacion electrénica, especificamente en el grupo éter. Por su
parte, las casiarinas A, C, F, G y K presentan una mayor intensidad tanto en las regiones de
acumulacién como de deficiencia de densidad electronica. Estos cambios pueden atribuirse
a la redistribucion de la densidad electrénica inducida por el disolvente implicito en agua, ya
que la presencia del disolvente favorece una mayor polarizacion en comparacion las

moléculas optimizadas en vacio.
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Figura 16. Mapas del potencial electrostatico molecular de las casiarinas obtenidas usando

el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) en disolvente implicito en agua.

5.3 Orbitales moleculares frontera y parametros de reactividad quimica global

Los orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO de las casiarinas en vacio y el AEgsp Se
muestran en la Figura 17. Se puede observar que los orbitales HOMO estan localizados sobre
los grupos furanicos y sistemas m adyacentes ricos en electrones, mientras los orbitales
LUMO se encuentran localizados en los grupos carbonilo, especificamente en a,f3-
insaturados, dado que es la zona mas deficiente de electrones y actia como un aceptor fuerte.
Se observa que la casiarina C tiene una mayor brecha con un valor de 4.64 eV, por lo que
tiene una mayor estabilidad y al contrario de la casiarina H que tiene una energia gap de AEgap
= 2.59 eV, es menos estable y por consiguiente mas reactiva. Las otras casiarinas mas
reactivas, que tienen el AEgap mas pequefio son la B con 3.31 eV vy la casiarina G con 3.66
eV.



Pagina |43

Casiarina F Casiarina G Casiarina H Casiarina J Casiarina K

Figura 17. Orbitales moleculares HOMO y LUMO de las casiarinas con el nivel de teoria
B3LYP/6-31G(d) en vacio.

También se obtuvieron los orbitales frontera en disolvente implicito en agua. La contribucion
de los grupos furéanicos a los orbitales HOMO de las casiarinas A-K tiene parecido a los
obtenidos en vacio, con algunas diferencias en que los grupos carbonilo de la lactona/pirona
contribuyeron mayoritariamente a los orbitales LUMO en las casiarinas A-K. La casiarina C
es la que tiene la mayor brecha con el valor de AEgsp = 4.62 eV y la casiarina H es la que
tiene el menor valor de AEgyp = 2.66 eV. En general, en vacio se observa la siguiente
tendencia en valor decreciente de AEgqp: casiarinaC>J>D>A>K>E>F>G>B>H,
mientras que en disolvente implicito en agua la tendencia es: casiarinaC>J>A>E>D >
K>F>B>G>H.EnlaTabla4 se resumen los valores de los orbitales HOMO y LUMO,

asi como de la energia gap AEgap €n ambas fases.
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Figura 18. Orbitales moleculares HOMO y LUMO de las casiarinas con el nivel de teoria
B3LYP/6-31G(d) en disolvente implicito en agua.

Tabla 4. Valores de HOMO, LUMO (en eV) para las casiarinas, usando el nivel de teoria
B3LYP/6-31G(d) en vacio y en disolvente implicito en agua

Compuesto Vacio Disolvente implicito en agua

LUMO HOMO AEgp | LUMO HOMO AEgzp
Cas A —0.972 —5.208 4.236 —1.053 —5.271 4.218
CasB —1.484 —4.792 3.307 | —1.493 —5.252 3.759
CasC —0.925 —5.564 4638 | —0.990 —5.613 4.622
CasD -1.314 —5.682 4368 | —1.477 —5.638 4.161
CasE —-1.023 —5.185 4162 | -1.110 —5.276 4.166
CasF —1.587 —5.484 3.898 | -—1.447 —5.382 3.935
Cas G —2.223 —5.886 3.662 | —2.394 —5.835 3.441
Cas H —2.780 —5.365 2585 | —2.810 —5.475 2.664
CasJ —1.232 —=5.705 4473 | -1.263 —5.747 4.483
Cas K —-1.223 —-5.393 4170 | -1.232 —5.389 4.157
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Se evaluaron los descriptores de reactividad global para los compuestos de interés: potencial
quimico (p), electronegatividad (), dureza (1), blandura (S) e indice de electrofilicidad (o)
de acuerdo con la teoria DFT conceptual. En vacio (Tabla 5y Figura 19), se observa que el
potencial quimico de las casiarinas H, G y F son los que tienen un menor valor por lo que
son mas viables a intercambiar densidad electrénica, pero éstas se clasificarian en
electrofilicas; mientras que las casiarinas A, E y B llegarian a reaccionar como nucleofilos.
En el parametro de electronegatividad, las casiarinas H, G y F con las que mayores valores
tienen, 4.072, 4.054 y 3.536 eV, respectivamente, por lo que estas moléculas tienen una
mayor resistencia a la pérdida de la densidad electronica, lo que concuerda con el potencial
quimico al ser clasificadas como electréfilos. Las moléculas mas duras son las casiarinas C,
Jy D, los valores son 4.622, 4.473 y 4.368 eV, respectivamente, por lo que éstas tienen una
mayor resistencia al cambio en la densidad electrdnica, al contrario de las casiarinas H, B y
G, que son blandas, por lo que estds son mas accesibles a este intercambio de densidad
electronica. Por ultimo, en el pardmetro del indice de electrofilicidad se tiene que las
casiarinas H, G y F, son las que tendran una mayor estabilizacion energética cuando reciban
una cantidad adicional de densidad electrénica. A partir del analisis de los parametros de
reactividad quimica global y el AEgap, Se observa que las moléculas con mayor facilidad para
reaccionar con otras especies quimicas son principalmente las casiarinas H, G, B y F, dado
que presentan brechas energéticas mas pequefias y valores elevados en el indice de
electrofilicidad, por tanto, un cardcter electrofilico mas pronunciado. Esta tendencia esta
relacionada con la presencia de un mayor numero de grupos funcionales reactivos como éster,
carbonilo, hidroxilo y éter. En contraste, con la casiarina C, que exhibe un mayor valor de
AEgsp y dureza, lo que sugiere una menor reactividad quimica y una mayor estabilidad frente
a procesos de transferencia electronica y en su estructura quimica tiene a grupos metilo como
sustituyentes, los cuales contribuyen a incrementar su estabilidad y reducir su susceptibilidad

a reaccionar.
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Tabla 5. Valores de los descriptores de reactividad global (en eV) para las casiarinas,
usando el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) en vacio y en disolvente implicito en agua.

Compuesto Vacio Disolvente implicito en agua
B X n S © B X n S Q
Cas A -3.090 3.090 4.236 0.236 1.127 | -3.162 3.162 4.218 0.237 1.185
CasB —-3.138 3.138 3.307 0.302 1.489 | -3.372 3.372 3.759 0.266 1.513

CasC —3.245 3.245 4638 0.216 1.135 | —-3.301 3.301 4.622 0.216 1.179
CasD —3.498 3.498 4.368 0.229 1.400 | —3.558 3.558 4.161 0.240 1.521
CasE —3.104 3.104 4.162 0.240 1.157 | -3.193 3.193 4.166 0.240 1.224
CasF —3.536 3536 3.898 0.257 1.603 | -3.414 3.414 3.935 0.254 1.481
Cas G —4.054 4.054 3.662 0.273 2.244 | —4.114 4114 3.441 0.291 2.460
CasH —4.072 4.072 2585 0.387 3.207 | —4.142 4.142 2.664 0.375 3.220
CasJ —3.468 3.468 4.473 0.224 1.345 | —3.505 3.505 4.483 0.223 1.370
Cas K -3.308 3.308 4.170 0.240 1.312 | -3.311 3.311 4.157 0.241 1.318
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Figura 19. Gréfico de los valores de los parametros de la reactividad quimica global de las
casiarinas en vacio.

Con las moléculas optimizadas en disolvente implicito en agua (Tabla 5 y Figura 20). La
casiarina H es la que tiene el menor valor en el potencial quimico con —4.142 eV y el mas
alto valor en la electronegatividad, por lo que la hace una especie electrofilica, le siguen las
casiarinas G y D, esta ultima no tuvo este comportamiento en vacio. Las casiarinas H, Gy
B son las que tienen una menor dureza y por ende una mayor blandura, al igual que en fase
vacio. Sin embargo, con la casiarina D, disminuy6 la dureza y aument6 la blandura con
respecto a la fase vacio. En el indice de electrofilicidad los valores mas altos fueron para las
mismas casiarinas, Hy G, pero después le siguio la casiarina D, por lo que si recibe densidad
electronica adicional podra estabilizarse con mayor facilidad. Analizando estos parametros y

el AEgqp, las casiarinas H, G y B en solvente implicito en agua son las especies quimicas que
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con mayor facilidad podran reaccionar, sin embargo, la casiarina D por sus resultados
obtenidos en esta fase, podria también facilmente reaccionar. A partir del analisis de los
parametros de reactividad quimica global, se eligieron a las casiarinas B, D, G y H para
realizar el estudio de acoplamiento molecular, debido a que su mayor capacidad para

interaccionar con otras especies quimicas, especificamente con la enzima PvPMV
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Figura 20. Gréfico de los valores de los parametros de la reactividad quimica global de las
casiarinas en fase acuosa.

En la Figura 21 se observa la comparacion de los parametros de reactividad quimica global
en vacio y en disolvente implicito en agua de la casiarina B. En vacio los valores de potencial
quimico y blandura son més grandes, mientras que en disolvente implicito los valores de
electronegatividad, blandura e indice de electrofilicidad son mas altos. En la Figura 22, en el
caso de la casiarina G, los valores de potencial quimico y dureza disminuyeron en disolucion
acuosa, mientras que en la electronegatividad, blandura e indice de electrofilicidad, sus
valores aumentaron, por lo que es mas reactiva. En la casiarina H (Figura 23), los valores del
potencial quimico y blandura disminuyeron en disolvente implicito y los pardmetros de
electronegatividad, dureza e indice de electrofilicidad aumentaron. Estas variaciones en los
parametros de reactividad quimica se deben al disolvente polar, agua, que se usé en el modelo
de solvatacion implicito SMD, ya que estabilizo cargas y dipolos, haciendo los resultados

mas realistas, ya que las casiarinas interactuarian en medio fisioldgico.
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Figura 21. Grafico de comparaciones de los parametros de reactividad quimica global de la
casiarina B en vacio y en disolvente implicito.
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Figura 22. Grafico de comparaciones de los parametros de reactividad quimica global de la
casiarina G en vacio y en disolvente implicito.
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Figura 23. Grafico de comparaciones de los parametros de reactividad quimica global de la
casiarina H en vacio y en disolvente implicito.

5.4 Acoplamiento molecular

En esta seccion se recopilan y discuten los resultados de los célculos de acoplamiento
molecular empleando como blanco terapéutico a la proteina plasmepsina V de Plasmodium
vivax (PvPMV) y como ligandos a las casiarinas B, D, G y H previamente optimizados
considerando un modelo de solvatacion implicita en agua, con el fin de aproximar un entorno
mas cercano a las condiciones bioldgicas. Adicionalmente, se presentan los resultados del
acoplamiento molecular de las casiarinas B, G y H optimizadas en vacio (ver ANEXO B).
Los ligandos elegidos para ambas fases fueron seleccionados con base en los valores
obtenidos de los pardmetros de reactividad quimica global, los cuales sugieren una mayor

capacidad para establecer interacciones moleculares.

5.4.1 Acoplamiento molecular ciego con las casiarinas optimizadas en disolvente implicito
en agua

ArgusLab
Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular ciego entre las casiarinas optimizadas
en disolucion acuosa y la enzima plasmepsina V de Plasmodium vivax (PvPMV), realizados

en ArgusLab, se presentan en la Figura 24. Para las casiarinas B, D, G y H se analizaron las
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conformaciones con las energias de afinidad estimadas mas favorables y su localizacion
respecto al sitio activo de la proteina. En la casiarina B (Figura 24A) se presenta a la
conformacidén con una energia de —7.90 kcal/mol, representada en color azul, que se localiza
en el sitio activo de la proteina. Para la casiarina D (Figura 24B) se identificaron cuatro
conformaciones dentro del sitio activo, con energias de afinidad de —9.63, —8.74, —7.94 y
—7.92 kcal/mol, identificadas con los colores de amarillo, morado, azul medio y rojo
viol&ceo, respectivamente. Estas conformaciones muestran una ocupacion consistente del
sitio activo, lo que sugiere una interaccion favorable entre este ligando y la cavidad catalitica
de PvPMV. En el caso de la casiarina G (Figura 24C) se observaron a tres conformaciones
posicionadas en el sitio activo, con las energias de —7.93 (color rojo), —7.55 (color rosa) y
—7.39 kcal/mol (color oro). Con respecto a la casiarina H (Figura 24D) se analizaron las dos
conformaciones con las energias de afinidad més favorables, con valores de —8.41 y 7.47
kcal/mol, representadas en color azul marino y orquidea, respectivamente. Ambas
conformaciones sen encuentran localizadas en el sitio activo. De manera general, la casiarina
D presento las energias de afinidad estimadas mas favorables en comparacion con el resto de
casiarinas estudiadas en este apartado, ademas de mostrar un mayor numero de
conformaciones localizadas en el sitio activo. Estos resultados sugieren una mayor
complementariedad geométrica y energética entre este ligando y la cavidad catalitica de

PVPMV dentro del marco del acoplamiento molecular.

(B)
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Figura 24. R‘épresentacién tridimensional del acoplamieht(; molecular ciego de las casiarinas
B, D, Gy H con PvPMV (PDB: 4ZL4). Se muestran las conformaciones representativas
obtenidas mediante ArgusLab, con visualizacion en UCSF Chimera.

En la Figura 25 se muestran las interacciones presentes en las mejores conformaciones
seleccionadas para cada casiarina. En el caso de la casiarina B, se identificaron interacciones
tipo alquilo con el residuo 11e78, el cual forma parte de la subcavidad S1, region clave para
el reconocimiento de la leucina en la posicion P1 de la secuencia PEXEL. La presencia de
esta interaccion sugiere que la casiarina B podria imitar parcialmente el reconocimiento del
sustrato natural. Asimismo, se observaron enlaces carbono-hidrogeno con Thr317, residuo
perteneciente a la subcavidad S2, asi como Gly315, este ultimo previamente reportado por
su interaccion con inhibidores de PvPMV [36, 38]. No obstante, también se observé una
interaccion estérica no favorable, lo que podria afectar la estabilidad relativa del complejo.
Asimismo, se identificaron interacciones de van der Waals con los residuos GIn183 y
Glul41 PvPMV, que forman parte de la subcavidad S3, region clave en la especificidad del
sustrato, ya que participan en el reconocimiento de la arginina en la posicion P3 del motivo
PEXEL. Si bien estas interacciones son débiles, contribuyen a la estabilidad del ligando-
receptor. Para la casiarina D se selecciond la conformacién con la mejor energia de afinidad,
debido a que representa el complejo ligando-proteina mas estable desde el punto de vista
energeético. Esta mostro interacciones m-anion con Glul41l, n-par solitario con Thr317, un
enlace de hidrogeno con Asp313y contacto de van der Waals con los residuos 11e78, GIn183,
Leu3ll, Val434, 11e439, las cuales forman parte de las subcavidades S1, S2 y S3 de la
plasmepsina V y participan de manera coordinada en el reconocimiento del motivo PEXEL.

Con la casiarina G se eligié la conformacidn con una energia de afinidad de —7.55 kcal/mol,
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ya que es la que presenta interacciones con los residuos clave: w-anion con Thr317, residuo
perteneciente a la subcavidad S2, cuya ocupacion completa se ha sugerido que puede
incrementar significativamente la afinidad del inhibidor hacia la plasmepsina V. Asimismo,
se observaron interacciones de tipo alquilo con 11e78, localizado en la subcavidad S1, region
responsable del reconocimiento de la leucina en la posicion P1 de la secuencia PEXEL. Sin
embargo, también se identificd una interaccion no favorable aceptor-aceptor, lo que podria
reducir la estabilidad del complejo. Finalmente, con la casiarina H se muestra la
conformacién que obtuvo la mejor energia de afinidad, la cual tiene interacciones de enlace
carbono-hidrogeno con Glul4l y enlace de hidrogeno con Thr317, aminoécidos que
conforman las subcavidades de S3 y S2, respectivamente.

Al comparar las interacciones observadas, se identifico que las casiarinas D y G comparten
una interaccion m-anion con Glul4l, mientras que las casiarinas B y G presentan
interacciones de tipo alquilo con 11e78. Estas similitudes sugieren patrones de interaccion
comunes dentro del sitio activo de PvPMV. En particular, Glul41, al formar parte de la
subcavidad S3, participa en el reconocimiento de la arginina en la posicion P3 del motivo
PEXEL, mientras que lle78 perteneciente a la subcavidad S1, contribuye al reconocimiento
de la leucina en la P1 de dicha secuencia.

Analizando estos resultados, la casiarina D es la que mostr6 el mayor nimero de
interacciones con los residuos aminoacidicos relevantes, ademas de establecer un enlace de
hidrogeno con uno de los dos acidos asparticos involucrados en la hidrdlisis de proteinas.
Esta observacion podria estar relacionada con su mayor tamafio y complejidad estructural, al
presentar un esqueleto triciclico y biciclico que le permite ocupar de manera mas amplia la
cavidad catalitica. Por el contrario, la casiarina G, mostré un menor nimero de interacciones
con residuos claves y una energia de afinidad estimada menos favorable dentro del conjunto

analizado.
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Figura 25. Interacciones de la casiarina B (A), casiarina D (B), casiarina G (C) y casiarina
H (D) con los aminoacidos de la proteina PvPMV (ID PDB: 4ZL4) obtenidas del
acoplamiento molecular ciego en ArgusLab, representados en 2D en Discovery Studio.

AutoDock4

En el acoplamiento molecular ciego de la casiarina B, se analizaron las conformaciones con

los mejores valores de energia de afinidad, —4.24 y —4.20 kcal/mol, representados en los

colores rojo ladrillo y verde oliva oscuro, respectivamente (Figura 26A). Con la casiarina D,
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se identifico una conformacion ubicada en el sitio activo con la energia de afinidad de —5.20
kcal/mol visualizada en color magenta oscuro (Figura 26B). La casiarina G solo una
conformacién se encuentra del sitio activo de la enzima, la cual se representa en color beige
claro y su energia de afinidad es de —4.97 kcal/mol (Figura 26C). En la casiarina H se
identificaron dos conformaciones presentes en el sitio catalitico, con las energias de afinidad
de —4.62 y —3.65 kcal/mol (Figura 26D), con los colores rojo anaranjado y gris claro,
respectivamente. De manera general, las energias de afinidad estimadas obtenidas mediante
AutoDock4 son menos favorables en comparacion con las calculadas en ArgusLab. No
obstante, en ambos programas la casiarina D presento la energia de afinidad estimada méas
favorable dentro del conjunto analizado, lo que sugiere una mayor complementariedad

energética con la cavidad catalitica de PvPMV.

(A)

{

Figura 26. Representacion tridimensional del acoplamiento molecular ciego de las casiarinas
B, D, Gy H con PvPMV (PDB: 4ZL4). Se muestran las conformaciones representativas
obtenidas mediante AutoDock4, con visualizacion en UCSF Chimera.
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En el caso de la casiarina V (Figura 27A), la conformacion seleccionada presenta una
interaccion con w-alquilo con 1le78 y una n-c con Tyrl39, ambos pertenecientes al
subcavidad S1 (ver Figura 10). También presenta un puente de hidrégeno con T317 y dos
interacciones m-anion con Glul4l, residuos localizados en los subcavidad S2 y S3,
respectivamente. Ademas, se observan interacciones de van der Waals con VVal188, 11e439 y
con los dos acidos asparticos Asp80 y Asp313, estos Ultimos de especial relevancia catalitica
dado que son los responsables de la hidrélisis de proteinas para la exportacion de estas. No
obstante, se identifico una interaccion no favorable con Tyr59, lo que podria generar cierta
desestabilizacion en el complejo. En el caso de la casiarina D (Figura 27B), las interacciones
con los aminoacidos de interés incluyen un puente de hidrégeno con Thr317, el cual podria
contribuir a su estabilidad dentro del sitio activo, asi como una interaccion con de w-anion
con Glul41ly un enlace carbono hidrégeno con GIn183, estos dos residuos pertenecientes al
subcavidad S3 (ver Figura 10). La conformacion de la casiarina G (Figura 27C) tiene
interacciones m-alquilo con 11e78, m-anion con Glul4l y dos puentes de hidrogeno con
Thr317, ademas de tener las interacciones de van der Waals con GIn183 y Val188. Todos
estos residuos forman parte de las subcavidades antes mencionados. Con la casiarina H
(Figura 27D), se describen las interacciones de la primera conformacion, ya que es la que
muestra un mayor contacto con los residuos relevantes. En esta se observa una interaccion 7-
alquilo con 11e78, una interaccion m-anidon con Glul4l y dos puentes de hidrogeno con
Thr317. Las interacciones de van der Waals involucran a Tyr139, GIn183 y Val188. Sin
embargo, presenta una interaccioén no favorable aceptor-aceptor con Gly315, lo que podria
contribuir a la desestabilizacion del complejo ligando-receptor.

En conjunto, se observa que en las conformaciones de las cuatro casiarinas se presentan
consistentemente puentes de hidrogeno con Thr317 e interaccién m-anién con Glul41l,
residuos que forman parte de los subcavidad S2 y S3 (ver Figura 10), respectivamente, de la
enzima. Otra interaccion recurrente en tres de las cuatro casiarinas es la w-alquilo con 11e78
perteneciente a la subcavidad S1, asi como Leul79, residuo que ha sido previamente
reportado como participante en interacciones con el inhibidor WM36 [36], por lo que dichas
interacciones con los aminoécidos mencionados parecen ser relevantes para el

reconocimiento con la proteina. Como se mencion0 anteriormente, la casiarina D es de las
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gque muestra un mayor numero de interacciones con los residuos, ademéas de tener

interacciones tipo puente de hidrégeno que podrian conferirle una mayor estabilidad en el

complejo ligando-receptor.
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Figura 27. Interacciones de la casiarina B (A), casiarina D (B), casiarina G (C) y casiarina
H (D) con los aminoacidos de la proteina PvPMV (ID PDB: 4ZL4) obtenidas del
acoplamiento molecular ciego en AutoDock4, representados en 2D en Discovery Studio.
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Se puede apreciar en la Tabla 6 la comparacion de las interacciones obtenidas con los dos
programas utilizados para el acoplamiento molecular ciego con las casiarinas optimizadas en
fase acuosa. En la casiarina B no se comparten las interacciones para los mismos
aminoéacidos, aunque si existen residuos en comun, como el 11e78, que en ArgusLab presenta
una interaccion alquilo y en AutoDock4 de tipo m-alquilo. Con la casiarina D se observa la
interaccion de van der Waals con 11e78 y la de m-anion con Glul41; ademas, el residuo
Thr317 muestra una interaccion n-par solitario en uno de los programas y un enlace de
hidrogeno en el otro. En la casiarina G se presenta la interaccion de van der Waals con
GIn183 y la de mw-anion con Glul41; asimismo en Arguslab se observa una interaccion de
alquilo con 11e78, mientras que en AutoDock4 corresponde a m-alquilo. Por ultimo, en la
casiarina H se reportan la interaccion de van der Waals con GIn183y el enlace de hidrogeno
con Thr317. El residuo Glul41 aparece como interaccion de enlace carbono-hidrégeno en
uno de los programas y como interaccion m-anion en el otro. En general, los compuestos que
mas comparten un mayor nimero de interacciones coincidentes entre ambos programas son

las casiarinas D y G, particularmente la interaccion de w-anion con el residuo de Glu141.

Tabla 6. Interacciones de las casiarinas optimizadas en disolvente implicito en agua con los
aminoéacidos de interés obtenidos en ArgusLab y AutoDock4.

ArgusLab | AutoDock4
Compuesto - ———
Interacciones con el amino4cido
Casiarina B van der Waals: Glul41, GIn183 | van der Waals: Asp80, Val188,
Enlace carbono hidrégeno: Asp313, 11e439
Thr317 Enlace de hidrégeno: Thr317
Alquilo: 11e78 m-anion: Glul4l
n-alquilo: 11e78
Casiarina D van der Waals: 11e78, GIn183, van der Waals: 11e78
Val434, 11e439 Enlace de hidrégeno: Thr317
Enlace de hidrogeno: Asp313 Enlace carbono hidrogeno:
n-anion: Glul41 GIn183
n-par solitario: Thr317 m-anion: Glul41l
Casiarina G van der Waals: GIn183 van der Waals: Tyr139, GIn183,
Alquilo: 11e78 Val188
n-anion: Glul41 m-alquilo: 11e78
No favorable aceptor-aceptor: m-anion: Glul41l
Thr317 Enlace de hidrégeno: Thr317
Casiarina H van der Waals: GIn183 van der Waals: GIn183, Val188
Enlace de hidrogeno: Thr317 n-anion: Glul41
Enlace carbono-hidréogeno: n-alquilo: 11e78
Glul41 Enlace de hidrégeno: Thr317
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5.4.2 Acoplamiento molecular dirigido con las casiarinas optimizadas en disolvente
implicito en agua.

AutoDock Vina

El acoplamiento molecular dirigido se realizo para las casiarinas B, D, G y H optimizadas en
disolvente implicito en agua, las mismas empleadas previamente en los acoplamientos
moleculares ciegos realizados con los programas en ArgusLab y AutoDocK4. En este caso
se utilizé el programa AutoDock Vina con el objetivo de analizar con mayor detalle las
interacciones dentro del sitio activo previamente definido.

En el acoplamiento molecular dirigido de la casiarina B, se analizaron las dos
conformaciones con las energias de afinidad estimadas més favorables y con mayor nimero
de contactos con residuos de interés. La primera (Figura 28A) presentd una energia de
afinidad estimada de —8.40 kcal/mol visualizada en color siena, mientras que en la segunda
de color orquidea (Figura 28B) tiene un valor de —8.00 kcal/mol. Ambas conformaciones

difieren notablemente en su orientacién espacial dentro del sitio activo.

(A) (B)
/ -

Figura 28. Representacion tridimensional de la casiarina B, (A) Primera conformacion, (B)
segunda conformacion. Visualizado en UCSF Chimera

Los residuos que interacttan con la primera conformacion se muestran en las Figuras 29A 'y
30A. En esta pose, se observa una doble interaccion m-anion con el residuo Glul41, con el

sistema aromatico con oxigeno y otra con el anillo adyacente; este residuo forma parte del
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subcavidad S3 (ver Figura 10). Asimismo, se identificaron interacciones w-alquilo con Ala60,
n-6 con Leul79 y un puente de hidrogeno con His320. Las interacciones de van der Waals
con los aminoéacidos de interés son 11e78, GIn183 y Thr317. En la segunda conformacion,
se presenta una interaccion w-anion con el oxigeno del &cido carboxilico de GInl141 y los
electrones deslocalizados del sistema aromatico. El residuo Thr317 establece un puente de
hidrégeno con el oxigeno del sistema aromético, ademés de dos interacciones de puente de
hidrogeno donador-r con el mismo anillo. También se observa un enlace carbono-hidrégeno
con Gly315. Las interacciones de van der Waals se establecen con los residuos de 11e78,
Tyr139, 11e439 y con los acidos asparticos cataliticos Asp80 y Asp313.

En ambas conformaciones se conserva la interaccion de n-anion entre Glul41 y el sistema
aromatico con oxigeno, lo que resalta la importancia de la estructura del ligando en el proceso

de reconocimiento en el sitio activo.
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Figura 29. Interacciones de la casiarina B con los aminoéacidos de la enzima PvPMV (1D
PDB:4ZL4). (A) Primera conformacion y (B) segunda conformacion. Obtenidas del
acoplamiento molecular dirigido en AutoDock Vina, representados en 2D en Discovery
Studio.
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Figura 30. Interacciones de las conformaciones de la casiarina B con los aminoacidos de la
enzima PvPMV (ID PDB:4ZL4). (A) primera conformacion y (B) segunda conformacion.
Obtenidas del acoplamiento molecular dirigido en AutoDock Vina, representados en 3D en
Discovery Studio.

GLU 141

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular de la casiarina D, se presentan en la
Figura 31, se muestran a las dos mejores conformaciones, las cuales tienen las energias de
afinidad de —9.8 kcal/mol (Figura 31A) visualizada en color gris medio oscuro y —9.2

kcal/mol de color rojo oscuro (Figura 31B).

(A) (B)

Figura 31. Estructura tridimensional del acoplamiento molecular dirigido de la casiarina D,
realizado en AutoDock Vina y visualizado en UCSF Chimera. (A) Primera conformacion y
(B) segunda conformacion.

Las interacciones correspondientes a las dos conformaciones reportadas se muestran en las

Figuras 32 y 33. En la primera conformacion (Figura 32A y 33A) se identifican dos
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interacciones de puente de hidrégeno: uno con Tyr61 y con Thr317, el cual se establece a
través del oxigeno del sistema biciclico. Ademas, se observa una interaccion m-anion entre
Glul4l y el anillo del sistema biciclico. Esta conformacion también presenta diversas
interacciones n- alquilo con los residuos Tyr59, Ala60, Tyr6l y Leul79. En la segunda
conformacién (Figura 32 y 33B) se identifican dos puentes de hidroégeno con Thr317: uno
con el nitrégeno del sistema triciclico y otro con Tyr182 mediante el hidrégeno del grupo
hidroxilo del mismo sistema. También se presenta una interaccion m-anion entre Glul141y el
anillo piridinico fusionado. Adicionalmente, se observa una interaccion tipo alquilo con
11e78, asi como interacciones n-alquilo con Ala60 y Leul79, no obstante, estos dos ultimos
residuos no son de especial relevancia, dado que no pertenecen a las subcavidades
previamente descritos. Las interacciones que se repiten en ambas conformaciones son las de
n-anién con Glul4l y el puente de hidrogeno con Thr3l17; no obstante, en cada
conformacion estas interacciones se establecen con atomos distintos de la molécula.
Asimismo, se observan interacciones m-alquilo con Leul79 y Ala60, aunque estas no forman
parte de las subcavidades antes mencionadas. Estas interacciones sugieren la relevancia de

dichos residuos en el reconocimiento molecular dentro del sitio activo.
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Figura 32. Interacciones de la casiarina D con los residuos de la enzima PvPMV (ID PDB:
471 4). (A) Primera conformacion y (B) segunda conformacion. Representados en 2D en
Discovery Studio.
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Figura 33. Interacciones de las conformaciones de la casiarina D con los aminoacidos de la
enzima PvPMV (ID PDB:4ZL4). (A) Primera conformacion y (B) segunda conformacion.
Representados en 3D en Discovery Studio.

Con la casiarina G, se muestran las dos conformaciones con las mejores energias de afinidad.
La primera tiene una energia de afinidad de —7.2 kcal/mol de color azul acero (Figura 34A)

y la segunda de —7.1 kcal/molvisualizada en color marron rosado (Figura 34B),

(A) (B)

Figura 34. Estructura tridimensional del acoplamiento molecular dirigido de la casiarina G,
realizado en AutoDock Vina y (A) Primera conformacion y (B) segunda conformacion.
Representados en Discovery Studio.

En la primera conformacion (Figura 35A y 36A) se observa un enlace carbono-hidrégeno
con el residuo Glul41, establecido entre el oxigeno del acido carboxilico y el metilo del

grupo éter. Ademas, se observa una interaccion m-anion entre el mismo oxigeno y los
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electrones deslocalizados del anillo piridinico. Se presenta igualmente un puente de
hidrégeno entre Thr317 y el nitrogeno del sistema triciclico. Otras interacciones relevantes
incluyen dos interacciones m-alquilo entre el residuo Ala60 y dos de los anillos del sistema
triciclico y una interaccion n-o entre el residuo Leul79 y los electrones deslocalizados del
anillo piridinico. Asimismo, se presenta una interaccion m-alquilo entre el mismo residuo y
los electrones deslocalizados del anillo benzoico. Las interacciones de van der Waals con los
residuos que forman parte de los subcavidad (ver Figura 10) son 1le78 y Glul4l. En la
segunda conformacion (Figura 35 y 36B), las interacciones principales con los residuos
aminoacidicos de interés corresponden a tres puentes de hidrogeno con Thr317: dos de ellos
con el oxigeno del doble enlace y uno con el oxigeno del éter. Otro residuo de importancia
es el 11e439, que presenta una interaccién de tipo alquilo con el sustituyente metilo del anillo
piridinico. Adicionalmente, se observan interacciones con aminoacidos que no pertenecen a
las subcavidades (ver Figura 10) previamente descritos, tales como una interaccion n-cation
con His320 y una doble interaccién de apilamiento amida-t con Cys140. Cuenta
interacciones de van der Waals con los residuos Glul41l, Val434 y Asp313, este ultimo de
mucha importancia catalitica, dado que es uno de los acidos asparticos necesarios para la
hidrélisis de proteinas. El residuo Thr317 es el que repite la interaccion de puente de

hidrégeno en ambas conformaciones, sin embargo, se presenta en diferentes atomos de la

caslarina.
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Interacciones Interacciones
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Figura 35. Interacciones de la casiarina G con los residuos de la enzima PvPMV (1D PDB:

4Z1.4). (A) Primera conformacion y (B) segunda conformacion. Obtenidas del acoplamiento
molecular dirigido en AutoDock Vina, representados en 2D en Discovery Studio.
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Figura 36. Interacciones de las conformaciones de la casiarina G con los aminoacidos de la
enzima PvPMV (ID PDB:4ZL4). (A) primera conformacion y (B) segunda conformacion.
Obtenidas del acoplamiento molecular dirigido en AutoDock Vina, representados en 3D en
Discovery Studio.

En el acoplamiento molecular dirigido de la casiarina H se analizaron las dos conformaciones
que presentaron las interacciones mas relevantes con los residuos del sitio activo. En la
primera conformacion (Figura 37A), la energia de afinidad fue de —7.5 kcal/mol de color
purpura medio, mientras que, en la segunda, de color gris pizarra oscuro (Figura 37B), fue
de —7.00 kcal/mol. En ambos casos, las conformaciones se observan ligeramente desplazadas

del sitio activo de la enzima.

(A)
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Figura 37. Representacion tridimensional del acoplamiento molecular de la casiarina H (A)
Primera conformacion y (B) segunda conformacion (ID PDB: 4ZL4). Obtenidas del
acoplamiento molecular dirigido en AutoDock Vina, representados en 2D en Discovery
Studio.

En la primera conformacion (Figura 38A y 39A), se identifican interacciones n-c con
Leul79, asi como puentes de hidrogeno con His320 y con Thr317; este Ultimo se establece
con el oxigeno del acido carboxilico. También se observa una interaccion no favorable
aceptor-aceptor con Ser316, lo cual podria disminuir la estabilidad del complejo. También
se observan interacciones de van der Waals con Val434, residuo que forma parte del
subcavidad S2 (ver Figura 10). En la segunda conformacion (Figura 38B y 39B), se observa
un enlace carbono-hidrégeno entre Glul41 y el metilo terminal del acido carboxilico. Este
mismo residuo establece una interaccion m-anidn con uno de los anillos del sistema triciclico.
Otras interacciones que se aprecian son 7-c con Leul79, w-alquilo con Ala60 y un puente de
hidrogeno con His320, sin embargo, estos residuos no se encuentran reportados como parte
de las subcavidades (ver Figura 10). Las interacciones de van der Waals se presentan con
1le78 y Thr317, ambos residuos forman parte de las subcavidades S1y S2, respectivamente.
En ambas conformaciones se conserva la interaccion m-c con Leul79, un puente de

hidrogeno con His320 y el enlace carbono hidrégeno con el mismo metilo.
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Figura 38. Interacciones de la casiarina H con los residuos de la enzima PvPMV (1D PDB:
4ZL4). (A) Primera conformacion y (B) segunda conformacion. Representados en 2D en
Discovery Studio.
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Figura 39. Interacciones en 3D de las conformaciones de la casiarina H con los aminoacidos
de la enzima PvPMV (ID PDB:4ZL4). (A) primera conformacion y (B) segunda
conformacién. Representados en Discovery Studio.

La molécula con la mejor energia de afinidad fue la casiarina D, con un valor de —9.8
kcal/mol, ademés de presentar un mayor nimero de interacciones con los residuos
aminoacidicos, seguida de la casiarina B con —8.4 kcal/mol. En conjunto, ambas muestran
una mayor estabilidad dentro del complejo ligando-receptor. En las casiarinas B, D y G se
observa consistentemente la interaccion de m-anion con el residuo Glul141; en el caso de la
casiarina H esta interaccion se muestra en la segunda conformacion. Es importante sefialar
que el Glul41 forma parte del subcavidad S3 (ver Figura 10), lo que podria desempefiar un
papel relevante en el reconocimiento de este tipo de compuestos. Otra interaccion recurrente
es el puente de hidrogeno con Thr317, presente en las casiarinas D, G y H. Este residuo se
encuentra en el subcavidad S2 (ver Figura 10). En la casiarina B, la interaccion se observa
en la segunda conformacion. En conjunto, esto indica que las casiarinas se caracterizan por
tener estas interacciones con Glul41l y Thr317. Asimismo, se identifico la interaccion -
alquilo con Ala60, la cual se repite en las casiarinas B, D, G, y aparece en la casiarina H en
su segunda conformacion. Otra interaccion observada es la n-c con Leu79, presente en las

casiarinas B, G y H. Aunque estos dos ultimos residuos no estan reportados como parte de
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los subcavidad, su recurrencia sugiere que podria ser una caracteristica adicional del modo
de union de las casiarinas en la enzima PvPMV.

Por lo que la casiarina D podria ser un inhibidor de la enzima PvPMV, ya que es la que tiene
la mejor energia de afinidad, ademas de que en el acoplamiento molecular ciego present6 un
puente de hidrégeno con Asp313, que es uno de los &cidos asparticos necesarios para la
incision de la secuencia PEXEL. Otro compuesto que obtuvo interacciones con los residuos
aminoacidicos de interés es la casiarina B, ademéas que presentd una buena energia de
afinidad, comparada con las otras dos.

En conjunto, los resultados del acoplamiento molecular muestran que las casiarinas presentan
un patrén de reconocimiento consistente dentro del sitio activo de PvPMV, caracterizado
principalmente por interacciones recurrentes con los residuos Glul41y Thr317, localizados
en las subcavidades S3 y S2, respectivamente. Importantes para el reconocimiento de la
secuencia PEXEL. La casiarina D destaco por presentar la mejor energia de afinidad y un
mayor numero de interacciones con residuos de interés, incluyendo Asp313 en el
acoplamiento molecular ciego, lo que sugiere un posible comportamiento inhibitorio. No
obstante, las energias de afinidad deben interpretarse de manera cualitativa, ya que los
calculos no consideran explicitamente el estado de protonacion ni el efecto del pH, factores
relevantes en enzimas asparticas. En este sentido, los resultados permiten identificar residuos
clave y modos de union recurrentes mas que establecer afinidades absolutas, proporcionando

una base estructural para estudios posteriores bajo condiciones fisioldgicas mas realistas.

5.5 Propiedades fisicoguimicas in silico

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas in silico para las casiarinas (Tabla 7). En el
parametro Log P, los valores oscilan entre 1.65 a 5.54, lo que indica que la mayoria de las
casiarinas presentan un perfil de lipofilicidad compatible con la permeabilidad pasiva a traves
de membranas bioldgicas. Las casiarinas D, E y F muestran los valores més elevados de Log
P, lo que sugiere una mayor afinidad lipofilica, lo cual podria representar una posible
limitacién para su administracion oral, debido a un impacto negativo en la solubilidad y
biodisponibilidad. No obstante, es importante destacar que en este trabajo se reporta
unicamente una prediccion y que el servidor empleador genera cinco métodos distintos de

estimacion lipofilica; por ello, los valores pueden variar entre métodos. Los valores obtenidos
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para Log S se encuentran —5.82 a —2.50. con base a este rango, las casiarinas presentan una
solubilidad que va de moderada a adecuada, lo que sugiere que estos compuestos podrian
exhibir una absorcion y distribucion favorables en el organismo. Respecto al peso molecular,
las casiarinas se encuentran en el rango de 213.23 a 445.46 g/mol, siendo la casiarina D la de
mayor masa, lo que implica un mayor volumen molecular. Los enlaces aceptores de
hidrégeno varian entre 2 y 5, mientras que los donadores se encuentran entre 0y 3. El nimero
de enlaces rotables va de 0 y 6; las casiarinas A, C y K no presentan enlaces rotables, por lo
que son moléculas rigidas, lo cual podria dificultar su ajuste conformacional al unirse con un
receptor. Las demds casiarinas presentan una rigidez moderada, lo que favorece su
estabilidad conformacional y su capacidad de interaccion con sitios activos proteicos. La
accesibilidad sintética va de 2.79 a 4.51, indicando que estos compuestos son desde
facilmente hasta moderadamente sintetizables. La casiarina E presenta el valor mas alto, lo
que sugiere una mayor complejidad sintética, coherente con su peso molecular y la presencia
de dos sistemas triciclicos fusionados. Todas las casiarinas cumplen con la regla de Lipinski
[69], lo cual corrobora con los resultados mostrados en la Tabla 10, sin embargo, se observa
que, en Log P, las casiarinas E y F parecen violar esta regla al presentar valores de 5.22 y
5.54, respectivamente. Es importante sefialar que el servidor SwissADME aplica el método
MLOGP para determinar este criterio [67], mientras que en este trabajo solo se utilizd
exclusivamente WLOGP. Por lo tanto, de acuerdo con la evaluacion de SwissADME, se
puede deducir que todas las casiarinas estudiadas presentan una adecuada capacidad para ser
absorbidas de forma oral, incluyendo permeabilidad y absorcién intestinal favorables.

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas, accesibilidad sintética y violacion de la regla de

Lipinski de las casiarinas.

Propiedades fisicoquimicas

- No.
C t Accesibilidad Violaci
OMPUesto Aceptores Donadores sintética lolactones
Peso de Lipinski
deenlace deenlace Enlaces
LogP LogS molecular de H de H rotables
(@/mol)  igAs)  (HBDs)
Cas A 289 330 213.23 3 1 0 2.96 0
CasB 332 —2.77 313.35 4 0 5 2.79 0
CasC 257 329 21525 3 1 0 2.95 0
CasD 413 —4.86 445.46 7 2 4 4.39 0
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451
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este proyecto de tesis se estudié un grupo de casiarinas en interaccion con la enzima
PVvPVM, que es esencial para el ciclo de vida del parasito Plasmodium, como posibles
compuestos fitoquimicos con propiedades antimalaricas. En primer lugar, se realizaron
calculos de optimizacion y frecuencias vibracionales tanto en vacio como en disolvente
implicito en agua. En estos calculos, las moléculas que més se estabilizaron fueron las
casiarinas B, D, E, F, H, J y G, debido al efecto del disolvente; ademas, estructuralmente
presentaron conformaciones mas compactas, lo que indica una mayor estabilidad estructural
en presencia del disolvente.

En relacion con los orbitales moleculares frontera, en vacio la casiarina H present6 el menor
valor de AEgsp, lo que sugiere una mayor reactividad frente a otras especies quimicas,
mientras que la casiarina C mostré el mayor valor de AEgap, asociado a una mayor estabilidad
y menor reactividad. Este comportamiento general se mantuvo para las moléculas
optimizadas en disolvente implicito en agua, sin embargo, en este medio en la casiarina D
el valor de AEgsp disminuye considerablemente. De acuerdo con los parametros de
reactividad quimica global, en vacio las casiarinas con mayor tendencia a interactuar con
otras especies quimicas fueron principalmente H, G y B, mientras que en disolvente implicito
en agua este comportamiento se observo en las casiarinas H, G, By F.

En el acoplamiento molecular ciego con las casiarinas B, D, G y H optimizadas en
disolucion acuosa —también seleccionadas con base en los pardmetros de reactividad
quimica— se llevo a cabo utilizando ArgusLab y AutoDock4. En ambos programas se
observo que la casiarina D presento la mejor energia de afinidad de —9.63 kcal/mol y —5.20
kcal/mol, ademéas de establecer el mayor nimero de interacciones con los residuos
aminoacidicos del sitio activo, incluyendo un enlace de hidrégeno con el residuo Asp313,
uno de los dos acidos asparticos cataliticos involucrados en la hidrélisis de proteinas durante
el ciclo de vida del parasito Plasmodium. En el resto de las casiarinas se identifico de manera
recurrente la interaccion m-anion con Glul4l y puente de hidrogeno con Thr317,
observandose con mayor frecuencia en los resultados obtenidos con AutoDock4. En el
acoplamiento molecular dirigido, la casiarina D también presentdé la mejor energia de

afinidad, seguida de la casiarina B, manteniéndose las interacciones w-anién con el residuo
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Glul41l y puente de hidrogeno con Thr317. Con base en estos resultados, la casiarina D se
perfila como el posible inhibidor méas prometedor de la enzima PvPMV, seguida de la
casiarina B.
Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos de las propiedades fisicoquimicas in
silico y considerando la regla de Lipinski, evaluadas mediante el servidor SwissADME, se
puede concluir que todas las casiarinas estudiadas presentan una adecuada capacidad para ser
absorbidas por via oral. Asimismo, los valores de accesibilidad sintética indican que estos
compuestos se encuentran en un rango de facil a moderadamente sintetizables, lo que
refuerza su potencial como candidatos a farmacos.
Como perspectivas del proyecto seria recomendable en futuros trabajos:
1. Extender los estudios de solvatacion empleando tanto modelos implicitos como
explicitos con diferentes disolventes.
2. Validar los minimos de energia mediante con algun método tedrico, para garantizar
que las geometrias optimizadas corresponden a verdaderos minimos.
Los hallazgos de esta investigacion abren varias lineas de trabajo en un futuro, entre las que
destacan:
e Realizar estudios de dinamica molecular para evaluar la flexibilidad conformacional
de las casiarinas y su posible influencia en la interaccion con blancos biolégicos.
e Extender el estudio a otros compuestos con actividad antimalarica reportados en

plantas nativas de México y del continente americano.
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ANEXO A

Las estructuras cristalogréficas de las casiarinas A-K no se encuentran disponibles en las
distintas bases de datos, por lo que se realizo un analisis de RMN de H' y C®3 con el fin de
validar el método de calculo empleado.

En el siguiente apartado se presentan los espectros experimentales de RMN de C'3y H! de
las casiarinas, asi como los valores de los desplazamientos quimicos tedricos de RMN de C*3
y H! correspondientes, calculados con el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) tanto en vacio
como en disolvente implicito en agua.

En las Figuras A1 y A2 se muestran los espectros experimentales de RMN de C®y HY,
respectivamente, de la casiarina A. En la Tabla Al y A2, se muestran los valores de los
desplazamientos quimicos de RMN de H!'y C*2 experimentales y tedricos, en vacio y en
disolvente implicito de la casiarina A. Los resultados muestran que los desplazamientos
quimicos tedricos de RMN de 'H, en ambas fases, presentan una buena concordancia con los
valores experimentales, siendo en el disolvente implicito la que exhibe el mejor ajuste. En el
caso de la RMN de C*3 los valores tedricos se encuentran mas alejados de los valores
experimentales en comparacion con los de H!; sin embargo, permanecen dentro de un
intervalo aceptable. Al igual que en RMN de H?, los valores calculados en disolvente

implicito muestran una mejor aproximacion a los datos experimentales.

8 [}

12 cassiarin A
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Figura Al. Espectro experimental de RMN de C**de  Figura A2. Espectro experimental de RMN de H? de
la casiarina A en CDCIs/CDsOD (1:1) [31] la casiarina A en CDCI3/CD3;OD (1:1) [31]
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Tabla Al. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de H! de la casiarina A (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién SHexp 6Hteo, vacio HteO, agua
17 6.70 6.35 6.67
18 6.03 5.77 5.89
19 6.46 5.65 6.27
20 6.48 6.12 6.33
21 2.34 1.73 1.97
22 2.34 2.47 2.38
23 2.34 2.47 2.38
24 2.20 2.16 2.26
25 2.20 2.16 2.26
26 2.20 1.73 1.97

Tabla A2. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C3 de la casiarina A (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSIClén 6Cexp Cteo, vacio Cteo, agua

4 111.5 108.48 109.44
5 138.8 131.94 133.47
6 150.6 144.83 147.28
7 156.4 149.51 151.31
8 113.7 107.30 109.15
9 102.9 93.34 96.48

10 103.7 105.73 104.84
11 149.5 150.65 151.96
12 100.7 91.89 93.23

13 161.5 152.16 158.50
14 164.6 150.83 153.42
15 22.7 25.34 25.19

16 20.1 20.30 20.10

En las Figuras A3 y A4 se muestran los espectros experimentales de la casiarina B, de RMN
de C'?y H?, respectivamente. En la Tabla A3 y A4, se muestran los valores de los
desplazamientos quimicos de RMN de H!y C3 experimentales y tedricos, este Gltimo en
vacio y en disolvente implicito en agua de la casiarina B. Se observa que los valores de RMN
de H! teoricos presentan una buena concordancia con los valores experimentales,

particularmente en vacio. En cuanto a los desplazamientos quimicos teéricos de RMN de C*3,
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estos muestran una mayor desviacion respecto a los valores experimentales, con diferencias
que oscilan entre 14.02 y 0.13 ppm en vacio, y entre 12.72 y 1.43 ppm en disolvente implicito

en agua.

L T LA e T
170 460 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figura A3. Espectro experimental de RMN de C**  Figura A4. Espectro experimental de RMN de H!*
de la casiarina B en CDCI3/CDs0D (1:1) [31]. de la casiarina B en CDCI3/CDs0D (1:1) [31].

Tabla A3. Desplazamientos quimicos experimentales y teéricos de RMN de H! de la casiarina B (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion OHexp  OHieo, vaco  OHtco, agua
24 4.10 3.26 3.20
25 4.10 3.21 3.15
26 1.98 231 2.25
27 1.98 1.43 1.36
28 6.78 5.70 5.64
29 6.74 5.30 5.24
30 2,57 2,50 2.44
31 2,57 2.08 2,02
32 6.48 5.47 541
33 2.50 1.87 1.80
34 2.50 1.77 1.71
35 2,50 2.08 2,02
36 6.60 5.70 5.64
37 2.43 2.18 2.12
38 2.43 1.53 1.47
39 243 2.18 212
40 3.72 3.46 3.40
41 3.72 3.81 3.75
42 3.72 3.81 3.75
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Tabla A4. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3de la casiarina B (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCi()H 6Cexp Scteo, vacio Cteo, agua
6 148.60 134.58 135.88
7 48.00 45.23 46.53
8 109.30 103.55 104.85
9 141.40 127.95 129.25
10 136.50 124.38 125.68
11 23.80 25.67 26.97
12 117.10 111.56 112.86
13 156.70 147.49 148.79
14 97.30 90.52 91.82
15 30.30 32.66 33.96
16 107.90 110.60 111.90
17 168.00 155.16 156.46
18 20.20 20.49 21.79
19 105.10 105.80 107.10
20 174.60 167.36 168.66
21 21.00 21.13 22.43
22 174.40 161.07 162.37
23 52.30 51.31 52.61

En las Figuras A5 y A6 se muestran los espectros experimentales, de RMN de C*y H?,

respectivamente, de la casiarina C. En la Tabla A5 y A6, se muestran los valores de los

desplazamientos quimicos de RMN de H! y C2 experimentales y teoricos, este Gltimo en

vacio y en disolvente implicito en agua de la casiarina C. Los resultados muestran que los

desplazamientos quimicos tedricos de RMN de H! presentan similitud con los valores

experimentales en ambas fases. Con respecto a los valores de RMN de C*2 exhiben una

mayor desviacion, sin embargo, la diferencia maxima observada es de 7.99 ppm en vacio

y de 6.67 ppm en disolvente implicito en agua.
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Figura A5. Espectro experimental de RMN de C*3

ettt
100 @ 80 70
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Figura A6. Espectro experimental de RMN de H!*

de la casiarina C en CD3sOD [78].

Tabla A5. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de H! de la casiarina C (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion 6Hexp 6Hteo, vacio Hteo, agua
17 4.49 4.72 4.65
18 3.13 3.21 3.15
19 3.06 2.92 2.85
20 1.56 1.55 1.48
21 1.56 1.75 1.67
22 1.56 1.45 1.39
23 7.20 7.12 7.08
24 6.48 6.41 6.38
25 6.57 6.41 6.38
26 2.53 2.66 2.58
27 253 2.66 258
28 2.53 2.19 2.14

Tabla A6. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3de la casiarina B (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién 6Cexp 6Cte0, vacio Cteo, agua
4 73.70 74.65 75.98
5 37.80 38.58 39.85
6 110.60 105.99 107.33
7 153.60 150.69 152.25
8 156.90 150.81 152.34



9 139.10 131.69 132.93
10 19.90 20.86 22.04
11 115.60 110.77 112.21
12 103.10 95.11 96.43
13 149.90 148.79 150.16
14 100.00 94.72 96.35
15 159.10 152.11 153.70
16 22.10 23.99 25.16
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En las Figuras A7 y A8 se muestran los espectros experimentales, de RMN de CBy H?,
respectivamente, de la casiarina D. En la Tabla A7 y A8, se tienen los valores de los
desplazamientos quimicos de RMN de H'y C™ experimentales y teoricos, este Gltimo en
vacio y en disolvente implicito en agua de la casiarina D. Los valores de RMN de H!
tedricos muestran similitud con los desplazamientos quimicos experimentales. En el caso
de C®, los valores tedricos también presentan una buena concordancia, aunque con
diferencias ligeramente mayores. En ambos casos, los resultados obtenidos en disolvente

implicito en agua muestran una mejor aproximacion a los valores experimentales.

H = |
| I | ‘ ; | A
| [ | S — —
“ 10 2 i 4 2 ppm 0
FRTPRT i
200 180 160 140 120 100 a0 g0 40 20 o Vo 1 1.00 035 3.08

Figura A8. Espectro experimental de RMN de
H! de la casiarina D en piridina-ds [78].

Figura A7. Espectro experimental de RMN de C*3 de la
casiarina D en piridina-ds [78].

Tabla A7. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de H! de la casiarina D (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion 6Hexp Hteo, vacio Hteo, agua

34 3.32 3.29 3.47
35 3.42 2.84 3.02




36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

2.96
2.83
1.42
1.42
1.42
6.98
7.17
7.02
6.24
2.61
2.61
2.61
7.04
4.37
4.37
7.02

2.37
2.37
2.37

2.94
2.06
2.06
1.17
1.49
6.53
6.81
5.88
5.61
1.95
2.68
2.68
6.53
4.70
2.84
5.83
4.04
3.86
2.06
3.10
1.64

3.02
2.59
1.85
1.50
1.50
6.59
7.16
6.51
5.95
2.18
2.59
2.59
6.69
4.63
3.53
6.59
5.62
5.62
2.59
2.79
1.68

Pagina |85

Tabla A8. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3 de la casiarina D (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién 6Cexp 6Cteo, vacio Cteo, agua
8 78.90 79.12 82.77
9 42.30 43.42 43.85
10 42.90 40.75 41.46
11 152.50 146.57 150.71
12 25.10 26.70 27.05
13 110.30 105.41 106.77
14 154.90 149.09 150.58
15 163.10 156.95 163.14
16 139.00 131.03 132.72
17 103.80 96.82 97.40
18 115.80 110.63 112.48
19 152.40 148.86 150.64
20 101.00 93.26 96.59
21 114.00 110.80 111.35
22 162.50 151.98 154.22




23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

115.10
160.10
178.40
139.20
24.40
102.70
49.80
119.40
162.90
204.60
30.10

112.59
152.78
167.64
137.47
25.23
96.82
49.72
110.63
150.11
194.13
29.33

113.06
154.71
172.43
137.23
25.20
98.04
51.24
114.46
153.89
208.21
30.06
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En las Figuras A9 y A10 se muestran los espectros experimentales, de RMN de C3y H?,

respectivamente, de la casiarina E. En la Tabla A9 y A10, se tienen los valores de los

desplazamientos quimicos de RMN de H! y C® experimentales y teoricos, este Gltimo en

vacio y en disolvente implicito en agua de la casiarina E. A partir de los resultados

obtenidos, se observa que los desplazamientos quimicos tedricos de RMN de H! presentan

una excelente concordancia con los valores experimentales, especialmente en disolvente

implicito en agua, donde el mayor porcentaje de error es de 0.61%, mientras que en vacio

es de 1.25%. En el caso de C*3, se observa un aumento en la diferencia respecto a los

valores experimentales, con un mayor porcentaje de error de 11.11% en vacio y de 8.56%

en disolvente implicito en agua.

200

Figura A9. Espectro experimental de RMN de C*3 de la

casiarina E en piridina-ds [78].

Figura A10. Espectro experimental de RMN
de H! de la casiarina E en piridina-ds [78].
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Tabla A9. Desplazamientos quimicos experimentales y teéricos de RMN de H* de la casiarina E (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién SHexp 6Hteo, vacio HteO, agua
32 3.52 3.28 3.46
33 3.38 2.86 2.99
34 2.90 2.86 2.93
35 2.79 2.02 2.42
36 1.54 2.21 1.98
37 1.54 1.17 1.50
38 1.54 1.48 1.50
39 6.44 5.81 6.00
40 7.04 6.53 6.62
m 7.19 6.81 7.15
42 7.02 5.87 6.49
43 6.84 6.36 6.69
44 6.91 6.22 6.38
45 2.62 1.94 2.17
46 2.52 2.68 2.62
47 2.62 2.68 2.62
48 6.91 5.66 6.30
49 2.50 2.47 2.42
50 2.50 1.75 1.98
51 2.50 2.47 2.42
52 - 4.01 5.60
53 - - }
54 - 3.78 5.42

Tabla A10. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3de la casiarina E (en
ppm) en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién 6Cexp 6Cteo, vacio Cteo, agua
6 79.10 79.03 82.79
7 42.30 43.30 43.82
8 43.10 40.63 41.17
9 152.70 146.70 150.83
10 25.20 26.77 27.03
11 110.40 105.57 106.92
12 155.20 149.25 150.69



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

158.00
139.10
110.00
103.80
150.70
112.90
115.70
152.50
155.90
100.90
162.60
139.20
153.90
113.30
100.00
24.50
101.60
162.20
24.60

153.11
130.99
108.34
96.99
144.56
108.82
110.56
148.71
149.68
93.13
151.96
131.93
150.57
107.46
92.38
25.25
93.31
151.09
25.33

158.08
132.69
108.39
97.47
146.95
109.82
112.42
150.61
151.19
96.46
154.23
133.52
152.11
109.42
93.47
25.21
96.53
153.64
25.21
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En las Figuras A11 y A12 se tienen los espectros experimentales, de RMN de CB®y HY,

respectivamente, de la casiarina F. En la Tabla A11 y A12, se muestran los valores de los

desplazamientos quimicos de RMN de H! y C* experimentales y tedricos, este tltimo en

vacio y en disolvente implicito en agua de la casiarina F. Los resultados indican que los

desplazamientos quimicos tedricos de RMN de H! presentan una alta concordancia con los

valores experimentales. En comparacion, los valores tedricos de C*3 muestran una mayor

desviacién, aungue permanecen dentro de un intervalo aceptable. En ambos casos, en

disolvente implicito en agua presenta un mejor ajuste respecto a los datos experimentales.

AT Ak



Figura A11. Espectro experimental de RMN de C2

de la casiarina F en piridina-ds [79].
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Figura A12. Espectro experimental de RMN de H!
de la casiarina F en piridina-ds [79].

Tabla Al1. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de H* de la casiarina F (en ppm) en
vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion SHexp SHteo, vacio Hteo, agua
33 7.09 6.84 7.14
34 7.01 6.84 7.14
35 6.89 6.60 6.87
36 6.98 5.74 6.41
37 6.91 6.28 6.41
38 3.60 2.88 2.92
39 3.65 2.88 3.18
40 6.99 5.96 6.27
41 2.20 191 2.04
42 2.20 241 2.50
43 2.20 2.49 2.57
44 7.08 6.19 6.27
45 2.26 2.20 2.04
46 2.26 2.20 2.04
47 2.26 1.68 1.89
48 - 3.78 4.70
49 - 3.78 5.43
50 1.97 1.60 2.04
51 1.97 2.08 2.50
52 1.97 1.43 1.46
53 - 3.54 5.00

Tabla A12. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3 de la casiarina F (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCiéﬂ 6Cexp 6Cteo, vacio Cteo, agua
7 119.10 118.01 120.60
8 138.00 131.43 130.59
9 148.30 142.00 144.82
10 111.60 107.47 108.97
11 155.70 149.68 151.29
12 120.00 116.17 120.60
13 154.10 146.56 148.63
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14 139.90 132.87 134.15
15 130.50 124.80 127.90
16 141.20 134.50 139.27
17 134.00 129.33 131.35
18 117.00 113.09 115.03
19 114.20 110.28 111.71
20 153.10 149.80 151.29
21 100.10 91.57 94.75
22 157.20 147.07 148.63
23 101.20 95.70 96.25
24 49.80 45.61 46.96
25 161.80 150.09 153.20
26 108.60 98.67 101.76
27 21.00 21.70 22.20
28 102.60 94.96 95.15
29 158.70 148.61 149.89
30 24.60 25.00 25.00
31 206.00 196.13 208.97
32 29.20 21.77 29.38

En las Tabla A13 se muestran los valores experimentales de RMN de H''y C%3
respectivamente, de la casiarina G, H, J y K.

Tabla A13. Valores de RMN de H! [dn (J, Hz)] y C® [6c] (en ppm) de las casiarinas G, H, J y K (1-4) en
metanol-dsa 300 K [80].

1 2 3 4

Position Oy S oy d¢ oy d¢ Oy d¢
2 106.8 102.2 107.1 1574
3 189.0 187.0 76.1 113.7
4 152.0 137.5 156.9 1484
4a 110.2 115.9 111.0 112.8
5 142.0 141.4 141.0 139.9
6 6.88 (1H, brs) 103.0 6.33 (1H, d, 1.8) 106.5 6.83 (1H, brs) 103.1 6.57 (1H, brs) 102.5
7 168.9 183.5 167.9 163.0
8 6.79 (1H, brs) 107.6 6.58 (1H, d, 1.8) 116.6 6.74 (1H, brs) 107.3 6.54 (1H, brs) 100.5
8a 155.4 153.2 154.4 1552
9 1.71 (3H, s) 149 1.79 (3H, s) 174 1.76 (3H, s) 15.5 2.41 (3H, s) 18.2
10 7.70 (1H, s) 121.7 7.40 (1H, s) 1218 7.57 (1H, s) 120.3 6.91 (1H, s) 1153
11 144.0 145.1 141.0 153.8
12 273 (3H, s) 19.7 2.72 (3H, s) 20.1 2.65 (3H, s) 203 2.45 (3H, s) 239
13 3.25 (3H, s) 50.5 3.42 (3H. s) 513 3.20 (3H, s) 50.6
14a 4.40 (2H. t, 8.5) 49.9 2.87 (1H, d, 13.2) 43.6
14b 3.00 (1H, d, 13.2)
15a 1.90 (1H, m) 27.0 170.7
15b 2.14 (1H, m)
16 2.51 (2H. m) 31.2 3.40 (3H, s) 52.4

17 174.5
18 3.69 (3H. s) 523
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En la Tabla A14 y A15, se muestran los valores de los desplazamientos quimicos de RMN
de H'y C®experimentales y tedricos, este tltimo en vacio y en disolvente implicito en agua
de la casiarina G. Se observa que los valores calculados de RMN de H* son consistentes con
los desplazamientos quimicos experimentales, mientras que los correspondientes a C*3
presentan diferencias ligeramente mayores. No obstante, los resultados en disolvente
implicito en agua muestran una mejor aproximacion a los valores experimentales en

comparacion con los resultados obtenidos en vacio.

Tabla A14. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de H de la casiarina G (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion 6Hexp 6Hteo, vacio Hteo, agua
20 1.71 1.17 1.49
21 171 1.34 1.37
22 1.71 1.57 1.65
23 6.79 5.91 6.58
24 7.70 7.12 7.64
25 6.88 6.43 6.73
26 2.73 2.83 2.76
27 2.73 2.83 2.76
28 2.73 2.05 2.34
29 3.25 3.55 3.33
30 3.25 3.55 3.72
31 3.25 3.35 3.54

Tabla A15. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3de la casiarina G (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién 5Cexp SCteo, vacio Cteo, agua
6 106.80 107.22 109.15
7 110.20 109.95 112.28
8 152.00 139.87 140.07
9 155.40 148.58 148.63
10 189.00 185.34 193.43
11 142.00 132.47 134.15
12 14.90 25.48 26.52
13 107.60 96.88 100.99
14 121.70 116.03 120.81
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15 103.00 95.17 97.00
16 144.00 150.60 152.31
17 168.90 150.84 154.34
18 19.70 25.21 25.09
19 50.50 50.06 52.15

En la Tabla A16 y A17, se muestran los valores de los desplazamientos quimicos de RMN
de H'y C*®experimentales y tedricos, este tltimo en vacio y en disolvente implicito en agua
de la casiarina H. Los desplazamientos quimicos tedricos de RMN de H! muestran una
excelente concordancia con los valores experimentales, en la cual el error va de 0.03 % a
1.16% en vacio y de 0.06% a 1.37% en disolvente implicito en agua, mientras que para C*
se observa una mayor dispersion. En general, los calculos en disolvente implicito en agua

presentan un mejor ajuste con respecto a los datos experimentales.

Tabla A16. Desplazamientos quimicos experimentales y teéricos de RMN de H! de la casiarina H (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion OHexp  OHieo vacio OHtco, agua
26 4.40 5.56 5.77
27 4.40 3.47 4.05
28 7.40 6.07 7.00
29 1.79 1.48 1.47
30 1.79 1.48 1.91
31 1.79 1.57 1.47
32 2.14 2.17 2.20
33 1.90 1.24 1.73
34 6.58 5.96 6.23
35 6.33 5.43 5.77
36 2.72 2.17 2.54
37 2.72 2.26 2.64
38 2.72 1.87 2.28
39 251 1.87 2.45
40 251 2.49 2.72
41 3.42 3.78 3.35
42 3.42 3.33 3.54
43 3.42 3.18 3.54
44 3.69 3.33 3.86
45 3.69 3.89 4.00



Pagina |93

46 3.69 3.66 3.86

Tabla A17. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3de la casiarina H (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién 6Cexp 6Cteo, vacio Cteo, agua
7 137.50 128.52 132.33
8 187.00 181.80 187.49
9 102.20 98.46 101.93
10 115.90 115.51 114.11
11 153.20 142.70 147.81
12 49.90 43.58 46.96
13 141.40 128.29 133.31
14 145.10 133.08 142.18
15 121.80 113.24 118.31
16 17.40 18.79 25.80
17 27.00 28.39 28.60
18 116.60 114.67 111.00
19 106.50 105.95 102.82
20 20.10 21.37 22.37
21 183.50 170.75 174.05
22 31.20 26.89 28.94
23 51.30 48.84 52.48
24 174.50 161.47 172.93
25 52.30 51.92 55.52

En la Tabla A18 y A19, se muestran los valores de los desplazamientos quimicos de RMN
de H'y C*®experimentales y tedricos, este tltimo en vacio y en disolvente implicito en agua
de la casiarina J. Al comparar ambas fases, se observa que los valores tedricos de RMN de
H! reproducen adecuadamente los datos experimentales tanto en vacio como en disolvente
implicito en agua. En el caso de C*3, las diferencias son mas notorias, aunque los calculos en

disolvente implicito en agua muestran una mayor proximidad a los valores experimentales.

Tabla A18. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de H de la casiarina J (en ppm) en
vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSICIOI’] 6Hexp 6Hteo, vacio Hteo, agua

25 3.00 2.99 3.18



26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

2.87
1.76
1.76
1.76

6.74
7.57
6.83
3.20
3.20
3.20
2.65
2.65
2.65
3.40
3.40
3.40

2.58
2.58
1.46
1.60
2.25
5.81
6.96
6.36
3.47
3.32
2.92
2.02
2.70
2.70
3.83
2.70
3.17
2.92

2.91
1.98
1.60
1.98
3.05
6.40
7.31
6.59
3.55
3.55
3.10
2.26
2.69
2.69
5.47
2.91
3.68
3.29
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Tabla A19. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C*3 de la casiarina J (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

POSiCién 6Cexp 6Cteo, vacio Cteo, agua
8 76.10 76.73 78.67
9 107.10 105.35 107.16
10 156.90 152.02 152.93
11 43.60 39.67 40.36
12 111.00 105.41 106.24
13 154.40 146.54 147.26
14 15.50 16.78 18.05
15 141.00 131.39 132.88
16 107.30 96.04 99.26
17 120.30 112.33 114.27
18 141.00 148.48 150.97
19 170.70 159.53 168.73
20 103.10 95.45 97.08
21 167.90 150.94 153.85
22 50.60 47.95 50.36
23 20.30 25.32 25.27
24 52.40 52.72 56.29
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En la Tabla A20 y A21, se muestran los valores de los desplazamientos quimicos de RMN
de H'y C*® experimentales y tedricos, este Gltimo de la casiarina en vacio y en disolvente
implicito en agua. El analisis comparativo de los desplazamientos quimicos experimentales
y tedricos de RMN evidencia una buena concordancia para los niicleos de H* en ambas fases
evaluadas. En contraste, los desplazamientos de C* presentan discrepancias ligeramente
mayores; no obstante, los valores calculados reproducen de manera adecuada la tendencia
experimental, siendo la fase acuosa la que ofrece el mejor ajuste global.

En conjunto, los resultados de RMN obtenidos para las casiarinas analizadas muestran una
adecuada concordancia entre los valores tedricos y experimentales, lo que permite validar el
método computacional empleado. La correcta reproduccion de los desplazamientos quimicos
respalda la confiabilidad de las geometrias optimizadas y de las propiedades electronicas
calculadas; en consecuencia, estas estructuras pueden emplearse de manera adecuada en los

estudios posteriores de reactividad quimica global y el acoplamiento molecular.

Tabla A20. Desplazamientos quimicos experimentales y teéricos de RMN de H! de la casiarina K (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion 5Hexp Hteo, vacio Hteo, agua
16 6.91 6.44 6.80
17 6.57 5.72 6.38
18 6.54 6.14 6.38
19 241 2.00 2.23
20 241 2.00 2.23
21 241 2.57 2.47
22 - 3.83 5.47
25 2.45 1.80 2.04
26 2.45 2.57 2.47
27 2.45 2.57 2.47

Tabla A21. Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de RMN de C** de la casiarina K (en ppm)
en vacio y en disolvente implicito en agua con el nivel de teoria de B3LYP/6-31G(d).

Posicion 6Cexp Cteo, vacio Cteo, agua

5 112.80 108.27 109.44
6 139.90 131.99 133.51




148.40
155.20
115.30
113.70
102.50
157.40
100.50
163.00
18.20
153.80
23.90

141.49
147.53
108.13
121.52
93.69
150.37
92.03
150.79
17.57
150.86
25.31

143.36
149.11
110.60
120.04
97.18
156.10
93.73
153.51
18.38
151.82
25.20
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ANEXO B.

En el siguiente apartado se muestran los resultados del acoplamiento molecular ciego de las
casiarinas B, G y H con la enzima PvPMV, asi como los resultados del acoplamiento

molecular dirigido de la casiarina B con la misma enzima, optimizadas en fase vacio.

ArgusLab

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular ciego de las casiarinas optimizadas en
vacio con la enzima PvPMV en ArgusLab se presentan en la Figura B1. La casiarina B
(Figura B1-A) muestra las dos conformaciones con mejores energias de afinidad, sus valores
son —8.66 y —8.18 kcal/mol, representados con los colores blanco y rosa intenso,
respectivamente. La conformacion con la energia mas favorable se localiz6 dentro del sitio
activo de la enzima, mientras que la segunda conformacion quedo posicionada fuera de dicha
region. En el caso de la casiarina G (Figura B1-B) se seleccionaron las dos conformaciones
mas relevantes. La conformacién visualizada de color magenta oscuro, presento la mejor
energia de afinidad con un valor de —8.35 kcal/mol, se ubico fuera del sitio activo, en tanto
la conformacidn de color salmon, situada dentro de este sitio mostrd un valor de —7.55
kcal/mol. Para la casiarina H (Figura B1-C), las tres conformaciones con energias favorables
fueron de —8.48, —8.34 y —8.10 kcal/mol, representadas con los colores naranja, ciruela y
azul, respectivamente. Todas ellas se encontraron en el sitio activo de la proteina. La casiarina
gue tuvo la mejor energia de afinidad frente a la proteina PvPMV (ID PDB:4ZL4) fue la
casiarina B, lo que sugiere que la interaccion ligando-receptor correspondiente es la mas

estable.
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Figura B1. Representacion tridimensional del acoplamiento molecular ciego de la casiarina
B (A), la casiarina G (B) y la casiarina H (C) con la proteina cristalizada de PvPMV (ID
PDB:4ZL4). Visualizada en UCSF Chimera.

En la Figura B2, se muestran las interacciones presentes en las mejores conformaciones
seleccionadas para cada casiarina. En el caso de la casiarina B (Figura B2-A), se analizo la
conformacion con la mejor energia de afinidad, que fue de —8.66 kcal/mol, la cual establece
interacciones de m-alquilo y alquilo con 11e78, asi como n-6 con Tyr139 y una de alquilo con
Val188; todos ellos pertenecientes a la subcavidad S1 (ver Figura 10). Ademas, se
identificaron interacciones de van der Waals con Thr317 y 11e439, las cuales forman parte
de la subcavidad S2 (ver Figura 10). En la subcavidad S3 (ver Figura 10), se observan
interacciones de enlace carbono-hidrégeno con Glul4l y van der Waals con GInl183.
También se destaca una interaccion van der Waals con Asp313, que es uno de los
aminoéacidos clave en el proceso de la hidrolisis de proteinas. Para la casiarina G (Figura B2-
B), se seleccion6 la conformacion con una energia de —7.55 kcal/mol, la cual se localiza
dentro del sitio activo, a pesar de no ser la que present6 el mejor valor energético. Entre sus
interacciones relevantes destacan una interaccion alquilo con 1le78, w-anion con Glul4ly
una interaccion de van der Waals con GIn183. Sin embargo, se presentd una interaccién no
favorable aceptor-aceptor con Thr317, esto nos indica un posible conflicto de repulsién
electrostatica, lo que podria contribuir a una menor afinidad, esto respalda el hecho de que,
aun situandose dentro del sitio activo, esta conformacion no supera energéticamente a la
casiarina B. En el caso de la casiarina H (Figura B2-C), las tres conformaciones se encuentran
dentro del sitio activo, no obstante, se seleccion6 para un analisis detallado a la conformacién
que presenta una energia de —8.34 kcal/mol. Esta muestra una interaccion van der Waals con
Asp313, lo cual es relevante debido al papel catalitico de este residuo. También se observaron
n-n en forma de T con Tyr288, asi como interacciones estéricas no favorables con 11e439 y
Leu311. Este tipo de interacciones sugieren un posible impedimento estérico en esta region,
lo que podria limitar la estabilidad del acoplamiento pese a su energia favorable. Con respecto
a estos resultados se infiere que la casiarina B es la molécula que establece el mayor nimero
de interacciones favorables con los residuos aminoacidicos de interés de PvPMV y, ademas,
es la que presenta la mejor energia de afinidad, lo que sugiere un acoplamiento mas estable

frente al receptor en comparacion con la casiarina G y la casiarina H.
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Figura B2. Interacciones de la casiarina B (A), casiarina G (B) y casiarina H (C) con los
aminoéacidos de la proteina PvPMV (ID PDB: 4ZL4) Representados en 2D en Discovery

Studio.
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AutoDock4

Los resultados del acoplamiento molecular ciego obtenidos en AutoDock4 se presentan en la
Figura B3. Para la casiarina B (Figura B3-A) se identificaron dos conformaciones
principales: la primera, representa en color azul cielo, mostré una energia de afinidad de
—4.00 kcal/mol, mientras que la segunda, color ciruela, present6 un valor de —3.39 kcal/mol.
Sin embargo, esta ultima se ubicd fuera del sitio activo, por lo que no se considero relevante
para el andlisis funcional. Con la casiarina G (Figura B3-B), se obtuvo Unicamente una
conformacién localizada en el sitio activo, visualizada de color fucsia, con una energia de
afinidad de —4.97 kcal/mol, siendo este el mejor valor registrado entre las casiarinas
evaluadas con este software. Para la casiarina H (Figura B3-C), la conformacion localizada
en el sitio activo present6 una energia de afinidad de —3.76 kcal/mol representa en color café.
De manera general, AutoDock4 produjo energias menos favorables y un menor nimero de
conformaciones ubicadas en el sitio activo en comparacion con los resultados obtenidos con
ArgusLab. No obstante, dentro de este conjunto de andlisis, la casiarina G fue la molécula

que mostrd la mejor afinidad hacia la proteina.

Figura B3. Representacion tridimensional del acoplamiento molecular de la casiarina B (A),
la casiarina G (B) y la casiarina H (C). Proteina cristalizada de PvPMV (ID PDB:4ZL4).
Visualizado en UCSF Chimera.

En la Figura B4 se muestran las interacciones presentes en las mejores conformaciones
seleccionadas para cada casiarina en la enzima PvPMV. Para la casiarina B (Figura B4-A),
se analizo la conformacion con la energia de —4.00 kcal/mol, la cual establece interacciones

de van der Waals con los residuos 11e78, GIn183, Thr317, ademas de una w-anién con
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Glul4l. La casiarina G (Figura B4-B), se seleccioné a la conformacion que se encuentra
dentro del sitio activo. Entre las interacciones relevantes son van de Waals con Tyr139,
GIn183, Vall88, asi como w-alquilo con 11e78 y w-anién con Glul41. De manera adicional,
se observé un puente de hidrogeno con Thr317, el cual participa con dos atomos de oxigeno
de la molécula, lo que sugiere una interaccion relevante para su estabilizacion energética
dentro del sitio de unidn. Para la casiarina H (Figura B4-C), se identificaron interacciones de
van der Waals con 1le78 y GIn183, adicionalmente de una interaccion m-anion y un enlace
carbono-hidrogeno con Glu141, asi como un puente de hidrégeno con Thr317, que, al igual
que la casiarina G, establece contacto con dos atomos de oxigeno presentes en la estructura.
De manera general, las casiarinas B, G y H comparten una interaccion t-anion con el residuo
Glul41, que parece ser un punto clave en el reconocimiento dentro del bolsillo catalitico. La
casiarina G y H comparten el enlace de hidrogeno con Thr317, por lo que igual podria ser
de importancia catalitica. Sin embargo, la casiarina G es la molécula que establece el mayor
namero de interacciones con los residuos cataliticos de interés y es la mejor energia de

afinidad tiene.
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Figura B4. Interacciones de la casiarina b (A), casiarina G (B) y casiarina H (C) con los
aminoacidos de la proteina PvPMV (ID PDB: 4ZL4). Representados en 2D en Discovery
Studio.

Al comparar los resultados del acoplamiento molecular ciego para las casiarinas optimizadas
en vacio en los softwares de ArgusLab y AutoDock4 (Tabla B1), se observa que la casiarina
B es la molécula que reproduce el mayor nimero de interacciones con los mismos residuos
aminoacidicos, lo que sugiere un patron de reconocimiento mas consiste dentro del sitio
activo. La casiarina G también presenta algunos residuos recurrentes, ademas de mostrar una
interaccion m-anion con Glul141. Por Gltimo, la casiarina H no comparte las interacciones con

los mismos residuos cataliticos.

Tabla B1. Interacciones de las casiarinas optimizadas en vacio con los aminoacidos de
interés obtenidos en ArgusLab y AutoDock4.

Thr317, 11e439

Alquilo: 1le78, VVal188
n-alquilo: 1le78

n-o. Tyrl39

Enlace carbono-hidrégeno:
Glul41

ArgusLab | AutoDock4
Compuesto - —
Interacciones con el aminoacido
Casiarina B van der Waals: GIn183, Asp313, | van der Waals: 1178, GIn183,

Thr317
m-anion: Glul41l




Pagina |103

Casiarina G van der Waals: GIn183 van der Waals: Tyr139, GIn183,
Alquilo: 11e78 Val188
m-anion: Glul41 n-alquilo: 11e78
No favorable aceptor-aceptor: m-anion: Glul41l
Thr317 Enlace de hidrogeno: Thr317
Casiarina H van der Waals: Asp313 van der Waals: 11e78, GIn183
n-mt en forma T de: Thr288 m-anion: Glul41
no favorables tipo bump: 11e439 | Enlace carbono de hidrégeno:
y Leu31l Glu141
Enlace de hidrégeno: Thr317

Acoplamiento molecular dirigido con la casiarina B optimizadas en vacio

AutoDock Vina

Se realiz6 un acoplamiento molecular dirigido en la cual se verificd que se realizara en el
sitio de union de la enzima. Este célculo se efectud Unicamente con la casiarina B empleando
Autodock Vina, los resultados se muestran en el Figura B5. Se seleccionaron las
conformaciones con mejores energias de afinidad, la primera, visualizada de color rojo
violeta, de —8.30 kcal/mol y —7.8 kcal/mol de color caqui, cuyas estructuras presentan
diferentes poses.

(A)

Figura B5. Representacion tridimensional del acoplamiento molecular dirigido de la
casiarina B con la enzima PvPMV (ID PDB:4ZL4). (A) primera conformacion y (B) segunda
conformacién. Figura visualizada en UCSF Chimera.
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En la primera conformacion (Figura B6.A y B7.A), con una energia de afinidad —8.30
kcal/mol, se observa una interaccion w-anion con el residuo Glul41, en la cual el oxigeno
del doble enlace del &cido carboxilico participa en la interaccion con el anillo aromatico.
También se observan interacciones m-alquilo con Ala60, n-c y alquilo con Leul79, un enlace
de hidrégeno con His320; sin embargo, estos residuos no se encuentran reportados
previamente en la literatura como relevantes para la union del inhibidor. Finalmente, se
identifican las interacciones de van der Waals con los aminoacidos reportados son 11e78,
GIn183y Thr317.

En la segunda conformaciéon (Figura B6-B y B7-B), cuya energia de afinidad de —7.8
kcal/mol, también se muestra una interaccion zm-anion con Glul4l, donde el oxigeno
interactta con los electrones deslocalizados del anillo benzoico. El residuo Thr317 forma un
enlace de hidrogeno con el nitrégeno del mismo anillo. Ademas, este residuo establece dos
interacciones de tipo m-donador enlace de hidrogeno con el anillo. Se observa también una
interaccion de tipo enlace carbono-hidrégeno con Gly315, este residuo ha sido reportado que
participa en las interacciones con los inhibidores WM36 y WEHI-892 [36, 38]. De igual
modo, se identifican interacciones de van der Waals con los residuos de 1le78, Leul79,
11e439 y Asp80, este ultimo de relevancia para la hidrolisis de proteinas. En general, ambas
conformaciones muestran interacciones con residuos de interés, en la que comparten la
interaccion m-anién con Glul4l, no obstante, la segunda conformacion es la que tiene una

menor distancia, ademas de presentar una interaccién van der Waals con Asp80.
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Figura B6. Interacciones de la casiarina B con los aminoacidos de la enzima PvPMV (ID
PDB:4ZL4). (A) primera conformacion y (B) segunda conformacion. Representados en 2D
en Discovery Studio.
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Figura B7. Interacciones de las conformaciones de la casiarina B con los residuos
aminoacidicos de la enzima PvPMV (ID PDB:4ZL4). (A) primera conformacion y (B)
segunda conformacion. Representados en 3D en Discovery Studio.



