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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad global que se encuentra en todos los paises del
mundo, pero con alta prevalencia en paises en desarrollo, entre ellos México. Es la
principal causa infecciosa de muerte en todo el mundo. La Organizacion Mundial de la
Salud estima que 1.8 millones de personas, cerca de una cuarta parte de la poblacion
mundial, estan infectadas con Mycobacterium tuberculosis (Mtb), la bacteria que causa la
TB. Desafortunadamente, esta enfermedad ha presentado farmacorresistencia a los
tratamientos actuales, por ello existe la necesidad de descubrir nuevos farmacos con mayor

eficacia.

El objetivo general del presente proyecto se enfoca en el estudio computacional de la
reactividad quimica y la evaluacion de la actividad farmacoldgica del caespitato como
posible inhibidor de la actividad de las siguientes enzimas, la proteina transportadora de
enoil acilo reductasa (IhnA), B-cetoacil-ACP reductasa (MAbA), uridina 5’-difosfato
(UDP) galactopiranosa mutasa (UGM) y la enzima pantotenato quinasa (PanK tipo I). Estas
macromoléculas estdn involucradas en la biosintesis de la pared celular de Mtb. El
caespitato es una molécula extraida de la planta Helichrysum caespititium utilizada como
medicina alternativa para tratar la TB. Usando métodos computacionales se estudia la
reactividad quimica y la formaciéon de enlaces no-covalentes de los conférmeros mas
estables de caespitato, el cual presenta actividad experimental anti-TB. Se estudia el efecto
de diferentes disolventes de manera implicita y explicita en dichas conformaciones. Se
analizan las interacciones de estos compuestos con los diferentes blancos terapéuticos
previamente identificados mediante la técnica de acoplamiento molecular. Finalmente, se
realiza el refinamiento de la energia libre de unién del complejo ligante-proteina mediante
el método MM/GBSA. Los resultados muestran que los complejos UMG-G1, UGM-D1,
PanK-G1 y PanK-D1, con las conformaciones mas estables de caespitato en fase gas y
DMSO, muestran mejor energia de afinidad, debido a las diversas contribuciones

energéticas.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a global disease, but with high prevalence in developing countries,
including Mexico. It is the leading infectious cause of death worldwide. The World Health
Organization estimates that 1.8 million people, about a quarter of the world’s population,
are infected with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the bacterium that causes TB.
Unfortunately, the disease has developed drug resistance to current treatments, so there is a

need to discover new drugs with greater efficacy.

The general objective of the present project focuses on the computational study of the
chemical reactivity and evaluation of the pharmacological activity of caespitate as possible
inhibitor of the enzyme activity of enoyl acyl carrier protein reductase (IhnA), B-ketoacyl-
ACP reductase (MAbA), uridine 5’-diphosphate (UDP) galactopyranose (UGM) and the
enzyme pantothenate kinase (PanK type I). These macromolecules are involved in Mtb cell
wall biosynthesis. These macromolecules are involved in the biosynthesis of the Mtb cell
wall. Caespitate is a molecule extracted from the plant Helichrysum caespititium used as an
alternative medicine to treat TB. Using computational methods, the chemical reactivity and
non-covalent bond formation of the most stable conformers of caespitate and other natural
compounds with experimental anti-TB activity are studied. The effect of different solvents
is studied implicitly and explicitly for these conformations. The interactions of these
compounds with the different therapeutic targets previously identified will be analyzed
using the molecular docking technique. Finally, rescoring of the free energy of binding of
the ligand-protein complex will be performed by the popular MM/GBSA method. The
results show that the UMG-G1, UGM-D1, PanK-G1 and PanK-D1 complexes show better
affinity energy, due to different energetic contributions.

XiX



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), la cual se transmite entre humanos a través de la via aérea. La TB es la
enfermedad provocada por un solo agente infeccioso con mas muertes ocasionadas a nivel
mundial después del COVID-19. Actualmente, las muertes por TB se producen
mayoritariamente en paises emergentes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el
afio 2021 reportd que 1.4 millones de personas murieron a causa de este padecimiento y
otras 206 mil personas infectadas por Mth presentaron farmacorresistencia a los
tratamientos actuales basados en la administracion de farmacos como la isoniazida,
rifampicina y etambutol. En este sentido, existe la necesidad de disefiar nuevos farmacos
con mayor eficacia, tomando como bases fitoquimicos como el caespitato. El caespitato es
un acilfloroglucinol aislado de la planta Helichrysum caespititium, la cual es endémica de

Africa y es utilizada por la poblacién nativa como medicina alternativa para tratar la TB.

Desde el punto de vista bioldgico, es posible erradicar por completo la TB, ya que se puede
identificar, tratar y curar; no obstante, no sélo es un problema biolégico sino
socioeconémico. La tasa de curacion de la TB es del 100 % cuando se tiene acceso a
terapias modernas, sin embargo, uno de los mayores problemas de las personas infectadas

pertenecientes a paises emergentes, es el acceso a los tratamientos.

En esta tesis doctoral, se realiza un analisis computacional de los conférmeros més estables
y poblados del caespitato, asi como de los indices de reactividad quimica y de las
interacciones no-covalentes, aplicado a la descripciéon de su actividad anti-TB, buscando
proponer nuevos farmacos para erradicar la enfermedad. El conjunto de conférmeros con
mayor estabilidad y poblacion, asi como con mejores indices de reactividad y que presenten
mayor cantidad de interacciones no-covalentes, como puentes de hidrégeno intra- e
intermoleculares, seran potenciales inhibidores de la actividad de las enzimas
transportadora de enoil acilo reductasa (IhnA), B-cetoacil-ACP reductasa (MabA), de la
proteina uridina 5’-difosfato (UDP) galactopiranosa mutasa (UGM) y de la enzima
pantotenato quinasa (PanK tipo I). La interaccion de los conférmeros de caespitato con las
enzimas se analiza mediante datos obtenidos por el método de acoplamiento molecular

(molecular docking), aunado a esto, para tener una mayor correlacion con los resultados



experimentales, se realiza el refinamiento de la energia libre de unién del complejo ligante-
proteina mediante el método MM/GBSA, este procedimiento se lleva a cabo con los 4
blancos terapéuticos propuestos con el ligante caespitato, determinando asi, la mejor diana
farmacoldgica para este acilfloroglucinol. Este proyecto se propone como una buena opcion
en el disefio de estructuras moleculares con propiedades farmacoldgicas anti-TB,
encontrando asi una alternativa al disefio sintético experimental para enfrentar un problema

de salud publica.



CAPITULO I. ANTECEDENTES.
1.1. Enfermedad de tuberculosis y moléculas anti-tuberculosis

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo de la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Esta enfermedad se propaga rapidamente de persona a
persona, principalmente por via aérea, es decir, cuando las personas hablan, tosen,
estornudan o escupen, posteriormente los bacilos se propagan desde su localizacion inicial
en los pulmones a otras partes del cuerpo [1-3]. La bacteria suele atacar a los pulmones,
pero puede dafiar también otras partes del cuerpo como los rifiones, la columna vertebral y
el cerebro [4]. La mayoria de las personas que padecen TB presentan los siguientes
sintomas: tos crénica (mayor a 15 dias), pérdida de peso, fiebre intermitente, sudores

nocturnos, esputo, hemoptisis, debilidad generalizada [1, 2].

La TB es una enfermedad que se remonta tiempo atras al afio 460 a.C, Hipocrates y Galeno

ya conocian este padecimiento y tenian sospechas de su naturaleza contagiosa. En 1877,
Cohnheim y Salamonsen inocularon exitosamente TB en el ojo de un conejo y Tappeiner
experimentd con perros mediante la exposicién e inhalacion de material infectado con TB.
Posteriormente, el 24 de marzo de 1882, Koch anunci¢ el descubrimiento del bacilo de la
TB [5].

A partir de entonces, la TB se ha convertido en un tema importante de investigacion, ya que
es una de las 10 causas principales de muerte en el mundo. Sorprendentemente, la TB es la
enfermedad provocada por un solo agente infeccioso con mas muertes ocasionadas a nivel
mundial después del COVID-19. Actualmente, mas del 95 % de las muertes por TB se
producen mayoritariamente en paises emergentes [6, 7]. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud, en el afio 2020, 9.9 millones de personas enfermaron de TB y 1.3 millones
murieron por esta enfermedad. Se registr6 que 30 paises con una carga elevada de TB
representaron el 86 % de los nuevos casos de la enfermedad. Los continentes méas afectados
son el asiatico y el africano. Por un lado, los paises del continente asiatico con mayor
incidencia de este padecimiento son India, China, Indonesia, Filipinas, Pakistan y
Bangladesh [8]. Por otro lado, la mayoria de los paises del continente africano se
encuentran entre los 20 de paises con el mayor nimero de casos de incidencia de TB, los

cuales son: Angola, Congo, Etiopia, Kenia, Mozambique, Myanmar, Nigeria, Sudafrica,
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Tanzania, adicionalmente, La Republica Centroafricana, Lesoto, Liberia, Namibia, Sierra
Leona, Zambia y Zimbawe [6]. Mientras que, en el continente americano, se estimaron
291.000 casos de TB, siendo los paises méas afectados: México, Perd, Brasil y Argentina

[9l.

En México, més de 19 mil casos nuevos de TB se registran por afio, de los cuales mas de 2
mil causan la muerte [10]. De acuerdo con el Programa Nacional de Tuberculosis (PNT) de
la Secretaria de Salud de México (SSA) se reporta que en el afio 2019 se registraron 22.285
casos nuevos a nivel nacional [11, 12]. Las entidades en el pais que concentran el mayor

namero de casos de TB son: Baja California, Sonora, Sinaloa, Guerrero y Tamaulipas [13].

En México, el nimero de muertes se ha reducido en mas del 45 %, pero la incidencia se ha
mantenido, y aunque ha existido una ligera disminucién en el nimero de casos, la TB no se

ha logrado erradicar.

Dicha enfermedad es prevenible y curable. Esto depende de un rapido y buen diagnostico,
tratamiento acertado y continuas revisiones de la persona enferma. En la actualidad, el
tratamiento consiste en la administracion de diversos farmacos de primera linea como la

isoniazida [14], rifampicina [15], etambutol [16], etc.

Sin embargo, la TB ha presentado resistencia a los farmacos actuales. Esto se conoce como
farmacorresistencia. La causa de la farmacorresistencia se debe a una mala utilizaciéon de
los medicamentos antituberculosos, ya sea a través de su prescripcion incorrecta por los
dispensadores de atencion de salud, la mala calidad de los medicamentos o la interrupcion
prematura del tratamiento por la mayoria de los pacientes. La farmacorresistencia puede ser
multirresistente (Multidrug-resistant, MDR) o extremadamente resistente (extensively drug-
resistant, XDR). La MDR se refiere a que la TB es resistente a mas de dos farmacos de
primera linea, por otro lado, la TB XDR se define como resistencia a la mayoria de los
farmacos del régimen, ya sea a farmacos de primera o segunda linea (fluorquinolonas,
capreomicina, protionamida [17]). Este tipo de TB desafortunadamente no tiene cura,
dejando como Unica alternativa, el seguimiento del paciente y tratamientos paliativos. Con
el fin de poder contrarrestar la farmacorresistencia se emplea un régimen basado en la

administracion de algunos farmacos como: acido aminosalicilico [18], cicloserina [19] y



ciprofloxacina [20]. Contrario a lo esperado, el uso de la mayoria de estas terapias es de

accion prolongada, con una eficacia cuestionable y una alta toxicidad [21].

Debido a esto, se han buscado alternativas en el uso de extractos de plantas medicinales y
productos naturales para curar la TB, como es el caso de la planta Camchaya calcérea,
originaria de Tailandia, de la cual se aislaron dos sesquiterpenos con actividad contra la TB
[22]. Ademas, los flavonoides upinifolinol, dehidrolupinifolinol y flemichin, aislados de
Eriosema chinense, una raiz de origen chino, mostraron una inhibicion significativa del
crecimiento de Mtb [23]. En este sentido, un ejemplo importante es Sudafrica, en donde las
comunidades més afectadas por este padecimiento utilizan la planta endémica de este pais
Helichrysum caespititium, para tratar enfermedades bacteriales como la TB y otras

enfermedades respiratorias [24-28].

Helichrysum caespititium (Figura 1) es una hierba postrada y ramificada. Se ha reportado
que los basotho, una tribu sudafricana y los pueblos indigenas de Zimbawe inhalan humo
de la planta para el alivio de dolor de cabeza, resfriado y dolor de pecho. Se afirma que los
exudados de esta hierba son efectivos contra enfermedades de transmision sexual, TB y
ulceracion [25]. H. caespititium es rica en floroglucinoles y acilfloroglucinoles que han
demostrado actividad anti-bacterial (incluyendo anti-TB) y anti-fingica [26-28]. A partir de
H. caespititium se extrae el caespitato (C17H220s), un acilfloroglucinol con un grupo acilo
(RCO) y una cadena prenilada vecinal que tiene un grupo éster terminal de acido acético. El
doble enlace de esta cadena da origen a los isomeros Z y E, siendo el primero el
biol6gicamente activo (ver Figura 1). Ademas, esta molécula forma puentes de hidrégeno
intramoleculares, los cuales le confieren importantes caracteristicas estructurales y

bioldgicas [29].
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Figura 1. Imagen de la planta Helichrysum caespititium y la estructura 2D de los isémeros Z (1) y E (2) de

caespitato.

1.2. Actividad anti-tuberculosa del Helichrysum caespititium

Entre la diversidad de actividades bioldgicas que presenta el extracto de la planta H.
caespititium como antigonorrea, antimicobacteriano, antifungico y citotoxico [26, 27, 30-

34], su actividad anti-TB ha sido ampliamente estudiada.

En 1983, Dekker y colaboradores aislaron el isoméro Z del compuesto caespitato, también
nombrado acetato de (Z)-2-metil-4-(2,4,6-trihidroxi-3-isobutirilfenil)but-2-en-1-ilo de la
planta H. caespitititum [28]. Posteriormente, Mathekga y colaboradores en el afio 2000
aislaron y caracterizaron, con diferentes técnicas espectroscopicas, el mismo isomero de
acilfloroglucinol de la planta H. caespitititum, donde se determin0 la actividad
antituberculosa, mediante la evaluacion las propiedades antimicobacterianas del extracto en
acetona y en fase acuosa de la hoja de H. caespititium frente a la cepa H37Rv de Mtb y a
otras cepas sensibles a los farmacos mediante la técnica de la placa de agar, obteniendo una

concentracion de 0.5 mg/mL contra los patdgenos de estudio con el extracto en acetona.



Las actividades exhibidas por el extracto de acetona contra Mtb se corroboraron mediante
el uso del método radiométrico rapido y se hallé que el valor MIC es de 0.1 mg/mL. Se
determiné que el valor MIC del caespitato es de 0.1 mg/mL para las cepas de Mtb. Estos

antecedentes dan la oportunidad para seguir investigando este tipo de compuestos [28, 32].

1.3. Puentes de hidrdgeno intramoleculares en los floroglucinoles.

El floroglucinol (CsHeOs3, 1,3,5-trihidroxibenceno) (Figura 2) es la estructura parental de
una amplia clase de moléculas con actividad bioldgica y estd presente en una variedad de
productos naturales utilizados en la medicina tradicional en varios continentes debido a su
actividad farmacol6gica de tipo anti-bacterial, anti-viral, anti-fangica, anti-oxidante y anti-
depresiva [35].

HO OH

OH

Figura 2. Estructura de floroglucinol.

Por otro lado, los acilfloroglucinoles (ACPLs) (Figura 3) son derivados del floroglucinol
que se caracterizan por la presencia de por lo menos un grupo acilo RCO, en su mayoria
con un grupo alquilo como substituyente R [36]. Ambos tipos de compuestos son atractivos

por su gran potencial como farmacos debido a la actividad biol6gica que presentan.
R.__O

HO OH

Rll RI
OH

R = Metilo, fenilo o H
R’= Metilo, fenilo o H
R™ = Metilo, feniloo H

Figura 3. Estructura general de acilfloroglucinoles.



El uso de los floroglucinoles y acilfloroglucinoles para tratar la TB ha llamado la atencion
de diversos grupos de investigacion. Se han estudiado las caracteristicas estructurales y el
efecto estabilizador de los puentes de hidrégeno intramoleculares O—H---O (IHB) de una
serie de estructuras representativas de acilfloroglucinoles, concluyendo que los IHB
formados dependen del tipo y posicién de los grupo OH que contienen los derivados de esta
molécula, los cuales interactlan con otras moléculas de agua, esto es relevante en el analisis
de pardmetros como el reconocimiento molecular, actividad antitumoral y selectividad
quimica, los cuales son indicadores importantes de la posibilidad para utilizarse como

farmacos potenciales contra la TB [37, 38].

Mammino y Kabanda en 2007, analizaron la influencia de los IHBs sobre las preferencias
conformacionales y la energia de estructuras modelo de floroglucinoles acilados. Se
calcularon y compararon todas las conformaciones geométricas posibles para cada
acilfloroglucinol usando métodos semiempiricos AM1 y PM3, métodos ab initio HF y
MP2, y célculos DFT con el funcional B3LYP. Para el caespitato, los resultados mostraron
una preferencia del primer IHB de formarse del mismo lado de la cadena prenilada y la
influencia de diversos aspectos de la orientacion de los grupos OH en la formacién de un
segundo IHB [38].

Posteriormente, se analizaron las caracteristicas de los IHBs en una serie de
acilfloroglucinoles con diferentes sustituyentes, donde concluyeron que las caracteristicas
de los IHBs no son dependientes del tamafio y tampoco de la estructura del sustituyente,
sino de las caracteristicas del grupo floroglucinol. La eliminacién de los IHBs provoca un
cambio relevante en la geometria, minimizando la repulsién del par libre de electrones del
atomo de O, encontrando que el aumento de energia asociado a la eliminacion del IHB

sigue patrones similares usando calculos MP2 y B3LYP en fase gas [39].

Adicionalmente, se estudio el efecto del disolvente sobre los IHBs de una serie de
acilfloroglucinoles, incluyendo la molécula de caespitato, usando tres disolventes con
diferentes polaridades: agua, acetonitrilo y cloroformo, utilizando el modelo de solvatacion
implicita PCM. Los célculos se realizaron en los niveles de teoria HF/6-31G(d,p) y MP2/6-
31G(d,p), donde se concluye que el medio tiene poca influencia en los parametros de los

IHBs. También se analizé el aumento de la energia con la eliminacién de los IHBs en las



diferentes fases de disolucion, sin embargo, varios factores indican que la fuerza de los

IHBs es similar a la calculada en fase gas [40].

Se analizo la contribucion de los IHBs méas débiles en la estabilizacion conformacional de
diferentes acilfloroglucinoles, considerando los puentes de hidrégeno C-H---O y O-H---n
usando los métodos HF, B3LYP y MP2. Los resultados en fase gas y en disolucion en
cloroformo, acetonitrilo y agua, usando el modelo PCM, mostraron que el IHB asociado a
la interaccién C—H---O desempefia un papel importante en cualquier disolvente, mientras

que el O—H---xt disminuye al aumentar la polaridad del disolvente [41].

Un extenso estudio computacional de las preferencias conformacionales de los dos
isdbmeros (Z y E) de la molécula de caespitato, se llevo a cabo en fase gas y en disolucion,
con el modelo PCM, en cloroformo, acetonitrilo y agua, para tratar de identificar
diferencias significativas. La principal diferencia encontrada fue la mayor capacidad del
isdbmero Z para formar un IHB con el grupo éster de la cadena prenilada con un OH vecino,

el cual tiene un mayor efecto estabilizador [29].

Posteriormente, se realiz6 un estudio conformacional en fase gas, cloroformo, acetonitrilo y
agua (usando PCM), con los métodos HF, B3LYP y MP2, de 118 acilfloroglucinoles,
considerando sustituyentes comunes e investigando las preferencias conformacionales y las
energias relativas, asi como la influencia de caracteristicas estructurales especificas. En este
estudio se analizaron los aspectos conformacionales mas estrechamente vinculados con las
actividades biologicas de diferentes compuestos. Los resultados destacaron patrones que
permitirian realizar predicciones confiables de las preferencias conformacionales de las

moléculas de acilfloroglucinol [42].

Se reportaron las caracteristicas geomeétricas y los efectos estabilizadores de los IHBs O—H-
-0 adicionales formados entre el atomo de O sp? del carbonilo y un grupo OH en la
posicion orto del fenilo. Se considerd una seleccion de estructuras representativas con las
posibilidades mas comunes para la formacion de estos IHBs. Se compararon los resultados
en fase gas, cloroformo, acetonitrilo y agua (usando PCM). Los resultados mostraron que la
formacion de los IHBs depende de los tipos y posiciones de los &tomos que los forman, y

para los resultados en disolucion, también de la naturaleza del disolvente. Los efectos



estabilizadores, importantes en fase gas, disminuyeron al aumentar la polaridad del
disolvente. En disolucién acuosa, los IHBs adicionales pueden actuar como grupos
donadores o aceptores para formar IHBs soluto-disolvente [37].

Por otra parte, se han reportado estudios de acilfloroglucinoles incluyendo disolvente
explicito. Se estudiaron los efectos del agua como disolvente y la molécula de caespitato
como soluto, considerando moléculas de agua explicitas unidas por puentes de hidrogeno a
sus centros donador y aceptor. Los calculos en el nivel de teoria HF/6-31G(d,p) mostraron
que el primer IHB de caespitato se mantiene en la mayoria de casos, mientras que el
segundo IHB no se forma, debido a que se encuentra en competencia con los puentes de
hidrégeno intermoleculares con moléculas de agua. Los arreglos geométricos preferidos de
las moléculas de agua alrededor del caespitato fueron identificados [43]. Realizando
calculos en los niveles de teoria HF/6-31G(d,p), MP2/6-31+G(d,p) y MP2/6-31++G(d,p),
se analizé la debilidad de los IHB a través de la competencia con la formacion de puentes
de hidrogeno intermoleculares con las moléculas de disolvente (agua) para diferentes

acilfloroglucinoles.

Los resultados mostraron que la longitud del IHB no se increment6 significativamente en el
aducto, lo cual significa que el IHB no se debilita por la presencia del disolvente,
mostrando que la region del IHB es hidrofobica, lo que implica que las moléculas de
disolvente no se aproximan al area del IHB, y por lo tanto no compiten por el atomo de H
del grupo carbonilo o del grupo hidroxilo. Con los resultados anteriores, se concluye que la
fuerza del IHB esta relacionada con la distribucion de los sitios donadores o sitios aceptores
de puentes de hidrégeno en las moléculas de acilfloroglucinoles [37, 40, 44]. Finalmente, se
analizo la presencia de varios sitios donadores o aceptores de puente de hidrégeno en
aductos con moléculas de agua explicitas rodeando toda la molécula de acilfloroglucinol,
considerando aductos de todos los conformeros relevantes calculados con el nivel de teoria
HF/6-31G(d,p).

Se concluy6 que las moléculas de agua explicitas consideradas en la primera capa de
solvatacién indican la influencia de las caracteristicas estructurales y geométricas en el
arreglo y disposicion de las moléculas de agua alrededor del acilfloroglucinol y en la

energia de interaccion agua-acilfloroglucinol [29, 41, 45].
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1.4. Blancos terapéuticos en Mycobacterium tuberculosis.

La actividad farmacoldgica de los conformeros mas estables y poblados de caespitato se
evaluardn como posibles inhibidores de la actividad de las enzimas 2-trans-enoil-ACP
reductasa (InhA), B-cetoacil-ACP reductasa (MabA), UDP-galactopiranosa mutasa (UGM)
y la enzima pantotenato quinasa (PanK), las cuales han tomado relevancia en los ultimos
afios en la investigacion de farmacos anti-TB, pues en el caso de las tres primeras, estan
involucradas en la biosintesis de la pared celular de Mtb, mientras que PanK esta

involucrada en el crecimiento celular de esta micobacteria.

InhA es una proteina transportadora de enoil acil reductasa (ENR) que se encuentra en Mtb,
cuyo papel es el de catalizar la reduccion de trans-2-enoil-ACP de cadena larga en la
biosintesis de &acidos grasos de tipo Il de Mth. La inhibicion de InhA interrumpe la
biosintesis de los &cidos micdlicos que son componentes centrales de la pared celular
micobacteriana [46,47]. Estructuralmente hablando, la enzima InhA es un homotetrdmero
compuesto por dos subunidades A y B, dos subunidades C y D, y dos subunidades E y F,
todas iguales entre si, que proporcionan un sitio de unién al cofactor nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) (Figura 4).

Figura 4. Estructura 3D de la proteina transportadora de enoil acilo reductasa (InhA) en cintas y el cofactor

NAD en bastones.
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MabA es un miembro del sistema FAS-II, que alarga los precursores de los acidos grasos
acilados dando lugar a la larga cadena de carbono de la rama meromicolato de los acidos
micdlicos, el sello distintivo de las micobacterias [47]. Esta enzima es clasificada como
transferasa y estd constituida estructuralmente por una cadena nombrada como A. Es
esencial para la supervivencia de Mth. Se ha demostrado que la fosforilacion
postraduccional de MabA por la actividad de la proteina quinasa Ser/Thr regula
negativamente la biosintesis del acido micolico [48]. Las deshidratasas de Mth FAS-II
(HadAB y HadBC) y las metiltransferasas forman parte de un interactoma de biosintesis de
acidos micolicos y participa en la coordinacion de la elongacion y su modificacion quimica
(Figura 5) [49-51].

Figura 5. Estructura 3D de la proteina transportadora de p-cetoacil-ACP reductasa (MabA) en cintas.

Las enzimas InhA y MabA pertenecen al tipo Il del sistema de elongacion de acidos grasos
conocido como FAS-II. Ambas enzimas estan relacionadas funcional y estructuralmente,
pues presentan la misma especificidad por los sustratos de cadena larga y son inhibidas por
el farmaco de primera linea isoniazida [52-56]. En 2015 Shilpi y colaboradores, llevaron a
cabo estudios de acoplamiento molecular de dos derivados del acido elagico: el &cido
pteleoelagico aislado de Ludwigia adscendens y el acido 3,3'-di-O-metil eldgico 4-O-o-
rhamnopiranosido aislado de Trewia nudiflora, para investigar su unién con InhA, MabA y
Pank [57]. En 2021, Rafael Baptista y colaboradores, utilizaron un enfoque de

acoplamiento molecular inverso para predecir las interacciones de 53 productos naturales
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que han demostrado tener actividad in vitro contra Mtb frente a dianas micobacterianas
“farmacolégicamente viables” conocidas como CIpP1P2, DprE1, InhA, KasA, PanK, PknB
y Pks13 [58]. Por otro lado, en el afio 2020, Venugopalaa y colaboradores, analizaron la
actividad antituberculosa in vitro de una serie de indolizinas 1,2,3-trisustituidas en celulas
enteras frente a cepas de Mtb susceptibles H37Rv y multirresistentes (MDR). Esta serie de
indolizinas trisustituidas fueron activas frente a la cepa H37Rv con una concentracion
inhibitoria minima (MIC) que oscil6 entre 4 y 32 pug/mL, mientras que las indolizinas con
un grupo éster etilico en la posicion 4 del anillo de benceno, también mostraron actividad
anti-MDR-MTB (CIM = 16-64 pg/mL). El estudio de acoplamiento in silico reveld que la
proteina transportadora de InhA y la antranilato fosforibosiltransferasa son dianas
moleculares potenciales de las indolizinas [59].

UGM es un biocatalizador involucrado en la conversion de la uridina
difosfogalactopiranosa (UDP-GalP) en uridina difosfogalactofuranosa (UDP-GalF), que es
un componente importante para la construccién de la pared celular de Mtb [60-62], en su
biosintesis interviene la flavoenzima UGM, que produce el precursor Galf: UDP-Galf. Esta
enzima cataliza la interconversion de UDP-galactopiranosa (UDP-Galp) en UDP-Galf
mediante la explotacion del cofactor flavin adenina dinucleétido (FAD). Esta enzima
pertenece a la familia de isomerasas y estad constituida estructuralmente por 3 cadenas
nombradas por simplicidad como A, B y C. Al ser una apoenzima, UGM requiere de un
cofactor, es decir, una molécula de naturaleza no proteica que le proporcione los grupos
funcionales que le hacen falta para llevar a cabo su actividad catalitica. El cofactor de UGM
es flavin adenina dinucleétido (FAD) (Figura 6) [63, 64].
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Figura 6. Estructura 3D de la enzima uridina 5’-difosfato (UDP) galactopiranosa mutasa (UGM) en cintas y

el cofactor FAD en bastones.

Dado que UGM esta ausente en mamiferos [65], la inhibicién de esta isomerizacion
enzimatica representa una atractiva estrategia terapéutica, por ello, en 2017, el grupo de
investigacion de Vincent, reportaron un estudio de una nueva clase de flavonoides, que son
potentes inhibidores de UGM derivados de un cribado de productos naturales. Ademas,
realizaron la sintesis de nuevos flavonoides metilados y analizaron la relacién estructura-
actividad, determinando qué grupos funcionales y elementos estructurales eran necesarios
para la inhibicion de la UGM, reportando que el modo de unién de uno de los mejores
inhibidores resultd ser no competitivo. Por otro lado, reportaron las simulaciones de
acoplamiento donde concluyeron que era probable que esta molécula se uniera a UGM en
su conformacion abierta, en una cavidad recientemente identificada como bolsillo
“drogable” (GIn167—Arg184), el cual esta directamente relacionado con el sustrato. Este
bucle se cierra al unirse el sustrato | sitio activo y permanece abierto cuando el bolsillo esta
vacio [66]. En 2018, Hassan y colaboradores, exploraron la eficacia antimicobacteriana del

acido psorémico (PA) derivado de liquenes frente a cepas clinicas de Mth. Ademas, se
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estudio la eficacia inhibidora del PA frente a dos enzimas criticas asociadas a Mth, UGM y
arilamina-N-acetiltransferasa, como dianas farmacoldgicas para la terapia antituberculosa
[67].

Finalmente, se conoce que la enzima PanK, que interviene en la biosintesis del cofactor
coenzima A (CoA) a partir del &cido pantoténico, es esencial para el crecimiento de Mtb.
[68]. Su funcion se basa en catalizar la fosforilacion del pantotenato, el primer paso
comprometido y limitante de la biosintesis de la coenzima A (CoA). Esta enzima esta
clasificada como transferasa y tiene 2 cadenas en su estructura, llamadas A y B. La
isoforma de tipo | codificada por el gen CoA es una enzima pantotenato quinasa esencial
Mtb, y esta informacion vital fue explotada para cribar grandes bibliotecas para la
identificacion de clases mecanisticamente diferentes de inhibidores de PanK (Figura 7)
[69].

Figura 7. Estructura 3D de la enzima en cintas pantotenato quinasa (PanK tipo I).

En 2018, Chiarelli y colaboradores, reportaron metodologias microbioldgicas, bioquimicas
e in silico para demostrar que dos profarmacos 4 y 5 (Figura 8) poseian una segunda diana,
la pantotenato quinasa PanK. Ademas, se demostrd que el compuesto 11426026, el
metabolito activo del 7947882 también inhibe directamente a PanK. En un cribado
independiente de una biblioteca de compuestos contra la CTP sintetasa PyrG, se descubrid

que otros dos inhibidores también eran activos contra PanK [70]. Asimismo, los trabajos
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mencionados anteriormente en este apartado [57,58], involucran a PanK como un buen

blanco terapéutico contra Mtb.

N—( )—NH
<:/\ )—NH H
s / \_ N
I e O,

4 5

Figura 8. Estructura de los profarmacos 5-metil-N-(4-nitrofenil)tiofeno-2-carboxamida (4) y 3-fenil-N-[(4-

piperidin-1-ilfenil)carbamotioil]propanamida (5).

Debido a la importancia de estas enzimas para la supervivencia de Mtb, en este proyecto de
tesis doctoral se decidio estudiarlas con la finalidad de predecir si es posible que la
actividad bioldgica de la molécula de caespitato sea mediada por el acoplamiento a ellas y

tener un panorama mas amplio para el desarrollo de farmacos contra la TB.
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CAPITULO II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

2.1. Planteamiento del problema

A pesar de los descubrimientos y aportaciones en la farmacologia para combatir la TB, aln
no se ha logrado erradicar a nivel mundial. Desafortunadamente los paises en vias de
desarrollo como Sudafrica, India y México son afectados por esta enfermedad. Por otro
lado, la farmacorresistencia es un factor crucial para la permanencia de este padecimiento,
por lo que la poblacidn recurre al uso de medicina tradicional, como es el caso de la planta
H. caespititium, de la cual se han reportado experimentos in vitro para inhibir a la Mth. En
este sentido, el caespitato es un novedoso acilfloroglucinol aislado e identificado a partir de
esta planta. Los resultados muestran la capacidad inhibitoria de crecimiento de la cepa
H37Rv con un amplio espectro anti-bacterial. Ademas, este compuesto es de gran interés de
estudio, debido a su estructura privilegiada, pues posee propiedades quimicas interesantes
como la formacion de puentes de hidrogeno intramoleculares, donde se han estudiado los
efectos estabilizadores y diversas conformaciones que posee esta molécula, ya sea en fase
gas o en diferentes disolventes. Basandonos en estos hallazgos, se propone abordar esta
problematica, desde un enfoque mecano-cuantico, obteniendo los conférmeros mas estables
y poblados, ademas de estudiar su reactividad quimica. Por otra parte, se sugiere que la
actividad anti-tuberculosis del caespitato se investigue por medio de la inhibicién de la
actividad de las enzimas esenciales para la supervivencia de Mtb como InhA, MabA, UGM
y PanK. Una vez que se identifiquen las principales interacciones entre ellos a través de
estudios in silico, se podran proporcionar indicios importantes para el disefio de farmacos

anti-tuberculosis.

2.2. Hipotesis

Las enzimas InhA, MabA, PanK y UGM son blancos terapéuticos prometedores para la
interaccién con derivados de compuestos naturales, principalmente a través de
interacciones 7m-m, w-alquilo y de puente de hidrogeno. Ademas, el conocimiento detallado

de las propiedades fisicoquimicas de estos compuestos y su interaccion a nivel molecular
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con dichas enzimas ayudaran a identificar las propiedades indispensables de los ligantes
que sean clave en el desarrollo subsecuentemente de nuevos compuestos con actividad anti-
TB.

Mediante una metodologia computacional basada en DFT conceptual, QTAIM vy
acoplamiento molecular, se propone que el conjunto de conférmeros méas estables y
poblados del compuesto natural caespitato que presenten los mejores indices de reactividad
y una mayor cantidad de interacciones no-covalentes, como puentes de hidrégeno intra e
intermoleculares, presenten las propiedades Optimas para interactuar con los blancos
terapéuticos especificos de la bacteria Mycobacterium tuberculosis, como potenciales
inhibidores de la actividad de las enzimas transportadora de enoil acilo reductasa (IhnA), B-
cetoacil-ACP reductasa (MabA), de la proteina uridina 5’-difosfato (UDP) galactopiranosa
mutasa (UGM) y de la enzima pantotenato quinasa (PanK tipo ), y asi proponer
compuestos novedosos, selectivos y efectivos para el tratamiento de la TB contribuyendo a

su erradicacion.

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo general

Estudiar computacionalmente potenciales farmacos anti-tuberculosis derivados de
acilfloroglucinol a través de métodos de estructura electronica, analisis de reactividad
quimica, la teoria cuantica de &tomos en moléculas y acoplamiento molecular con las
enzimas InhA, MabA, UGM y PanK de Mtb.

2.3.2. Objetivos especificos

1. Obtener las estructuras mas estables con disolvente implicito y explicito, y mas
pobladas de caespitato como inhibidor de la actividad de enzimas que constituyen a la
bacteria Mtb.

2. Obtener los indices de reactividad quimica basados en la teoria de DFT conceptual y
los parametros topoldgicos de la densidad electronica, basados en la teoria cuantica de
atomos en moléculas de los conférmeros de caespitato como posibles inhibidores de la

actividad de las enzimas de Mtb.
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Realizar el acoplamiento molecular entre el ligante caespitato con las enzimas: InhA,
MabA, UGM y PanK responsables de la actividad bacteriana de la Mtb.
Realizar un proceso de refinamiento de la afinidad de las enzimas InhA, MabA, UGM

y PanK con caespitato, empleando el método hibrido MM/GBSA.
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CAPITULO IIl. FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1. Ecuacién de Schrodinger y Hamiltoniano molecular

En términos de la mecénica cuéantica, las propiedades del estado estacionario y la energia de
una molécula se calculan al resolver la ecuacién de Schrédinger, la cual describe el estado

de una particula mediante la funcion de onda, esta ecuacion tiene la forma:
Av(#R) = E¥(#,R) (3.1)

donde ¥ representa a la funcion de onda que depende de la posicion de los nucleos R y los
electrones 7 en la molécula, H es el operador Hamiltoniano y E es la energia del sistema
[71].

El Hamiltoniano molecular H es la suma de varios términos. Cuando se omiten las
interacciones spin-6rbita, magnéticas y relativistas, el Hamiltoniano del sistema se describe

como en la siguiente ecuacion:

)
I

_ elec (07 62 )_l nucl 02 0? 0? nucl
ZZ (62 t3 +622 2 &K=l 62xu+62y# 92z, + 2= Zv>1| Ry|

Znucl lelelc | Znucl 2v>1 |r | (32)

donde, uy v representan a los nacleos, y los electrones se representan como iy j.

El primer término de esta ecuacion corresponde al operador de la energia cinética de los
electrones. El segundo término es el operador de energia cinética de los nucleos, las
repulsiones entre los ndcleos corresponden al tercer término, donde R,y R, son vectores
de posicion de los nlcleos v y p de nimero atomico Z, y Z,. El siguiente termino
representa la energia potencial de las atracciones entre el nucleo y los electrones, donde r;
y R, son vectores de posicion del electron i y del ndcleo p. El Gltimo término describe al

operador de energia potencial de repulsion entre pares de electrones iy j [72].

Resolver esta ecuacion representa un gran reto, pues se busca describir los fendmenos
fisicos a escala microscopica, por lo que se emplean diferentes metodologias bajo ciertas
aproximaciones, ademas el tratamiento mecano-cuantico incluye el calculo de la funcién de

onda electronica.
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Los métodos mas importantes que realizan las aproximaciones en un proceso de
minimizacién de energia electronica para calcular las propiedades moleculares son: los
métodos semiempiricos, los metodos ab initio y los métodos DFT. Los métodos
semiempiricos utilizan un Hamiltoniano mas simple considerando parametros obtenidos
experimentalmente, ademas son computacionalmente mas rapidos, por lo que se pueden
aplicar para sistemas de cientos de atomos, sin embargo, su fiabilidad es baja cuando se
estudian moléculas con metales de transicion o sistemas que no estan parametrizados. El
método PM3 y su version mejorada PM6 han tenido gran aceptacion para predecir
geometrias y entalpias de reaccion de compuestos organicos. Los métodos ab initio no
emplean informacion empirica que no sea la de las constantes fisicas fundamentales
(constante de Planck, velocidad de la luz, masa y carga del electron y del nlcleo), ademas
en contraste con los métodos semiempiricos, los métodos ab initio usan el Hamiltoniano

molecular verdadero.

Con estos métodos es posible predecir una gran variedad de propiedades moleculares con
una exactitud considerable. Sin embargo, los métodos exactos tienen altos costos
computacionales y requieren de gran cantidad de tiempo computacional. Dentro de los
métodos ab initio, los métodos de Moller-Plesset (MP) y de Coupled-Cluster (CC),
Ilamados métodos post-Hartree Fock son altamente considerados por su capacidad para
describir la correlacién electronica, los cuales se puden ordenar jerarquicamente de la
siguiente forma: HF— MP2 — CCSD — CCSD(T). Finalmente, los métodos basados en la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) no calculan la funcion de onda. Estos se basan
en la densidad electrénica para calcular todas las propiedades del sistema.

En este proyecto de tesis se uso la teoria DFT, por lo que se describe con mas detalle en la

siguiente seccion.

3.2. Teoria del Funcional de la Densidad (DFT).

En la teoria DFT, no se calcula la funcion de onda molecular, sino se obtiene la densidad de
probabilidad electronica molecular, denotado por p, obteniendo la energia molecular a
partir de la densidad. Ademas, es una funcién que depende de 3N variables para N
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particulas, es decir, es una funcion de 3 variables que no depende del nimero de particulas,
lo anterior es una de las ventajas de usar la teoria DFT. Ademaés, permite calcular las
propiedades de los sistemas con precisién y con bajo costo computacional.

La teoria DFT se basa en los teoremas de Hohenberg y Kohn [73, 74]. El primer teorema
indica que el estado fundamental, denominado E, se determina por la densidad electrdnica,

conocida como pg, como en la siguiente ecuacion:

Ey = Eo[po] (3.3)

Por otro lado, el segundo teorema establece que la verdadera densidad electronica en el
estado fundamental (p,) minimiza el funcional de energia Ey[p'] igual que la verdadera
funcion de onda normalizada del estado fundamental minimiza la integral variacional, de

acuerdo con la ecuacion:

Eo[p'] = Eo[po] si p" # Po (3.4)

Definiendo E[pg] en términos del funcional de la densidad:

Eo[po]l = Tlpol + Eeelpol + Eenlpol + Vin (3.5)

donde T representa la energia cinética electronica, E,, es la interaccion electron-electron,
E ., es la interaccion electron-nucleo y V,,,, s la repulsion internuclear.

El funcional de Hohenberg-Kohn se define por la ecuacién (3.6), dividiéndola en dos
partes, la parte que considera el funcional para la energia del sistema T[p,] Y la interaccion

electrén-electrén, E ... Este funcional se expresa de la siguiente manera:

Fuk[pol = Tlpol + Ecelpol (3.6)

Dividiendo el término E,.[po] del funcional en dos términos:

Ecelpol = JIpol + Exclpol (3.7)

donde J[po] se refiere a la interaccion clasica de Coulomb de la densidad electronica
consigo misma y E,.[po] contempla las interacciones de correlacion, intercambio o

correccion a la autointeraccion (no clasicas).

Por lo tanto, la energia total se expresa como:
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Eolpol = Eenlpol + Vi + Jlpol + (T[po] + Exclpol) (3.8)

Para calcular el término de energia cinética de forma exacta para un conjunto de electrones
N, considerando que estos son no interaccionantes y se describen por un orbital ¥;, la DFT

introduce las ecuaciones de Kohn y Sham [75]:
T =¥, (¥ |- v2|w) (3.9)

Se incorpora en el término E,., la energia cinética que no se toma en cuenta, al derivar las
formulas para este término, es un reto, pues este se considera como la suma de diferentes

términos expresados de la siguiente manera:

Exclpol = Ex[pol + Eclpo] (3.10)
donde, E,[po] es un término de intercambio y E.[po] €S un término de correlacion.

Segun el método utilizado para calcular el término de intercambio-correlacion, los métodos
DFT se clasifican de la siguiente manera: métodos de densidad local, métodos X,, métodos

del gradiente corregido y métodos hibridos.

Los funcionales hibridos se usan comunmente, ya que proporcionan un valor exacto en
términos de intercambio por medio del método Hartree-Fock (HF), ademas de aproximarse
al valor de correlacion DFT [76].

Uno de los funcionales utilizados en este trabajo es el funcional hibrido de Austin-Frisch-
Petersson (APFD) [77]. Este funcional introduce las interacciones atractivas o repulsivas de
largo alcance a través de una correccidn de dispersion empirica, basada en el modelo de
atomo esférico (SAM). Ademas, reproduce con una alta precision las energias
conformacionales relativas de moléculas organicas, de gran importancia para este trabajo.
Por otra parte, debido a que estas moléculas también se estudiaron en disolucion, fue
necesario describir el efecto del disolvente explicito sobre las estructuras obtenidas en el
estudio conformacional. El otro funcional utilizado para tal efecto fue el funcional ®B97X-
D3, el cual es un funcional hibrido que incluye correcciones de largo alcance y de
dispersion. Es adecuado para una amplia gama de aplicaciones, como energias de reaccion,

interacciones intermoleculares y estados excitados. Es una variante de ®B97X, que esta
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disefiado para mejorar la precision termoquimica, la cinética y las interacciones no-

covalentes [78].

3.3. Conjunto de funciones base

Los conjuntos de funciones base se definen como un conjunto de funciones exponenciales y
funciones angulares combinadas linealmente. El conjunto de funciones base, proporcionan
una mejor aproximacion a la solucién de la ecuacion de Schrddinger, ademas describen los
estados electrénicos de las moléculas, mediante la construccién de funciones de onda para
los estados electronicos usando orbitales moleculares. Debido a que estas funciones de
onda son aproximaciones, se construye una funcién para un orbital molecular ¥; como una
combinacion lineal de funciones ¢;, estas funciones se pueden considerar como

representaciones de los orbitales atdmicos:
Y; = X Cij@; (3.11)
Los dos tipos de funciones atomicas comunmente utilizadas son:

El conjunto de funciones tipo Slater (STO), las cuales describen los orbitales atémicos,
llevan a cabo el célculo de las integrales bielectrénicas, el cual requiere de mucho tiempo

de computo [79].
Este conjunto de funciones de tipo Slater se expresan de la siguiente forma:
X5T0 = Ny 1e=¢T Y, (0, D) (3.12)

donde N se define como la constante de normalizacion, ¢ representa a la constante llamada
exponente del orbital y determina el tamafio de éste, r representa la distancia electron-
nucleo, n representa el numero cuantico principal y el término Y}, representa un armonico

esférico.

Para optimizar el tiempo de evaluacion de las integrales moleculares, Boys [80] introdujo
las funciones de tipo Gaussianas (GTO) que actualmente es el conjunto de base mas
utilizado. Este tipo de funciones muestran una serie de propiedades para la realizacion de

calculos moleculares, son una representacion menos precisa de los orbitales atdbmicos, sin
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embargo, al reducir el tiempo de resolucion de integrales moleculares, se reduce el costo

computacional.

El conjunto de funciones de tipo Gaussianas tiene la siguiente forma:

X670 — N xlymzne—ar2 (3.13)

donde a representa al exponente de la gaussiana y I, m y n representan enteros no
negativos. X, y y z son coordenadas al origen. La constante de normalizacion gaussiana es:

_ (2a 3/4 (8a)*™MHM [1min! 1/2
N = (?) [ 2DI(zm)!(2n)! ] (3.14)

Cuando I = m =n = 0 se tiene un orbital atdbmico GTO de tipo s, mientrasque sil + m+n =
1 se tiene un orbital atdbmico GTO de tipo p, y asi sucesivamente. Algunos de los conjuntos
de funciones base més utilizados son: el conjunto de funciones de base minima, el conjunto
de funciones de base tipo split valence, los conjuntos de funciones base de Dunning [81], el
conjunto de funciones base de Ahlrichs [82-84], entre otras. Algunas se describen

brevemente a continuacion:

El conjunto de funciones extendidas o conjunto base split valence, usan mas de una funcion
para la representacion del orbital atémico. El conjunto de base doble zeta (&) se refiere al
uso de dos conjuntos de funciones base para cada orbital y asi sucesivamente. Se
denominan split valence debido al desdoblamiento de la base que se restringe solo a la capa
de valencia. Los conjuntos disefiados por Pople y colaboradores son del tipo split valence
[85]. A este conjunto de funciones se les puede afiadir funciones de polarizacion,
permitiendo aumentar la flexibilidad de los orbitales, aumentando la deformacién de la
nube electronica de los atomos en una molécula. En este tipo de conjunto de funciones
base, los valores antes de la G (de Gaussiana) indican las funciones s y p en la base; las
funciones de polarizacion se colocan después de la G. Estos tipos de conjuntos de base
tienen la restriccion adicional de utilizar el mismo exponente para las dos funciones s 'y p

para los electrones de valencia [86-89].

Por otro lado, las funciones difusas son utiles cuando es necesario afiadir funciones con

exponentes pequefios, lo cual extiende las regiones de valencia, lo que logra una mejor

25



representacion de las regiones donde los enlaces son débiles, ademas una ventaja de usar un
conjunto de funciones difusas es debido a que los orbitales ocupan una regién méas grande
en el espacio, como los compuestos anidnicos, compuestos con pares de electrones libres,
compuestos con puentes de hidrogeno, estado excitados, etc., cuyos orbitales tienen
tendencia a expandirse, con densidad electronica significativa a grandes distancias del

nucleo.

En este trabajo se utilizo el conjunto de funciones base 6-311+G(2d,p), una base triple &,
donde el simbolo “+” indica que se ha afiadido un conjunto de funciones s difusas y un
conjunto de funciones p difusas a cada atomo pesado. El “2d” indica que dos conjuntos de
funciones d de polarizacion y “p” indica que al hidrdgeno se le afiaden un conjunto de
funciones p de polarizacion. Los conjuntos de funciones base de Pople més utilizadas son
por ejemplo: 3-21G, 6-31G(d), 6-31G(d,p), 6-311G(d,p), 6-31+G(d,p), 6-311+G(d,p), 6-
311++G(d,p), entre otras.

Ahlrichs y colaboradores disefiaron otros conjuntos de funciones base del tipo SV, SVP,
TZV, TZVP, que se refieren a las iniciales de los conjuntos de funciones base de valencia
split valence y de valencia triple zeta. EI conjunto de funciones base split valence polarized
(SVP) es una contraccion [3s2p] de un conjunto (7s4p) de funciones primitivas, mientras
que el conjunto Triple Zeta Valence (TZV) es una contraccién [5s3p] de un conjunto
(11s6p) de funciones primitivas. La serie se ha ampliado con un conjunto de bases
Quadruple Zeta Valence (QZV), que es una contraccién [7s4p] de un conjunto (15s8p) de
funciones primitivas. Tanto los conjuntos de funciones base TZV como QZV emplean mas
funciones s contraidas que los conjuntos TZ y QZ. Los exponentes s y p, y los coeficientes
de contraccion correspondientes se optimizan en el nivel HF, mientras que las funciones de
polarizacion se toman de los conjuntos de funciones base cc-pVXZ. Actualmente se han
redefinido estos conjuntos de funciones base generando nuevos conjuntos como Def2SV,
Def2SVP, Def2SVPP, Def2TzV, Def2TzZVP, Def2TZVPP, Def2QzV, Def2QZVP,
Def2QZVPP y QZVP. Los conjuntos de funciones base “Def2” forman un sistema de
conjuntos de funciones base contraidas segmentadas para los elementos quimicos del H-Rn,
proporcionando diferentes niveles de flexibilidad y precision. Los conjuntos de funciones
base se denominan Def2-SV(P) a Def2-QZVPP. Por ejemplo, con el conjunto de base
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Def2-TZVP tiene las funciones de polarizacion en todos los &tomos y se obtienen mejores
resultados que la mayoria de los conjuntos de base de la serie 6-311G, mientras que con el
conjunto Def2-TZVPP es similar a Def2-TZVP, pero con polarizacion 2pld para el &tomo

de hidrégeno, aumentando la precision de los resultados.

3.4. Analisis de poblaciones

El andlisis de la poblacion se calcula mediante la distribucion de Boltzmann en equilibrio

termodinamico, involucrando las energias libres relativas, AG, utilizando la ecuacion:
— ,—AG;/RT M —AGk/RT
Ni/Neotar = € i/ /Zk=1 e~AGk/ (3.15)

donde N; es la probabilidad de encontrar el conférmero i del nimero total de conférmeros
Niotar, T €S la temperatura del sistema a 298.15 K, R es la constante universal de los gases

ideales y M es el nimero de todos conférmeros accesibles [90].

3.5. Solvatacion implicita

En un sistema soluto-disolvente, la prediccion tedrica de las propiedades termodinamicas
de las moléculas de soluto debe ser precisa. Este requisito se basa en la descripcion del
disolvente y en la seleccion de un modelo adecuado que tome en cuenta las interacciones y
los atomos que juegan un papel importante en el sistema. Existen diferentes modelos de
solvatacion, Ilamados modelos de solvatacion implicita y explicita [91, 92]. En esta seccion

se define el concepto de solvatacion implicita y los modelos mas utilizados.

En general, la solvatacion implicita se refiere a un método de representacion del disolvente
como un medio continuo que rodea al soluto en lugar de moléculas individuales de
disolvente rodeandolo explicitamente. Los modelos de campo de reaccidn autoconsistente
(SCREF, Self-consistent Reaction Field), consideran al disolvente como un continuo con una
constante dieléctrica uniforme & (campo de reaccion). En modelos de solvatacion implicita,
el soluto se coloca dentro de una cavidad electrostatica de tamafio molecular rodeada por un
medio dieléctrico que representa el disolvente (medio homogéneo continuo polarizable), es

decir, el disolvente se describe mediante un continuo que interactia con las cargas de la
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superficie de la cavidad que estan determinadas por el soluto, y el problema se resuelve de

forma iterativa [93].

La energia de solvatacion se descompone en dos términos principales: energia electrostatica
(AGgyp) Y energia de dispersion de cavidad (AGeps), la cual se expresa mediante la

siguiente ecuacion:
AGgop, = AGeyp + AGeps  (3.16)

Algunos de los modelos de solvatacion implicita mas utilizados son los siguientes:
Modelo de Continuo Polarizable (PCM, Polarized Continuum Model): la cavidad se define
como la unién de un conjunto de esferas conectadas a nivel atdbmico. Este modelo usa una

integracién numérica sobre la densidad de carga del soluto [94].

Modelo de Continuo Polarizable Conductor (CPCM, Conductor-like Polarizable
Continuum Model): en este modelo el disolvente se trata como un continuo polarizable
similar a un conductor y los principales parametros para definir el modelo son el indice de

refraccion y la constante dieléctrica del medio [95].

Modelo de Continuo Polarizable de Isodensidad (IPCM, Isodensity PCM): este modelo
utiliza una cavidad definida por una isosuperficie de la densidad electronica. Esta se define
iterativamente ejecutando calculos SCF con la cavidad hasta que se alcanza una cierta

convergencia [91].

Modelo de Isodensidad Autoconsistente PCM (SCI-PCM, Self Consistent Isodensity): este
modelo es similar al IPCM, pero diferente en su implementacion, ya que incluye el calculo
de la cavidad en el procedimiento SCRF para tener en cuenta el acoplamiento entre las dos
partes del célculo (el calculo SCRF y el calculo de la superficie de isodensidad) [91].

Modelo universal de Solvatacion basado en la Densidad (SMD, Universal Solvation Model
Based on Density): este modelo se considera una mejora al modelo CPCM, ya que utiliza la
densidad electrénica completa del soluto para calcular la contribucion de la dispersion de la
cavidad, en lugar del area solamente, es decir, el modelo SMD calcula directamente la
energia libre de solvatacion de un proceso de solvatacién ideal, por ejemplo, un gas ideal

con una concentracion de 1 mol/L o una solucion ideal con concentracién de 1 mol/L a
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298.15 K. Mediante el uso de férmulas termodinamicas estandar estos parametros se
pueden convertir a energias libres de solvatacion de estado estdndar. La energia de
solvatacion estandar se define como la transferencia de moléculas de un gas ideal con
presion de 1 bar o una solucion ideal con concentracion 1 molar. Este modelo requiere mas
parametros, lo que lo hace menos flexible para disolventes desconocidos [91]. En este
proyecto de tesis se utilizd el modelo de solvatacion implicita SMD para evaluar el efecto
de disolventes implicitos con diferente polaridad en los conférmeros de caespitato.

3.6. Solvatacidn explicita

En este tipo de modelos, las moléculas de disolvente se incluyen explicitamente para
modelar las interacciones electrostaticas soluto-disolvente y reproducir la resistencia por
friccion debido a las moléculas de disolvente, también se incluyen las coordenadas y
algunos grados de libertad de las moléculas de disolvente. Las aplicaciones de estos
modelos se encuentran en las simulaciones de mecanica molecular (MM) y dindmica
molecular (MD) o de Monte Carlo (MC). El uso de diversos disolventes comunes, como el
agua, han generado modelos ideales, los cuales reducen los grados de libertad evaluados en
el célculo de energia sin perder precision, sin embargo, estos modelos pueden ser

especificos. Se han utilizado ampliamente modelos como:

Potenciales Intermoleculares Transferibles (TIPXP, Transferable Intermolecular
Potentials): X es un numero entero que sugiere el nimero de sitios utilizados para la
evaluacion de la energia, es decir, en el modelo TIP3P, los tres sitios residen en los centros
de la molécula del agua, donde un centro se encuentra en el atomo de oxigeno y dos en los
atomos hidrogeno. En el modelo TIP4P, el cuarto sitio se denomina sitio M y se ubica fuera
del centro del &tomo de oxigeno a una distancia de 0.15 a lo largo de la bisectriz de los dos
enlaces O-H [96].

Modelos de Carga Puntual Simple (SPC, Simple Point Charge Models): Un modelo tipico
de este tipo utiliza un nimero fijo de sitios (a menudo tres para el agua), en cada sitio se

coloca una carga puntual parametrizada y un parametro de repulsion y dispersion. Estos
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modelos suelen estar restringidos geométricamente con aspectos de la geometria fijos,

como la longitud o los angulos de enlace [97].

Modelo propio de Orbital molecular integrado en N capas + Mecanica molecular (ONIOM,
Our own N-layered Integrated molecular Orbital + Molecular mechanics): Este método
hibrido involucra mecénica cuantica/mecéanica molecular (QM/MM), es decir, se aplican
diferentes métodos ab initio, semiempiricos o de mecanica molecular a distintas partes de
un sistema en combinacion para producir una geometria y una energia fiables a un coste
computacional reducido. Una caracteristica clave del método ONIOM es un sencillo
procedimiento de extrapolacion lineal, que permite ampliar el método ONIOM a ONIOM
(QM1:QM2) de dos capas, ONIOM (QM1:QM2:MM) de tres capas y, en principio, a
cualquier método de n capas de n niveles de teoria. EI enfoque computacional ONIOM ha
resultado especialmente atil para modelar sistemas bioldgicos, asi como complejos
metalicos [92, 98]. En este proyecto se utilizd el modelo ONIOM (QM1:QM2), usando
XTB2 como QM2, para analizar el efecto de la solvatacion explicita sobre los conférmeros

de caespitato usando diferentes disolventes.

3.7. Reactividad quimica global

Para conocer la capacidad de un sistema molecular para donar o aceptar electrones es
importante definir los orbitales frontera HOMO (por sus siglas en inglés Highest Occupied
Molecular Orbital) y LUMO (por siglas en inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital),
los cuales estan relacionados con la capacidad de donar o aceptar electrones, es decir, la
energia del orbital HOMO, indica donde se encuentra el par de electrones que mas
facilmente puede ser donado, mientras que el orbital LUMO, indica si la molécula aceptaria

un par de electrones facilmente (aceptor).

Los indices de reactividad global se calculan usando el enfoque conceptual DFT [99] que
define cada uno de los indices a partir de las energias de los orbitales frontera HOMO y
LUMO, usando el formalismo de Kohn-Sham con la teoria DFT [99] y el teorema de
Koopmans [100], que indica que la energia de ionizacion de un sistema molecular es

aproximadamente igual al negativo de la energia del orbital mas alto ocupado (HOMO),
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mientras que la afinidad electrdnica es igual al negativo de la energia del orbital mas bajo
desocupado (LUMO).

Los indices de reactividad global basados en lo anterior son:
Potencial quimico (p): esta asociado con el intercambio de densidad electronica con el
entorno en el estado fundamental. En términos de las energias de los orbitales HOMO y

LUMO se define por la siguiente ecuacion:

W= ELUMO‘lz'EHOMO (3.17)
Electronegatividad (x): es la resistencia a la pérdida de densidad electronica. Es el negativo
del potencial quimico. Se define por la siguiente ecuacion:

_ _ Enomo+ELumo (3.18)
> .

Dureza (n): es la resistencia de una molécula a intercambiar densidad electronica con el

entorno. Su ecuacion es:

n = Erumo — Enomo (3.19)
Blandura (S): se define como el inverso de la dureza, a valores altos de blandura el sistema
puede modificar facilmente su densidad electrénica. Su ecuacion es:

s=1 (3.20)

indice de electrofilicidad (w): mide la estabilizacién de la energia cuando un sistema
adquiere carga electronica adicional proveniente de los alrededores. Su ecuacion es la

siguiente:

u2
o="5 (3.21)

3.8. Teoria Cuéntica de Atomos en Moléculas (QTAIM)

La Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas (QTAIM) fue propuesta por Bader y
colaboradores [101] como una herramienta para entender el enlace quimico y las

propiedades atdmicas. En esta teoria la estructura molecular es caracterizada por la
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topologia de la distribucion electrénica p(r), donde la morfologia dominante define un
atomo en una molécula. Dicha morfologia se asocia a la cantidad y tipo de caracteristicas
topoldgicas de la distribucion de la densidad electrénica. La densidad electrénica de las

moléculas p(r; X) se define con la siguiente ecuacion:
p(r;X) =N [dt" P*(x; )P (x; X) (3.22)

donde N representa el nimero de electrones, dt’ es el elemento de volumen, r son las

coordenadas electronicas y X son las coordenadas nucleares.

Esta teoria tiene su fundamento en la topologia de p y en la topologia del Laplaciano de p,

es decir en VZp(r).

Las caracteristicas topoldgicas de la densidad electronica se describen mediante los puntos
criticos de enlace (BCP, Bond Critical Point) y lineas de gradiente. El gradiente de p(r)
contribuye a la construccion de la estructura molecular, es importante mencionar que los
valores de p(r) en los puntos criticos (el gradiente se anula) y en los campos escalares son

imprescindibles para la caracterizacion del enlace quimico de las moléculas.

Debido a la gran utilidad de las propiedades topoldgicas de la densidad y sus derivadas, el
estudio del enlace se realiza mediante los puntos criticos de enlace (BCP), el cual se define
como un punto a lo largo de la trayectoria del enlace en la superficie entre los 4tomos,
donde el gradiente del campo densidad de carga es cero, es decir, la densidad electronica
gue ambos atomos comparten alcanza un minimo. Existen diferentes tipos de puntos
criticos descritos en la Tabla 1, los cuales estan asociados a las caracteristicas estructurales

del sistema quimico.

Por consiguiente, los puntos (3,—1) son importantes ya que indican que matematicamente
existe un enlace quimico entre dos atomos. Ademas, los puntos de anillo (3,+1) permiten la

caracterizacién matematica de la existencia de una estructura ciclica.

El Laplaciano de la densidad, V2p(r) se obtiene al aplicar el operador V2 a una funcién
escalar. Este se relaciona con el teorema local del virial [102], que menciona que cuando el
Laplaciano de la densidad tiene valores positivos, los electrones estan deslocalizados y

cuando el Laplaciano de la densidad tiene valores negativos, los electrones de un sistema
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estan localizados. Lo anterior indica que cuando el valor de V2p(r) es negativo existe la
formacion de enlaces covalentes, por el contrario, cuando el valor de V2p(r) es positivo

habra interacciones no-covalentes: interacciones electrostaticas, fuerzas intermoleculares de

van der Waals, puente de hidrogeno e interacciones hidrofébicas [103].

Tabla 1. Clasificacion de puntos criticos en la Teoria de Atomos en Moléculas.

Tipo de punto critico

Definicion

(3,—1) Punto critico de enlace (BCP: bond critical

point)

(3,—3) Punto critico nuclear (NCP: nuclear critical
point)
(3,+3) Punto critico de caja (CCP: cage critical
point)
(3,+1) Punto critico de anillo (RCP: ring critical

point)

Punto de silla donde dos curvaturas son negativas, es
decir, p(r) es un maximo en el plano definido por
las dos coordenadas asociadas. La tercera curvatura
es negativa, donde p(r) es minimo a lo largo del eje
perpendicular a dicho plano.

Todas las curvaturas de la p(r) son negativas, es

decir, p(r) es un maximo en ese punto (7).

Todas las curvaturas de la p(r) son positivas, 0 sea
p(r) es un minimo en ese punto (7).
Punto de silla donde dos curvaturas son positivas, es

decir, p(r) es un minimo en el plano definido por las

dos coordenadas asociadas. La tercera curvatura es
positiva, donde p(r) es un maximo a lo largo del eje

perpendicular a dicho plano.

La energia cinética Hamiltoniana, H(r), incluye los céalculos de la energia cinética
Lagrangiana G(r) Y la densidad de energia potencial V() en el punto critico. Esta energia
es til para caracterizar el grado de covalencia de un enlace. Si el valor de H(r) es positivo
la acumulacion de la densidad de carga entre dos nucleos conduce a una desestabilizacién
del sistema, caracteristico de las interacciones idnicas y de van de Waals. Si el valor de
H(r) es negativo, el sistema se estabiliza por la acumulacion de densidad de carga
electronica en la region internuclear, la cual se encuentra presente en las interacciones

covalentes. La energia cinética Hamiltoniana H(r) se define con la siguiente ecuacion:

H(r)=G(r)—=V(r) (3.23)
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La energia de interaccion, Ey...y, es la mitad del valor de la densidad de energia potencial,
la cual caracteriza la energia de interaccion de un puente de hidrégeno, un valor superior de
Ey...y, indica que dicho puente de hidrégeno tiene un efecto estabilizador mayor [104]. La

energia de interaccion Ey...y se define mediante la ecuacion:
Ey..y =3V (7) (3.24)

Finalmente, los indices de deslocalizacion, DI, se definen como una medida de como los
electrones estan deslocalizados entre las cuencas atémicas individuales, también pueden
utilizarse para estimar el orden formal de enlace de un enlace quimico. Los indices de
deslocalizacion se calculan a partir de matrices de solapamiento atomico. Ademas, se
pueden calcular entre cualquier par de &tomos indistintamente si éstos estan enlazados o no.
Es importante destacar que el indice de deslocalizacion no mide la deslocalizacion de los
electrones de valencia en todo el sistema molecular. El indice de deslocalizacion de las
interacciones C-C muy débiles se sitia entre 102 y 10" 6rdenes de magnitud. Por ejemplo,
el valor de DI de 10 orden de magnitud para los enlaces C-C es caracteristico de las

interacciones C-C moderadas.

3.9. Acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento molecular (Molecular Docking) son una herramienta
computacional que permite explorar la interaccién de una molécula (ligante) con una
proteina (receptor), conociendo o0 no su sitio de accion [105]. El uso de esta herramienta ha

ganado gran popularidad para identificar nuevos farmacos, en el cribado virtual, etc.

Al realizar un célculo de acoplamiento molecular, es necesario tomar en cuenta aspectos
importantes como la busqueda conformacional, la representacion del sistema, ademas de
otro tipo de parametros, estos aspectos se relacionan con la eleccion de la superficie que
decide el algoritmo para realizar la busqueda de conformacional y clasificar las potenciales
soluciones. Ademas, en el acoplamiento molecular, la superficie del receptor se describe
mediante modelos matematicos, ya sean descriptores o un grid, el cual puede posicionarse
en el sitio activo de la enzima mediante coordenadas o bien, puede abarcar toda la

superficie del blanco terapéutico.
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Existen dos tipos de acoplamiento molecular, que se conocen como acoplamiento rigido y
flexible; ya sea configurando el ligante y la proteina rigidos, o bien manteniendo el ligante
flexible y la proteina rigida, o ligante y proteina, flexibles [106].

Al realizar un acoplamiento molecular no se conoce la conformacién mas adecuada del
ligante para interactuar con el blanco terapéutico seleccionado. Por ello, el primer paso para
realizar un acoplamiento molecular es la seleccion del algoritmo, que trata de determinar el
modo de union de un ligante con el receptor. Los algoritmos se pueden clasificar en:
métodos sistematicos o estocasticos. Los métodos de busqueda sistematicos tienen ligeras
variaciones a nivel estructural, es decir, cambian gradualmente la conformacion del ligante,

estos métodos pueden clasificarse en:

Exhaustivos: Las busquedas exhaustivas exploran sisteméaticamente los valores de cada
grado de libertad de forma combinatoria, rotando todos los &ngulos diedros del ligante

segun un intervalo predeterminado de valores y un conjunto de restricciones iniciales.

Construccion incremental: Es un enfoque de fragmentaciéon basado en la separacion del
ligante en fragmentos méas pequefios, seguido de la seleccion y acoplamiento de un

fragmento base en el sitio de union del receptor.

Conjunto conformacional: Se encarga de modelar el acoplamiento rigido de un conjunto de
conformaciones de ligante previamente generadas en el sitio de unién.

Por otro lado, los métodos estocasticos, modifican de manera aleatoria la estructura de los
ligantes mediante la generacién de conjuntos de conformaciones moleculares. Este método
aumenta la posibilidad de encontrar un minimo global, sin embargo, el costo computacional
es considerable debido a la amplia cobertura del panorama energético. Dentro de los
métodos estocasticos se encuentran los algoritmos mas importantes que se resumen a

continuacion:

Emparejamiento rapido de forma (MA, Matching Algorithms): Estos algoritmos toman en
cuenta la superposicién geométrica entre dos moléculas. Ademas, identifica los posibles
sitios de unién del blanco terapéutico por medio de la superficie macromolecular. Un

ejemplo es el acoplamiento rigido.
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Simulacién de Monte Carlo (MC): Este método toma una modificacion gradual del ligante
por medio de la rotacion y traslacion del enlace o de todo el ligante. Este algoritmo es
diferente a los demaés debido a que mantiene un registro de espacio de busqueda del sitio de

unién que ya ha sido estudiado, garantizando una méaxima exploracion.

Algoritmo genético (GA, Genetic Algorithms): Este método proviene de la seleccion
natural, donde se codifican los grados de libertad como cadenas binarias conocidas como
genes que a su vez daran origen a los cromosomas, los cuales representan las diferentes
poses del ligante. Ambos elementos tienen relacién por medio de la mutacion y cruce de los
operadores genéticos, GA. La mutacién produce cambios genéticos de manera aleatoria, el
cruce realiza un intercambio genético entre dos cromosomas. Cuando los operadores
genéticos afectan a los genes, por lo tanto, el resultado serd una nueva estructura de ligante.
Estas estructuras se evalian mediante la funcidn puntuacion y las que superan el umbral se

usan en la proxima generacion.

En la presente tesis doctoral se utiliza el programa AutoDock Vina que emplea el algoritmo
genético Lamarckiano [107], asi como el programa Glide [108] que hace uso del algoritmo

sistematico.

Por otro lado, el siguiente paso en la realizacion de célculo de acoplamiento molecular,
después de la eleccion del algoritmo, es hacer uso de las funciones de puntuacion (score
function) que se definen como métodos matematicos para estimar la afinidad de union,
estas funciones ayudan a la optimizacion de los resultados del acoplamiento, ya que filtran
compuestos de una extensa base de datos mediante una busqueda virtual, donde la pose de
un compuesto debe coincidir con la pose de mejor energia de unién [107]. De esta forma,
las funciones de puntuacion evallan las interacciones intermoleculares e intramoleculares,
efectos electrostaticos y entropicos, ademas de las interacciones de solvatacion, lo que hace

posible obtener valores de energia de union real en un tiempo minimo.
Las funciones de puntuacion se clasifican como:

Funciones de puntuacion basadas en la fisica: Este tipo de funciones estan basadas en
campos de fuerza, métodos de mecanica cuantica y los modelos de solvatacion. Las

siguientes ecuaciones resumen este tipo de funciones:
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Campo de fuerza:
Epina = Evaw + Eetec (3.25)
Mecénica cuantica:
Epina = Equmm + AGso1,  (3.26)
Modelos de disolvente:
Epina = Evaw + Eetec + AGsory (3.27)

La ventaja de este tipo de funciones se basa en una precision predictiva mayor que otras
funciones score, ya que considera la entalpia, la entropia y la solvatacion. Estas pueden
calcular directamente las interacciones entre &tomos de la proteina y el ligante, ademas de
su energia libre de union. Sin embargo, las funciones hibridas (MM/QM) tienen un costo
computacional elevado. Un ejemplo de software que usan funciones hibridas son los
programas Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetics) [108], el cual esta
implementado en el programa Schrodinger, y AutoDock Vina [109], usados para realizar

los calculos en el presente trabajo de investigacion.

Funciones de score empiricas: Estas funciones estiman la afinidad de union a partir de
varios componentes de energia (entropia de enlace, interacciones idnicas, puentes de
hidrogeno y efectos hidrofébicos). Un ejemplo de este tipo de funciones empiricas es la
funcién “X-score”. Los beneficios de usar estas funciones de score, se basa en su eficiencia,
pues son buenas en la prediccion de la afinidad de union, la pose de ligante y el cribado
virtual con bajo costo computacional. No obstante, estos beneficios disminuyen cuando se

utilizan en la descripcion de la relacion entre afinidad de union y estructuras cristalinas.

Funciones de score “Knowledge-based”: Estas funciones estan basadas en el potencial
estadistico, utilizan potenciales de energia que se obtienen de la informacion de estructuras
determinadas experimentalmente. El principio de estas funciones de score se define por los
potenciales por pares que se obtienen de la frecuencia de aparicion de pares de atomos en
una base de datos. Estas funciones ofrecen precision y rapidez, ademaés la base de datos

puede ser grande y diversa.
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La ecuacion (3.28) expresa la forma general de la funcion de puntuacion de AutoDock

Vina:
¢ = Yicjfere; (i) (3.28)

donde la suma es sobre todos los pares de &tomos que pueden moverse uno respecto al otro,
excluyendo normalmente las interacciones 1-4, es decir, &tomos separados por tres enlaces
covalentes consecutivos. En la ecuacién, a cada atomo i se le asigna un tipo t;, y debe

definirse un conjunto simétrico de funciones de interaccion ftitj de la distancia interatbmica
rij'

En este sentido, la funcién de puntuacion es utilizada para predecir la afinidad de union del
compejo ligante-proteina. Por lo tanto, la siguiente ecuacién (3.29) es utilizada en el

programa AutoDock Vina para estimar la energia de afinidad:
AGbind = AGvdW + AGH—bond + AGdeformation + AGhydrophobic + AGO (3-29)

donde, 4Gvww representa las interacciones van der Waals entre el ligante y la proteina;
AGHbond representa los puentes de hidrogeno entre el ligante y la proteina; AGdeformation
representa el efecto de deformacion; 4 Ghydrophovic representa el efecto hidrofébico; 4Go es la
constante de regresion que incluye implicitamente los efectos debidos a la pérdida de

entropia traslacional y rotacional en el proceso de enlace ligante-proteina.

En cambio, el programa Glide, utiliza la funcién de puntuacién GlideScore, que incluye un
término para el efecto estérico, aflade términos para grupos polares ocultos, ya sea al
plegarse o al unirse a otra proteina (para penalizar los desajustes electrostaticos),
penalizaciones de torsién de amida, términos de la zona hidrofobica y penalizaciones de
volumen excluido, y tiene modificaciones en otros términos, lo anteriormente mencionado

se resume en la siguiente ecuacion:

GScore = 0.05 x vdW + 0.15 * Coul + Lipo + Hbond + Metal + Rewards + RotB +
Site  (3.30)

donde, vdW representa la energia de van der Waals, la cual se calcula con las cargas idnicas
reducidas de grupos como metales, carboxilatos y guanidinios. Coul es la energia de

Coulomb, la cual se calcula de manera semejante a la vdW. El término Lipo representa el
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término lipofilico, que es un término de pares en SP (Standard-precision), pero se deriva
del potencial de red hidrofobico para XP (Extra-precision). HBond es el término de puente
de hidrdgeno, el cual se divide en componentes con distinta ponderacion, que dependen de
la carga del donador y del aceptor, es decir, ambos pueden ser neutros, uno puede estar
cargado y el otro no, 0 ambos pueden estar cargados. El término Metal, representa el
término de enlace metélico. So6lo se incluyen las interacciones con atomos aceptores
anionicos o altamente polares. EI término Rewards, significa recompensas y penalizaciones
para diversas caracteristicas, como grupos polares ocultos, zona hidrofobica, enlaces de
hidrogeno correlacionados, etc. El término RotB es la penalizacion por inmovilizacion de
enlaces rotatorios. Y finalmente, el témino Site, representa las interacciones polares en el
sitio activo.

Para proporcionar estimaciones de la energia libre de union, el programa Glide utiliza la

siguiente ecuacion:
G = Ebind + Eel + EvdW + Gpol + an —-TS (331)

donde G es la energia total de enlace, la cual se calcula como la suma de los términos de
energia mecanica molecular estandar, E,;,4, que es la energia de las interacciones de
enlace, E,;, que es la energia electrostatica, y E, 41/, que representa las interacciones de van
der Waals, mas las contribuciones a la energia libre de solvatacion (4Gson): Gy, (polar) y
Gnp (N0 polar), y donde T es la temperatura absoluta, la cual esta multiplicada por la

entropia.

3.10. Método MM/GBSA

El método de Mecanica Molecular-Generalizada Born/Area de Superficie (MM/GBSA,
Molecular Mechanics and Generalized Born Surface Area) identifica y realiza una
busqueda virtual de los ligantes, proporcionando precision en las energias de union
experimentales. Este método utiliza un modelo de solvatacion implicito continto y una
estructura proteica con una energia libre de Gibbs (AG) minimizada, discriminando las

poses verdaderas de los sefiuelos [110].
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Es un método basado en un campo de fuerza que usa la combinacion de energias de MM, y
las contribuciones de energia libre de solvatacidn, es decir, las interacciones de solvatacion
polar y no polar, y también considera la entropia para calcular la energia libre de union
(AGpinq) del complejo ligante-proteina, el cambio entre el complejo ligante-proteina unido

(AGp_y), el receptor no unido (AGp, . )Y el ligante en solucion (AGyy,), lo que se

resume en la siguiente ecuacion:
AGpina = AGp_, — AGp,,, .y — DGuig (3.32)

Los términos anteriores se descomponen en energia de MM en fase gas (AE),) Y Se toman
en cuenta los términos de solvataciéon polar y no polar (AGs,;,) Y de entropia (AS) a

temperatura pre-establecida (T)

AG(P_L'PnonbindvAGlig) = AE'IV”VI + AGSOlU - T(AS) (333)

AE) es la suma de la energia de enlaces quimicos, angulos y torsion (AE;,,), las energias
de van der Waals (AE,qy) Y de Coulomb (AEcouiomp)- 4Gsolv SON términos de solvatacion

polar (AG,) y no polar (AG,,).
AG(P_L'PnonbindlAGlig) = AEtOT‘ + AEUdW + AECoulomb + Aan + AGp - T(AS) (334)

El método MM/GBSA es eficiente y répido para clasificar las afinidades de union de los

ligantes, ademas utiliza ligantes estructuralmente diversos.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA
4.1 Andlisis conformacional

La busqueda conformacional del caespitato se realizé inicialmente con mecénica molecular
(MM) usando el campo de fuerza MMFF94 [111] a través de la utileria GMMX [112] del
programa GaussView 6.0.16 [113]. En este primer paso se generaron 86 conférmeros con
energias relativas AE< 6 kcal mol™. Posteriormente, se realizd una optimizacion completa
para todos los conformeros mediante calculos DFT con el funcional APFD [77] vy el
conjunto base 6-31+G(d) [114], obteniéndose las estructuras estables con energias AE< 4

kcal mol™?.

A continuacion, utilizando el mismo funcional APFD con el conjunto base 6-311+G(2d,p)
[88] se realizo la optimizacion completa y el calculo de frecuencias vibracionales en las
estructuras estables con energias AE< 2 kcal molt. Los calculos de frecuencias
vibracionales se realizaron para poder obtener los correspondientes parametros
termoquimicos y asegurar estructuras que correspondieran a minimos locales en la
superficie de energia potencial sin frecuencias imaginarias para cada conformero (vi>0).
Los célculos se realizaron en fase gas y tomando en cuenta la disolucion implicita y
explicita con los disolventes de agua, cloroformo, acetonitrilo y DMSO. Todas las
optimizaciones, frecuencias vibracionales y calculos de funcién de onda se realizaron con

el programa Gaussian 16 [115].

4.2. Anélisis poblacional

Se realizé el andlisis poblacional usando la ecuacion de la distribucion de Boltzmann (3.15)
para determinar el porcentaje de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y

en los diferentes disolventes: agua, cloroformo, acetonitrilo y DMSO.

4.3. Solvatacion implicita y explicita

Se considerd el efecto del disolvente utilizando el modelo de solvatacion implicita SMD
[91] para la evaluacion de las diferentes estructuras conformacionales y energéticas de los
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conformeros mas estables y poblados de caespitato. Los calculos se llevaron a cabo con
disolventes de diferentes polaridades (diferente constante dieléctrica, €) como son: agua
(e=78.4), cloroformo (e=4.7), acetonitrilo (e=35.7) y DMSO (e=46.8) [116].

Ademas, se utiliz6 la metodologia ONIOM (QM:XTB2) [92] para simular el efecto
explicito del disolvente. EI modelo multiescala utilizado es QM1:QM2, como primera capa
QM1 se utilizo el nivel de teoria ®B97X-D3/Def2-TZVP [78, 117] adicionando en el
calculo el conjunto de bases auxiliares Def2/J [118] y Def2-TZVP/C [1159] sobre la
geometria de los conférmeros mas estables y poblados de caespitato. En la segunda capa
QM2, se empled un nivel semi-empirico que utiliza el efecto de la dispersién XTB2 [120,
121] para simular las moléculas de cada uno de los disolventes: agua, cloroformo,
acetonitrilo y DMSO. Para representar adecuadamente las interacciones soluto-disolvente a

través del modelo de solvatacion explicito se construyé una caja clbica de 30 x 30 x 30 A

con 31 moléculas de cada disolvente para rodear a la molécula de caespitato usando el
programa Autosolvate [122]. Los célculos usando ONIOM (QM:XTB2) se realizaron en el
programa ORCA 5.0.3 [123]. La visualizacion de los resultados se llevo a cabo utilizando
los programas GaussView 6.0 [113] y ChemCraft 1.8 [124].

Se analizaron las diferencias geométricas entre los conférmeros obtenidos con disolvente
implicito y explicito mediante los valores de la raiz de la desviacion cuadratica media o
desviacién de la media cuadratica (RMSD, Root Mean Square Deviation) utilizando el
programa VMD [125].

4.4. Analisis de reactividad global

De los conférmeros de caespitato mas estables y poblados en cada fase, se analizaron los
indices de reactividad global como potencial quimico (), electronegatividad (x), dureza
(), blandura (s) e indice de electrofilicidad (w) a partir de las energias de los orbitales
frontera HOMO y LUMO mediante la teoria DFT conceptual, el teorema de Koopmans y el
formalismo de Kohn-Sham [99, 100], usando las ecuaciones (3.17-3.21). Las isosuperficies
de los orbitales frontera HOMO y LUMO se graficaron con un isovalor de 4.0x10* u.a. Las

isosuperficies de los potenciales electrostaticos moleculares (MEP) se graficaron con un
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isovalor de 4.0x10* u.a. en un intervalo de -3.0x10? e a.u.® to 3.0x10% e a.u.®. Ambas

isosuperficies se graficaron en el programa GaussView 6.0 [113].

4.5. Andlisis QTAIM

Se realiz0 la caracterizacion de los puentes de hidrégeno intramoleculares de caespitato,
mediante los parametros topoldgicos de la densidad empleando la Teoria Cuéntica de
Atomos en Moléculas (QTAIM) [101]. Se analizé la densidad electrénica p(r) en los
puntos criticos de enlace (BCP), el Laplaciano de la densidad, V2 p(r), la energia cinética
Lagrangiana, G(r), la energia cinética Hamiltoniana, H(r) (ecuacion 3.23), la densidad de
energia potencial, V(r), la energia de interaccion, Ey.., (ecuacion 3.24), la distancia
interatdmica, Dinter, €l angulo de valencia, Aintr, Y l0s indices de deslocalizacion, DI. El
analisis QTAIM se realiz6 con el programa AIMAII 17.11.14 [126].

4.6. Validacion de los modelos de disolvente mediante espectroscopia de RMN

Los modelos de disolvente implicito y explicito se validaron mediante espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H y **C. Los calculos de RMN se realizaron con
el método GIAO (Gauge Including Atomic Orbitals) [127]. Se utilizd la molécula de
tetrametilsilano (TMS) como referencia, la cual se optimizd usando los mismos modelos
implicito y explicito. Los célculos de espectroscopia de RMN se realizaron utilizando el

programa Gaussian 16 [115].

4.7. Acoplamiento molecular

Para los estudios de acoplamiento molecular, se utilizaron como ligantes los conférmeros
mas estables y poblados en fase gas y en los disolventes implicitos: agua, cloroformo,
acetonitrilo y DMSQO. Las estructuras cristalinas de las enzimas InhA (PDB ID: 1BVR),
MabA (PDB ID: 1UZN), UGM (PDB ID: 4RPJ) y PanK (PDB ID: 4BFW) fueron extraidas
de la base de datos Protein Data Bank [128]. En la preparacion de las cuatro proteinas se

eliminaron las moléculas de agua y residuos usando el programa Chimera [129].

43



Posteriormente, se uso el programa AutoDock Tools 1.5.7 (ADT) [107] para adicionar a la
proteina hidrdgenos polares y cargas de Kollman, mientras que para los ligantes se
afiadieron las cargas Gasteiger y se detectaron los enlaces rotables. Los célculos de
acoplamiento molecular se realizaron con el programa AutoDock Vina 1.1.2 [109], usando
el algoritmo genético Lamarckiano. En general, los pardmetros del tamafio de la caja se
configuraron con ADT. El tamafio de la caja se fij6 en 30 x 30 x 30 A para todas las
enzimas excepto para MabA, con tamafio de 22 x 22 x 22 A. La caja se encuentra centrada
en el ligante, ubicada en los sitios activos de las enzimas InhA, MabA, UGM y PanK, los
cuales se identificaron previamente [51, 54, 130, 131]. Se realizaron célculos de
acoplamiento semiflexible (ligante libre y proteina rigida) y de acoplamiento rigido
(proteina y ligante rigidos). La representacion grafica de los resultados de AutoDock Vina
del acoplamiento molecular en 3D y en 2D se realiz6 en el programa Discovery Studio
Visualizer [132].

Por otro lado, se utilizd el algoritmo de acoplamiento del modulo Glide del programa
Schrédinger [108] para realizar los mismos calculos de acoplamiento semi-flexible y rigido
Ilevados a cabo con el programa AutoDock Vina. Las estructuras de las enzimas InhA,
MabA, UGM y PanK, previamente limpias (remocion de moléculas de agua y residuos con
el programa Chimera [129]), se prepararon usando el asistente de preparacién de proteinas
Protein Preparation Wizard. Esta preparacion implica la insercién de atomos de hidrdgeno
faltantes, un pre-procesamiento de la estructura, el ajuste de los érdenes de enlace del
cofactor y las cargas formales y, por ultimo, se ejecuta una minimizacién de la estructura de
la proteina. Por otro lado, a las geometrias de los ligantes previamente optimizadas en fase
gas y en disolucion implicita, se les asignaron las cargas parciales mediante el visualizador
Maestro 11.8 [133]. La caja se fijo en el sitio activo de cada enzima con un tamafio de 20 A
de forma predeterminada, esto se realizd con el modulo Receptor Grid Generator. Se
realizd un acoplamiento rigido y se selecciond la mejor pose basandose en la puntuacion de
acoplamiento de Glide XP con el algoritmo sistematico [108]. La representacion gréafica de
los resultados del médulo de Glide del acoplamiento molecular en 3D y en 2D se realiz6 en
el programa Discovery Studio Visualizer [132]. Estos resultados se aproximaron a los
obtenidos con acoplamiento rigido con AutoDock Vina, tanto en las energias de afinidad
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como en las interacciones observadas y los cuales se utilizaron posteriormente para los

calculos MM/GBSA como se describe en la seccion 4.9.

4.8. Validacion de los célculos de acoplamiento molecular.

La validacion de los calculos de acoplamiento molecular con las enzimas InhA, UGM y
PanK se realizo utilizando tanto AutoDock Vina [109] como Glide [108]. Esta validacion
se realizd6 mediante re-docking, comparando los ligantes co-cristalizados de cada una de las
enzimas y las poses obtenidas del acoplamiento molecular, obteniendo valores de RMSD <

1 A, dando la oportunidad de proceder con el protocolo de acoplamiento valido.

Para la enzima MabA la validacion se realizo reproduciendo los resultados de acoplamiento
molecular reportados en el estudio previo [57], donde se usé el inhibidor dinucleétido de
isonicotinico-acetil-nicotinamida-adenina como ligante, extraido de la estructura cristalina
con el PBD ID: 1ZID. La validacion del acoplamiento molecular con la enzima MabA se
realizé utilizando el programa AutoDock Vina [109].

4.9. Estudio MM/GBSA

La metodologia MM/GBSA se aplicd sobre los resultados de acoplamiento molecular
rigido obtenidos con el modulo Glide implementado en el programa Schrédinger [108]. Se
calcularon las energias libres de union con el método hibrido MM/GBSA usando el médulo
Prime MM/GBSA implementado en el programa Schrodinger [133]. Se usé el modelo de
solvatacion VSGB 2.0 y el campo de fuerza OPLS3 [134], que contiene pardmetros de van
der Waals y cargas atomicas, ademas de realizar un ajuste de energia libre de solvatacion.

En la parte de flexibilidad de la proteina se tomaron los parametros por default:

e Solvatacion: La utileria Solvation model permite elegir el modelo utilizado para solvatar
a la proteina. Por default el modelo que utiliza es VSGB, que es un modelo acuoso para
estructuras proteicas de alta resolucion. Presenta un modelo de disolvente implicito
optimizado, asi como correcciones para los puentes de hidrogeno, las interacciones n-mt y

las interacciones hidrofébicas.
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e Cargas parciales del ligante de entrada: Se utilizan las cargas parciales de los ligantes de
entrada en lugar del campo de fuerza.

o Flexibilidad de la proteina: Este paso es opcional y define una region dentro de cierta
distancia del ligante para la cual la estructura de la proteina se relajara en el célculo. El

parametro por default es de 0.0 A.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Analisis conformacional y poblacional en fase gas y con disolvente implicito

Se obtuvieron 24 conférmeros en fase gas (G), 10 en agua (A), 26 en cloroformo (C), 33
en acetronitrilo (Ac) y 34 en DMSO (D) con energias libres < 2 kcal mol™? en el nivel de
teoria APFD/6-311+G(2d,p). En la Tabla 2 se muestran Unicamente las energias libres
relativas, AG, y los porcentajes de poblacion de los cinco conférmeros mas estables de

caespitato en fase gas y en disolucion.

En fase gas, la energia absoluta para el conformero de menor energia G1 es de —1111.89
u.a. en comparacion con —1105.80 u.a., previamente obtenido en el nivel de teoria HF/6-
31G(d,p) en fase gas [29], mostrando claramente la influencia de incluir términos de
dispersion al utilizar el funcional APFD. En trabajos anteriores, se ha reportado la
importancia de incluir el efecto de la correlacion electrénica y funciones difusas para
describir adecuadamente la formacién de los IHBs con los métodos B3LYP y MP2. Los
resultados obtenidos con HF, B3LYP y MP2 mostraron patrones geométricos similares [29,
37, 39-42].

Las Figuras 9 a 13 muestran las estructuras moleculares optimizadas de los conférmeros
mas estables de la molécula caespitato obtenidas en fase gas (Figura 9), agua (Figura 10),
cloroformo (Figura 11), acetonitrilo (Figura 12) y DMSO (Figura 13).
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Tabla 2. Energia libre relativa (AG), porcentaje de poblaciéon (%) y formacion de los IHBs de los
conférmeros més estables de caespitato calculados en el nivel de teoria APFD/6-311+G(2d,p) en fase gas y en

disolucion implicita usando el modelo SMD.

Conférmero AG (kcal mol™?) Population (%) Nimero de IHBs  Tipo de estructura
Gas
Gl 0.0000 24.60 lery 2do IHB Extendida
G2 0.0971 23.65 lery 2do IHB Extendida
G3 0.5277 19.88 lery 2do IHB Extendida
G4 3.2109 6.73 lery 2do IHB Horquilla
G5 3.3738 6.31 lery 2do IHB Horquilla
Agua
Al 0.0000 26.50 ler IHB Horquilla
A2 1.0738 17.19 lery2do IHB Horquilla
A3 1.3810 15.18 ler IHB Horquilla
A4 1.5648 14.10 ler IHB Horquilla
A5 2.2422 10.72 ler IHB Horquilla
Cloroformo
C1 0.0000 49.10 lery 2do IHB Extendida
Cc2 1.9061 22.76 lery 2do IHB Extendida
C3 5.0619 6.37 lery 2do IHB Horquilla
C4 5.2326 5.95 lery 2do IHB Horquilla
C5 5.3901 5.58 lery 2do IHB Horquilla
Acetonitrilo
Acl 0.0000 20.25 ler IHB Horquilla
Ac?2 0.6564 15.54 lery2do IHB Extendida
Ac3 0.7535 14.94 lery 2do IHB Horquilla
Ac4 0.8559 14.34 lery2do IHB Extendida
Ac5 1.3049 11.96 lery 2do IHB Extendida
DMSO
D1 0.0000 23.62 lery 2do IHB Horquilla
D2 0.2153 21.66 lery 2do IHB Extendida
D3 1.4624 13.10 lery 2do IHB Extendida
D4 2.9537 7.18 lery 2do IHB Horquilla
D5 2.9826 7.09 lery 2do IHB Horquilla
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Gas

Figura 9. Estructuras moleculares de los conférmeros méas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6-311+G(2d,p) en fase gas (G1-G5).
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Al A2 A3

A4

Agua

Figura 10. Estructuras moleculares de los conformeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6-311+G(2d,p) en agua (Al-A5) usando el modelo SMD.
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C4 €5

Cloroformo

Figura 11. Estructuras moleculares de los conférmeros més estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6-311+G(2d,p) en cloroformo (C1-C5) usando el modelo SMD.
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Acl Ac2 Ac3

AcS

Acetonitrilo

Figura 12. Estructuras moleculares de los conformeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6-311+G(2d,p) en acetonitrilo (Acl-Ac5) usando el modelo SMD.
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DMSO

Figura 13. Estructuras moleculares de los conférmeros més estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6-311+G(2d,p) en DMSO (D1-D5) usando el modelo SMD.

El analisis conformacional muestra que en fase gas y cloroformo, los conférmeros mas
estables G1 (Figura 9) y C1 (Figura 11) tienen conformaciones extendidas, mientras que, en

agua, el conformero Al (Figura 10), en acetonitrilo, el conformero Acl (Figura 12) y en
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DMSO, el conformero D1 (Figura 13) presentan conformaciones en horquilla. En las
estructuras anteriores se observan dos tipos de IHB. El primer IHB se forma a través del
atomo de oxigeno sp? del grupo acilo con los atomos de H de los grupos hidroxilo OH en
posicién orto, en este caso entre O15---H13 para G1 (Figura 9), Al (Figura 10), C1 (Figura
11) y Acl (Figura 12), y O15---H11 para D1 (Figura 13). El segundo IHB se forma con el
atomo de oxigeno sp? de la cadena prenilada y el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo
OH, en este caso O41---H9 para G1 (Figura 9) y C1 (Figura 11), y O41.--H13 para D1
(Figura 13). Se observa que las conformaciones extendidas G1 y C1, y la conformacién en
horquilla D1 conservan ambos IHB, mientras que Al y Acl sélo mantienen un IHB. Estas
conformaciones concuerdan con las geometrias mas estables previamente reportadas con

calculos HF en las fases gas, agua, cloroformo y acetonitrilo [29].

En la Figura 8, se muestran los cinco conformeros de menor energia optimizados en fase
gas (G1-G5) que mantienen ambos IHB. El mismo comportamiento ocurre para los
conférmeros en cloroformo (C1-C5) y DMSO (D1-D5) (ver Figuras 11y 13). Mientras que
los conformeros en acetonitrilo, s6lo cuatro de cinco (Ac2-Ac5) conservan ambos IHB (ver
Figura 12), y para los conférmeros en fase acuosa, s6lo un conférmero de cinco (A2)
conserva ambos IHB (ver Figura 10). Se observa que en gas la conformacién extendida es

la dominante, mientras en disolucién la conformacion de horquilla es la que predomina.

Estos resultados no siguen la misma tendencia reportada previamente en la literatura [29],
donde se menciona que el nimero de conférmeros de menor energia que tienen ambos IHB
disminuye a medida que aumenta la polaridad del medio, es decir, en disolucion de
cloroformo y acetonitrilo hay mas conformaciones con dos IHB que en solucion acuosa, la
cual so6lo contiene un IHB. La diferencia con los resultados obtenidos en este proyecto de
tesis, se puede atribuir al uso de un funcional que incluye términos de dispersion como
APFD y un conjunto de base que incluye funciones difusas y doblemente polarizadas como
6-311+G(2d,p) respecto a 6-31G(d,p) utilizado en el estudio previo [29], ambas mejoras en
el nivel de teoria describen adecuadamente los IHB. Ademas, el modelo de solvatacion
SMD empleado utiliza un potencial electrostatico continuo que rodea la molécula de soluto,
siendo versatil y flexible, lo que permite su aplicacion en una amplia gama de disolventes.

Ademas, este método se considera particularmente preciso en el caso de disolventes no
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polares y aquellos con constantes dieléctricas altas, en comparacion con el modelo PCM
utilizado en [29].

En general, las conformaciones generadas en este proyecto de investigacion con los
métodos MM y DFT (86 conférmeros con energias < 6 kcal mol™) concuerdan con las
obtenidas en gas, agua, cloroformo y acetonitrilo, calculadas con el modelo PCM [29], y

usando el nivel de teoria HF/6-31G(d,p) con energias < 10 kcal mol™.

Por otro lado, los resultados del analisis de poblacion (Tabla 2) muestran que en fase gas el
conférmero G1 es el més poblado con un porcentaje de 24.60 %, ademéas G2 y G3 estan
significativamente poblados con un 23.65 % y un 19.88 %, respectivamente, por lo que los
conformeros de menor energia representan el 68.10 % de la poblacion total. Esta poblacion
es menor que la reportada previamente de 76.60 % para el conférmero més estable en gas, y
los siguientes conférmeros con 18.30 y 1.30 % [29]. Con respecto a los resultados en
disolucién implicita, en el caso de agua, Al es el mas poblado con 26.50 %, y los siguientes
conférmeros tienen poblacion0065s entre 10.72-17.19 %. En cloroformo, C1 es el
conférmeros mas poblado con un 49.10 %, C2 tiene una poblacion significativa del 22.76
%, mientras que C3-C5 disminuye considerablemente su poblacion con valores en el
intervalo de 5.58-6.37 %. En acetonitrilo, el conférmero Acl es el méas poblado con un
20.25 %, y los siguientes conformeros Ac2-Ac5 tienen poblaciones similares en el intervalo
de 11.96-15.54 %. Por ultimo, en DMSO, D1 es el mas poblado con un 23.62 %. Como se
puede observar, D2 tiene una poblacion similar a D1 con un porcentaje de 21.66 %. Las
siguientes conformaciones D3-D5 tienen un valor de poblacion entre 7.09-13.10 %. En
general, con estos resultados se puede observar que la conformacién extendida, que
preserva ambos IHBs, es la conformacion dominante en fase gas (G1) y en disolucion

implicita de cloroformo (C1), ver Tabla 2.

5.2. Analisis conformacional con disolvente explicito

Debido a que un objetivo mas de esta tesis es describir el analisis conformacional en el
que los atomos del soluto involucrados se encuentran rodeados de muchos otros atomos

(como pueden ser moléculas de disolvente), resulta adecuado utilizar metodologias que
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combinen la parte cuantica (QM1) con otra parte basada en mecanica clasica (MM) o
bien con otra parte cuéntica de mas bajo nivel de teoria (QM2), a esta combinacion de
métodos se les conoce como métodos hibridos (QM1:MM o QM1:QM2). En este
trabajo se usa este tipo de métodos, donde el operador Hamiltoniano esta constituido

por la suma de la contribucion del soluto ﬁQMl y el disolvente ﬁQMz, mas el término de
acoplamiento soluto-disolvente ﬁQMl_QMZ, donde la energia total esta dada por la suma

de los tres terminos: Erorqr = EquitEqmztEqmi—om2-

Las energias totales de los sistemas soluto-disolvente explicito se obtuvieron usando
como estructuras de partida las estructuras mas estables de caespitato optimizadas en
fase gas (Figura 14) y en disolvente implicito (Figura 15). Las geometrias optimizadas
de los sistemas soluto-disolvente obtenidas mediante la solvatacion explicita con el
método ONIOM (wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2) se caracterizaron como minimos a
través de una andlisis de frecuencias vibracionales (v; > 0). En la Tabla 3 se comparan
las energias totales de los diferentes sistemas en el modelo de disolvente explicito
contemplando 31 moléculas de cada uno de los disolventes.

Tabla 3. Energias totales (en u.a.) y energias relativas (en kcal mol?) de los sistemas calculados
mediante el método ONIOM (wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2) con disolvente explicito obtenidos a partir
de los conformeros més estables en fase gas y en disolucion implicita. En agua (AG1lE/A1E), en
cloroformo (CG1E/C1E), en acetonitrilo (AcG1E/Ac1E) y en DMSO (DG1E/D1E).

Disolvente Fase Gas? Disolvente AE
explicito implicito®
AGI1E/AlE -1270.265219 -1270.265739 —-0.33
CG1E/C1E —1617.743739 -1617.751660 -4.97
AcG1lE/AclE —1382.303840 —1382.307069 —-2.03
DG1E/D1E —-1566.503477 -1566.501234 +1.41

aGeometria inicial en fase gas (G1).
bGeometria inicial que corresponde a la geometria optimizada en disolucion implicita: en agua
(A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).



Es bien sabido que existe cierta estabilidad cuando el soluto esta rodeado por varias
moléculas de disolvente, lo cual corresponde a la primera capa de solvatacion [92].
Como se puede observar en la Tabla 3, existe una estabilidad adicional en la energia de
cada uno de los conférmeros cuando se optimizan con el disolvente explicito usando
ONIOM vy se pasa de la conformacion en fase gas G1 a la conformacion en disolvente
implicito (a partir de A1, C1y Acl), excepto para aquel que se encuentra rodeado de
las 31 moléculas de DMSO (a partir de D1). Para el conformero més poblado de
caespitato en cloroformo, C1E, la energia de estabilizacion (como aquella mas
negativa) es de —4.97 kcal mol™?, mientras que para los conférmeros A1E, Ac1E y D1E

la energia de estabilizacion fue de -0.33, -2.03 y +1.41 kcal mol?, respectivamente.

Los resultados muestran que las 31 moléculas de cloroformo proporcionan mayor
estabilidad a la conformacion del caespitato, la cual tiene forma extendida tanto en
disolvente implicito (ver C1 en Figura 11) como explicito (ver CG1E y C1E en Figuras
14 y 15). Por otro lado, las 31 moléculas de agua y acetonitrilo favorecen la forma de
horquilla sobre la extendida (ver ALE y AclE en Figura 15), caso contrario se presentd
con el conformero en DMSO donde la energia de estabilidad fue la méas alta (+1.41
kcal mol™), indicando que el conférmero en forma extendida (ver DG1E en Figura 14)
es preferentemente favorecida sobre la forma de horquilla (ver D1E en Figura 15) e
indicando por lo tanto que los conférmeros de caespitato en DMSO pueden existir
preferentemente en forma extendida rodeados de moléculas de disolvente.
Adicionalmente, se puede observar que la estabilidad tomando de partida tanto la
estructura en fase gas (G1) como las estructuras mas estables de disolvente implicito
(Al, C1, Acl y D1), presentan el mismo orden de estabilidad en cada uno de los

disolventes de manera explicita: Ecie > Epie > Eacie > EatEe.
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AcG1E DGIE

Figura 14. Estructuras de las geometrias optimizadas de los sistemas caespitato-disolvente explicito
usando el método ONIOM (wB97X-D3/Def2—-TZVP:XTB2) obtenidos a partir del conférmero mas
estables en fase gas (G1). En agua (AG1E), en cloroformo (CG1E), en acetonitrilo (AcG1E) y en DMSO
(DG1E).
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AlE C1E

AclE DIE

Figura 15. Estructuras de las geometrias optimizadas de los sistemas caespitato-disolvente explicito
usando el método ONIOM (wB97X-D3/Def2—-TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conférmeros mas
estables en disolucion implicita: en agua (A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO
(D1). En agua (A1E), en cloroformo (C1E), en acetonitrilo (Ac1E) y en DMSO (D1E).
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Para evaluar el efecto que tiene la solvatacion explicita sobre las conformaciones mas
pobladas en fase gas y en disolucion implicita del caespitato se analizan algunos
pardmetros seleccionados tanto en los sistemas en disolucidon implicita como en
disolucién explicita. Los resultados obtenidos usando disolvente implicito y disolvente
explicito con el método ONIOM se muestran en la Tabla 4. La idea fundamental es
conocer como son afectados los parametros al ser considerado el disolvente explicito
sobre las geometrias obtenidas con los calculos del disolvente implicito.

Tabla 4. Parametros seleccionados (distancias en A y angulos de enlace en grados) de los conférmeros
més estables de caespitato calculados en el nivel de teoria APFD/6-311+G(2d,p) con el modelo de
solvatacion implicita SMD y calculados con el método ONIOM (wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2)
usando solvatacién explicita. En agua (A1/ALE), en cloroformo (C1/C1E), en acetonitrilo (Ac1/AclE) y
en DMSO (D1/D1E).

Disolvente implicito
APFD/6-311+G(2d,p)

Parametros Al C1 Acl D1
015---H13 1.501 1.493 1.483 —
015---H11 — — — 1.503
041---H9 — 1.813 — —
041---H13 — — — 1.868
015---H13-012 153.17 153.44  154.00 —
015---H11-010 — — — 152.94
041---H9-08 — 150.45 — —
041---H13-012 — — — 142.44
015-C14-C6-C5 -10.60 -0.80 -0.45 179.11
C5-C4-C26-C29 -115.87 9557 12320 -71.74

Disolvente explicito
ONIOM (wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2)

Parametros AlE ClE AclE D1E
015---H13 1.791 1.642 1.516 —
015---H11 — — — 1.556
041---H9 — 1.810 — —
041---H13 — — — 1.928
015---H13-012 141.43 14772  152.85 —
015---H11-010 — — — 150.47
041---H9-08 — 156.14 — —
041---H13-012 — — — 146.58
015-C14-C6-C5 -30.10 -24.19 9.84 -171.75
C5-C4-C26-C29 -111.71 75.08 -122.02 -73.97
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En general, los conférmeros de caespitato conservan su conformacion similar a la
obtenida en disolvente implicito cuando se rodean de cada uno de los disolventes de
forma explicita. Se puede observar un ligero incremento en la longitud de enlace de los
puentes de hidrogeno y una ligera disminucion en los angulos de valencia en disolvente
explicito. También en todos los conférmeros en disolvente explicito se observa una
variacion en el angulo diedro formado por los dtomos O15-C14-C6-C5, indicando
que el &tomo de O15 se encuentra fuera del plano del anillo de floroglucinol mas que
en los conférmeros en disolucién implicita. La cadena prenilica conserva en general su
posicién, dada por el angulo diedro C5-C4-C26—C29, excepto para el conférmero en

cloroformo C1E, el cual tiene la mayor variacion de aproximadamente 20°.

La variacion entre los conférmeros en disolvente implicito y explicito también se
analiza mediante el valor calculado de RMSD, donde se puede observar que para el
conférmero G1 rodeado de 31 moléculas de cada disolvente, conférmeros AGLE,
CGI1E, AcGI1E y DGIE, conservan la conformacion extendida de G1, con valores de
RMSD de 0.19 a 0.79 A (ver Figura 16) con la mayor variacion usando DMSO (ver
DGI1E en Figura 16). Los conformeros AG1E, CG1E y AcG1E conservan ambos IHBs
como en el conformero G1, mientras que DG1E Unicamente conserva el segundo IHB

(ver Figura 16).

Por otra parte, la variacion de los conférmeros Al, Cl, Acl y D1 rodeados del
correspondiente disolvente explicito tienen valores de RMSD de 0.22 a 0.73 A (ver
Figura 17), con la mayor variacion usando agua como disolvente (ver A1E en Figura
17). Los conférmeros AlE y AclE tienen conformacion en forma de horquilla y
conservan el primer IHB, mientras que D1E también en forma de horquilla conserva
ambos IHBs, al igual que en los sistemas con disolvente implicito (ver Al, Acly D1
en Figuras 10, 12 y 13). El conférmero C1E conserva la conformacién extendida y

ambos IHBs como en disolucién implicita (ver C1 en Figura 11).
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RMSD: 0.19 A RMSD: 0.48 A
G1/AGIE G1/CG1E

9

RMSD: 0.55 A RMSD: 0.79 A
G1/AcGI1E G1/DGI1E

Figura 16. Comparacion de las estructuras optimizadas del conférmero mas estable en fase gas (G1) (color
rojo) rodeado de disolvente implicito. En agua (AG1E), en cloroformo (CG1E), en acetonitrilo (AcG1E) y en
DMSO (DGL1E) (color azul).
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RMSD: 0.73 A RMSD: 0.43 A
A1/A1E C1/C1E
RMSD: 0.65 A RMSD: 0.22 A

Acl/AclE D1/D1E

Figura 17. Comparacion de las estructuras optimizadas de los conférmeros maés estables en disolvente
implicito en agua (A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1) (color rojo) con la
estructura correspondiente méas estable en disolvente explicito en agua (A1E), en cloroformo (C1E), en
acetonitrilo (Ac1E) y en DMSO (D1E) (color azul).
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5.3. Analisis de reactividad quimica global

Los valores de las energias de los orbitales frontera HOMO y LUMO, asi como los
descriptores de reactividad quimica global: potencial quimico (u), electronegatividad (),
dureza (n), blandura (S) y el indice de electrofilicidad (w), para los conférmeros mas
estables en fase gas y en disolucion se presentan en la Tabla 5. Los descriptores de
reactividad quimica global se evaluaron de acuerdo con el enfoque de DFT conceptual [99],
usando las ecuaciones 3.17-3.21. Los valores de energia HOMO estan en el intervalo de
—6.12 a —6.03 eV en fase gas, mientras que en disolucion estan en el intervalo —6.26 a
—6.11 eV. Los conférmeros G4 y G5 tienen valores mayores de energia HOMO en fase gas,
mientras que en disolucién los valores mayores de HOMO corresponden a los conférmeros
en cloroformo C3, C4 y Cb. Estos valores estdn relacionados con la habilidad
electrodonadora, un valor mayor de HOMO indica que estos conférmeros tienen un mayor
comportamiento donador en comparacion a los demés. Estos conférmeros presentan
conformacién en forma de horquilla y conservan sus dos IHB, ver Figuras 9 y 11. Por otro
lado, los valores de energia LUMO estan en el intervalo de —1.29 a —1.24 eV en fase gas,
mientras que en disolucidn se encuentran en el intervalo de —1.61 a —1.36 eV. Los valores
de menor energia LUMO corresponden a los conformeros G1, G2 y G3 en fase gas,
mientras que en disolucion los valores de menor de energia LUMO corresponden a los
conférmeros en agua Al-A5. Los conformeros G1, G2 y G3 tienen una conformacion
extendida con ambos IHBs, mientras que los conférmeros en agua tienen una conformacion
de horquilla con el primer IHB, excepto A2 que tiene ambos IHBs, ver Figuras 9y 10. Los
valores pequefios de energia LUMO indican una mayor afinidad electronica o mayor
capacidad electroatractora. En este sentido, el disolvente tiene influencia en la capacidad
electrodonadora y electroatractora de los conférmeros de caespitato. Los conférmeros en
cloroformo presentan una mayor capacidad electrodonadora, observada en el valor de las
energias de los orbitales HOMO, mientras que los conférmeros en agua exhiben una mayor
afinidad electronica observada en los valores de las energias de los orbitales LUMO. En
relacion con la polaridad de los disolventes, se observa que los conformeros en los
disolventes menos polares como acetonitrilo, cloroformo y DMSO presentaron una mayor
capacidad electrodonadora, mientras que los conférmeros en el disolvente méas polar, como

el agua, presentaron mayor afinidad electrénica.
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Por otro lado, en la Tabla 6 se presentan los valores de las energias de los orbitales HOMO
y LUMO, y de los descriptores de la reactividad quimica global de las geometrias
optimizadas en los sistemas caespitato-disolvente explicito, obtenidos a partir del
conformero mas estable en fase gas (G1) rodeado con los diferentes disolventes: AGLE,
CGI1E, AcGLE y DGIE (ver Figura 14) y a partir de los conférmeros més estables en
disolucion implicita rodeados de moléculas del disolvente correspondiente: AlE, C1E,
AclE y D1E (ver Figura 15). Los valores de energia HOMO a partir de G1 estan en el
intervalo de —6.20 a —6.02 eV, mientras que los valores a partir de los conférmeros en
disolucién implicita son similares en el intervalo de —6.26 a —6.16 eV. Los conformeros
AcGlE y DGIE, y AclE y DI1E tienen valores mayores de energia HOMO, indicando
mayor habilidad electrodonadora. Los conformeros AcG1E y DGLE (al igual que AG1E y
CGI1E) conservan la conformacion extendida de G1. El sistema AcG1E conserva el primer
IHB como el conférmero G1, mientras que DG1E no conserva el primer IHB, sin embargo,
ambos conférmeros conservan el segundo IHB, ver Figura 16. Por otro lado, los
conformeros AclE y D1E tienen conformacion en forma de horquilla, AclE conserva el
primer IHB y D1E conserva ambos IHBs, al igual que en los sistemas con disolvente
implicito, ver Figura 17. Por otro lado, los valores de energia LUMO a partir de G1 estan
en el intervalo de —1.32 a —0.82 eV, mientras que los valores a partir de los conférmeros en
disolucion implicita se encuentran en el intervalo de —1.50 a —1.38 eV. Los valores de
menor energia LUMO corresponden a los conformeros AG1E y AcGlE, y ALE y AclE,
indicando una mayor capacidad electroatractora. Cabe resaltar que el orbital LUMO del
conformero DG1E (G1 rodeado de DMSO) es mayor respecto a los sistemas rodeados de
agua, cloroformo y acetonitrilo. Los conférmeros AGlE y AcGlE conservan la
conformacion extendida de G1 y ambos IHBs como en disolvente implicito, ver Figura 16,
mientras que ALE y AclE tiene conformacion en forma de horquilla y conservan el primer
IHB, al igual que en disolvente implicito, ver Figura 17. En general, se observa una
similitud en las energias del orbital HOMO tanto en disolvente implicito como explicito.
Las diferencias mas notorias se observan en agua y en DMSO con valores de energia
HOMO ligeramente mayores con disolvente explicito. Por otro lado, los valores de las
energias del orbital LUMO en disolvente implicito tienden a ser menores en comparacion

con los valores con disolvente explicito, lo cual indica que los sistemas en disolvente
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implicito tienden a mostrar una mayor capacidad para atraer electrones, debido a que en los

sistemas rodeados con disolvente explicito se forman interacciones no-covalentes entre las

moléculas de disolvente y la molécula de caespitato estd menos disponible para donar o

aceptar electrones.

Tabla 5. Energias HOMO y LUMO, e indices de reactividad global (eV) de los conférmeros mas estables de

caespitato calculados en el nivel de teoria APFD/6-311++G(2d,p) en fase gas y en disolucién.

Conférmero | HOMO  LUMO n X ] S (0]
Gas
Gl -6.1177 -1.2833 -3.7005 3.7005 4.8344 0.2069 1.4163
G2 -6.1188 -1.2855 -3.7021 3.7021 4.8333 0.2069 1.4178
G3 -6.1188 -1.2852 -3.7020 3.7020 4.8336 0.2069 1.4177
G4 -6.0325 -1.2351 -3.6338 3.6338 4.7974 0.2084 1.3762
G5 -6.0328 -1.2354 -3.6341 3.6341 4.7974 0.2084 1.3764
Agua
Al -6.2584 -1.6068 -3.9326 3.9326 4.6516 0.2150 1.6624
A2 —6.2589 -1.6096 —3.9343 3.9343 4.6494 0.2151 1.6646
A3 -6.2579  -15995 -3.9287 3.9287 4.6584 0.2147 1.6566
Ad -6.2603 -1.6082 —-3.9343 3.9343 4.6521 0.2150 1.6636
A5 -6.2540 -1.6060 -3.9300 3.9300 4.6480 0.2151 1.6615
Cloroformo
C1 -6.1542 -1.3870 -3.7706 3.7706 4.7672 0.2098 1.4912
Cc2 -6.1544 -1.3862 -3.7703 3.7703 4.7683 0.2097 1.4906
C3 —6.1068 -1.3606 -3.7337 3.7337 4.7462 0.2107 1.4686
C4 -6.1063 -1.3611 -3.7337 3.7337 4.7452 0.2107 1.4689
C5 -6.1090 -1.3606 -3.7348 3.7348 4.7484 0.2106 1.4688
Acetonitrilo
Acl -6.1615 -1.4653 -3.8134 3.8134 4.6962 0.2129 1.5483
Ac2 -6.1966 -1.4452 -3.8209 3.8209 4.7514 0.2105 1.5363
Ac3 -6.1588 -1.4270 -3.7929 3.7929 4.7318 0.2113 15201
Ac4d —6.1944  -1.4447 -3.8196 3.8196 4.7498 0.2105 1.5358
Ac5 -6.1958 -1.4436 -3.8197 3.8197 4.7522 0.2104 15351
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DMSO

D1 —6.1542 -1.4199 -3.7870  3.7870 4.7343 0.2112 1.5147
D2 —6.1977 —-1.4376 -3.8177  3.8177 4.7601 0.2101 1.5309
D3 —6.1972 -1.4384 -3.8178 3.8178 4.7588 0.2101 1.5314

D4 —6.1539 —-1.4202 -3.7870 3.7870 4.7337 0.2112 1.5148
D5 —6.1542 -1.4188 —-3.7865 3.7865 4.7354 0.2112 1.5139

Tabla 6. Energias HOMO y LUMO, e indices de reactividad global (eV) de los sistemas calculados mediante
el método ONIOM (©wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2) con disolvente explicito obtenidos a partir de los
conformeros mas estables en fase gas y en disolucién implicita. En agua (AG1E/ALE), en cloroformo
(CG1E/C1E), acetonitrilo (AcG1E/AC1E) y DMSO (DG1E/D1E).

Conférmero | HOMO  LUMO n % n S 0}
Fase Gas?
AGIlE -6.1838 -1.3170 -3.7504 3.7504 4.8668 0.2055 1.4451
CGI1E -6.1974  -1.2577 -3.7276 3.7276  4.9397 0.2024 1.4064
AcGlE -6.1321 -1.2672 -3.6920 3.6920 4.8649 0.2056 1.4068
DGI1E -6.0148 -0.8242 -3.4195 3.4195 51906 0.1927 1.1264

Disolvente implicito®

AlE —6.2600 -1.5056 -3.8828 3.8828 4.7544 0.2103 1.5854
ClE —6.2240 -1.3815 -3.8028 3.8028 4.8425 0.2065 1.4931
AclE —6.1590 -1.4414 -3.8002 3.8002 4.7176 0.2120 1.5306
D1E -6.1971 -1.4185 -3.8078 3.8078 4.7786 0.2093 15171

3Geometria inicial en fase gas (G1).
bGeometria inicial que corresponde a la geometria optimizada en disolucion implicita: en agua (A1),
en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).

La Figura 18 muestra la distribucion de los orbitales frontera de los conformeros mas
estables en fase gas y en disolucion. Las isosuperficies se graficaron con un isovalor de
2.0x102 u.a. Se observa una distribucion similar de los orbitales HOMO en los
conformeros G1 y C1, con mayor contribucion de los grupos OH en posicién orto y del
anillo aromatico, ambos con conformacion extendida, mientras que los orbitales HOMO de

los conformeros Al, Acl y D1 muestran una distribucion similar con mayores
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contribuciones de los tres grupos OH, del grupo carbonilo y del anillo aromético. En este
caso todos tienen conformacion de horquilla. Respecto a los orbitales LUMO, la
distribucion en G1, C1 y D1 es similar, pues la contribucion mayor se les atribuye a los
grupos OH, carbonilo y al anillo aromatico, y no se observa contribucion de la cadena
prenilada. En los conformeros Al y Acl se observan mayores contribuciones de los grupos

OH, el grupo acilo y del anillo aromético.

La Figura 19 muestra la distribucion de los orbitales frontera de las geometrias optimizadas
en los sistemas caespitato-disolvente explicito obtenidos a partir del conférmero mas
estable en fase gas (G1) rodeado con los diferentes disolventes (ver Figura 14), mientras
que en la Figura 19 se muestran las isosuperficies de los orbitales frontera de las geometrias
optimizadas a partir de los conformeros mas estables en disolvente implicito (ver Figura
15). En la Figura 19, se observa una distribucion similar de los orbitales HOMO en los
conférmeros AG1E, CGlE y AcGIlE. En estos conformeros se observa una mayor
contribucion tanto del anillo aroméatico como de los grupos OH. En contraste, el orbital
HOMO del conférmero DG1E muestra una contribucion adicional proveniente del
carbonilo del grupo acilo. En la Figura 20, se observa una distribucion similar de los
orbitales HOMO en los conformeros C1E y AclE, con mayor contribucion del anillo
aromatico y los grupos OH, mientras que los orbitales HOMO de ALE y D1E muestran
adicionalmente contribuciones de la cadena prenilada. En los orbitales LUMO de la Figura
19, se observa una distribucion similar en todos los conformeros (AG1E, CG1E, AcGlE y
DG1E) donde las mayores contribuciones son del anillo aromatico, de los sustituyentes OH
y del grupo acilo. En la Figura 20, la distribucion de los orbitales LUMO en AlE, C1E y
D1E es similar, pues las contribuciones mayores se les atribuyen a los grupos carbonilo,
OH y al anillo aromatico, y no se observa contribucion de la cadena prenilada, mientras en
ACc1E se observa menor contribucion de los grupos metilo unidos al grupo acilo. En general
se observa que las distribuciones de los orbitales HOMO y LUMO son similares tanto en

disolvente implicito como explicito.
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HOMO LUMO HOMO LUMO

D1

Figura 18. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO) de los conférmeros mas
estables de caespitato calculados en el nivel de teoria APFD/6-311+G(2d,p) en fase gas y en disolucién. En
fase gas (G1), en agua (A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).
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HOMO LUMO HOMO LUMO

AcG1E DGIE

Figura 19. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO) de las diferentes
geometrias optimizadas de los sistemas caespitato-disolvente explicito usando el método ONIOM (wB97X-
D3/Def2-TZVP:XTB2) obtenidos a partir del conférmero més estable en fase gas (G1). En agua (AG1E), en
cloroformo (CG1E), en acetonitrilo (AcG1E) y en DMSO (DG1E).
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HOMO LUMO HOMO LUMO

AclE D1E
Figura 20. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO) de las diferentes
geometrias optimizadas de los sistemas caespitato-disolvente explicito usando el método ONIOM
(0B97X-D3/Def2-TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conféormeros mas estables en disolucién
implicita: en agua (A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1). En agua (A1E), en
cloroformo (C1E), en acetonitrilo (AclE) y en DMSO (D1E).

Con respecto a los valores de los descriptores de reactividad global, los valores mayores del
potencial quimico, u, son de los conformeros G4 y G5 (= -3.63 eV) en fase, gas mientras
que en disolucion los conférmeros en cloroformo C3, C4 y C5 (= -3.73 eV) tienen valores
ligeramente mayores que el resto. Estos valores representan mayor intercambio de densidad
electrénica con el entorno. De forma contraria, estos conférmeros tienen los valores de
menor electronegatividad, y, es decir, presentan menor resistencia a la pérdida de densidad

electronica. Los conformeros G1, G2 y G3 en fase gas (= 4.83 eV) exhiben un valor
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ligeramente mayor de dureza, representada por m, mientras que en disolucion los
conférmeros C1, C2 y D2 (= 4.76 eV) tienen valores ligeramente mayores a los demas
conformeros, lo que indica que estos conférmeros presentan mas resistencia a cambiar su
distribucion de densidad electronica. De manera contraria, los conférmeros G4 y G5
(0.2084 eV) en fase gas tienen valores ligeramente mayores de blandura, S, y en disolucion
los conférmeros en agua Al-A5 (= 0.215 eV) son ligeramente mas blandos que en los
demas disolventes, lo cual indica que estos conformeros pueden modificar con facilidad su
densidad electrénica. Por otro lado, los conférmeros que presentan mayor indice de
electrofilicidad, o, en fase gas son G1-G3 (= 1.42 eV), mientras que en disolucion los
conférmeros en agua Al-A5 (= 1.66 eV) presentan valores mayores a los demas
conférmeros, lo cual indica que estos conférmeros tienen un comportamiento como mejor

electrofilo.

En el caso de los sistemas con disolucion explicita, los valores mayores del potencial
quimico, p, son de los conféormeros DG1E (-3.42 eV) a partir de G1 y todos los
conférmeros a partir de las geometrias mas estables en disolucion implicita (-3.80 eV).
Todos estos conférmeros seran mas susceptibles al intercambio de densidad electrénica con
el entorno. De forma contraria, estos conformeros tienen los valores de menor
electronegatividad, y, es decir, presentan menor resistencia a la pérdida de densidad
electronica. Respecto a los valores de dureza, n, los conférmeros DG1E (5.19 eV) y C1lE
(4.76 eV) tienen los valores mayores, lo que indica que estos conférmeros presentan mas
resistencia a cambiar su distribucion electrénica. De manera contraria, los conférmeros
AGIE, CGlE y AcG1E (= 0.20 eV), y ALE y AclE (= 0.212 eV) son ligeramente méas
blandos, que los demas y pueden modificar con mayor facilidad su densidad electrénica.
Por otro lado, los conférmeros que presentan mayor indice de electrofilicidad, o, son AG1E
(1.45 eV), y ALE y AclE (1.59 y 1.53 eV, respectivamente), lo cual indica que estos
conférmeros tienen un mejor comportamiento como electréfilos. En general, se observa que
los valores de los indices de reactividad global en disolvente explicito son ligeramente

mayores a los del disolvente implicito.

La Figura 21 muestra el mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) en fase gas y en

disolucion. Las isosuperficies se graficaron con un isovalor de 4.0x10* u.a. en un intervalo
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de —3.0x10 e u.a.” (regiones en color rojo) a 3.0x10 e u.a.”® (regiones en color azul). Se
observa que la mayor densidad electronica se concentra sobre el &tomo de O del grupo —-OH
en posicion para del anillo aromatico y ligeramente sobre el &tomo de O del grupo acilo en
los conférmeros Al y Acl, mientras que en los conférmeros G1, C1 y D1, la mayor
densidad se concentra en el atomo de O del grupo acilo y los atomos de O de los tres
grupos —OH del anillo aromatico. Las zonas deficientes de densidad electronica se observan
en la region sobre el &omo de H del grupo —OH en posicién orto que no forma puentes de
hidrégeno en los conformeros G1, Al, C1 y Acl, mientras que en D1 se observa sobre el
atomo de H del grupo —OH en posicion para que tampoco forma puente de hidrogeno. Otra
zona de menor densidad electrénica es el metilo del grupo éster de la cadena prenilada en
todos los conférmeros, que se atribuye al efecto inductivo aceptor o negativo del grupo
carboxilo del éster, el cual atrae electrones hacia si e induce carga positiva en el resto de los

atomos, en este caso en el grupo metilo.

Las Figuras 22 y 23 muestran los MEP para los sistemas en disolucion explicita. En
general, se observa que para la mayoria de los conférmeros, la mayor densidad electrénica
se concentra sobre el anillo aromatico, el atomo de O de los sustituyentes —OH en posicion
orto y para del anillo aromaético, sobre el &tomo de O del grupo acilo y en el &tomo de O
del grupo éster de la cadena prenilada en los conférmeros AG1E, CG1E, AcG1lE, DGIE,
C1E y D1E, mientras que en los conférmeros A1E y AclE, la mayor densidad se concentra
en el atomo de O del grupo carbonilo y en el &tomo de O del grupo éster de la cadena
prenilada. Las zonas deficientes de densidad electronica se observan en la regién sobre la
cadena prenilada para los conférmeros AG1lE, CGlE, AcGlE, DGI1E, Cl1E y DI1E,
mientras que para ALE y AclE se observa sobre los grupos metilo y algunos protones del

anillo aromético.

En general, se observan pocas diferencias en la distribucion de los MEP en los sistemas
empleando disolucion implicita y explicita. En el primer caso, se aprecia una concentracion
de la densidad electrénica en el anillo aromatico y en los sustituyentes OH (ver Figura 21),
mientras que, en el segundo caso, se observa una disminucién de la densidad electronica en
estos grupos, lo cual se puede atribuir a la interaccion con las moléculas de disolvente que

las rodean (ver Figuras 22 y 23).
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Acl D1

Figura 21. Potencial Electrostatico Molecular (MEP) de los conférmeros mas estables de caespitato
calculados en el nivel de teoria APFD/6-311+G(2d,p) en fase gas y en disolucién. En fase gas (G1), en agua
(A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).
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AcG1E DGI1E

Figura 22. Potencial Electrostatico Molecular (MEP) de las geometrias optimizadas de los sistemas
caespitato-disolvente explicito usando el método ONIOM (wB97X-D3/Def2—TZVP:XTB2) obtenidos a partir
del conférmero mas estables en fase gas (G1). En agua (AGL1E), en cloroformo (CGLE), en acetonitrilo
(AcG1E) y en DMSO (DGL1E).
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AclE D1E

Figura 23. Potencial Electrostatico Molecular (MEP) de las geometrias optimizadas de los sistemas
caespitato-disolvente explicito usando el método ONIOM (wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2) obtenidos a
partir de los conférmeros mas estables en disolucion implicita: en agua (Al), en cloroformo (C1), en
acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1). En agua (A1E), en cloroformo (C1E), en acetonitrilo (AclE) y en
DMSO (D1E).
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5.4. Analisis QTAIM

Los puentes de hidrogeno intramoleculares (IHB) son especialmente relevantes para el
estudio de moléculas biologicamente activas debido a sus funciones en el reconocimiento
molecular, la actividad anticancerigena, la selectividad quimica y las interacciones entre la
molécula y su diana bioldgica. La capacidad interesante de esta molécula para formar dos
IHBs ha sido estudiada en trabajos anteriores [135, 136]. En nuestro caso, el primer IHB
estd formado por O15:--H13 u O15---H11. El segundo IHB esta formado por O41---H9 u
0O41---H13, ver Figura 24. La Figura 24 muestra los grafos moleculares de los conférmeros
mas estables en fase gas y en disolucion. Los puntos criticos de enlace (BCPs) estan
indicados en puntos de color verde y los puntos criticos de anillo (RCPs) en color purpura.
En la Tabla 7 se muestran los valores de la densidad electrénica, p(r), el Laplaciano de la
densidad electronica, V2p(r), la energia cinética Lagrangiana, G (r), la densidad de energia
potencial, V(r), la energia cinética Hamiltoniana, H(r), la energia de interaccion, Ex..y, la
distancia interatdbmica, Dinter, €l angulo de valencia, Aintr, ¥ l0s indices de deslocalizacion,
DI, de los BPCs correspondientes a ambos IHBs. Los valores de densidad electrdnica,
p(r), de los puntos criticos de enlace (BCP) y de los puntos criticos de anillo (RCP)
muestran la formacion de enlaces no covalentes O---H y la formacion de anillos estables en
todos los conférmeros. El primer IHB corresponde al BCP O15---H13 para G1, Al, Cly
Acl, y al BCP 015---H11 para D1 con valores de p(r) en el intervalo de 0.079 a 0.083 u.a.,
mientras que el segundo IHB corresponde al BCP 041:--H9 de los conférmeros G1y C1, y
al BCP 0O41:--H13 para D1 con valores de p(r) de 0.026 a 0.030 u.a., indicando que el
primer IHB es mas fuerte que el segundo. Los valores positivos de VZp(r) en los BCPs
confirman la existencia de enlaces no-covalentes de tipo puente de hidrégeno debiles o de
fuerza media, exhibiendo una disminucion local de la densidad electronica (V2p(r) > 0)
[137]. Ademas, el signo positivo del pardmetro H(r) indica que no hay suficiente
acumulacién de densidad de carga sobre el puente de hidrégeno para considerarse como
enlace de puente de hidrogeno fuerte. Asi, el signo positivo de H(r) indica que la
acumulacién de densidad de carga sobre el enlace de hidrégeno tiene un efecto
desestabilizante [138]. El pardmetro H(r) se interpreta como una consecuencia de la
acumulacién de densidad de carga en la interaccion del BCP [139]. Los enlaces de puente
de hidrégeno débiles o de fuerza media muestran valores positivos de VZp(r) y H(r)
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[140]. Los valores de energia de interaccion, Ey...y, para el primer IHB se encuentran en el
intervalo de 28.43 a 30.47 kcal mol?, siendo el conformero Acl el de mayor magnitud.
Para el segundo IHB de los conformeros G1, C1y D1, los valores estan en el intervalo de
6.62 a 7.72 kcal mol?, siendo C1 el conférmero de mayor valor. Cabe mencionar, que los
valores de Ey...y del primer IHB son claramente mayores que los del segundo IHB, lo que
indica que el primer IHB tiene un efecto estabilizador mayor en comparacion del segundo.
La clasificacion de la fuerza de los puentes de hidrogeno indica que los puentes de
hidrogeno fuertes tienen una energia de 15-40 kcal mol? y los puentes de hidrogeno de
fuerza media o moderada tienen energia de 4-15 kcal mol™? [141]. De acuerdo con esta
clasificacion el primer IHB es un puente de hidrogeno fuerte y el segundo es un puente de
hidrogeno de fuerza media. Por otra parte, los indices de deslocalizacion, DI, tienen valores
< 1.0 correspondientes a interacciones no-covalentes para ambos IHBs. Los DI para el BCP
de los enlaces covalentes 012—-H13 y O10—H11 tienen valores de = 1.0 u.a., indicando que
estos enlaces tienen una fuerza de un enlace sencillo y que los atomos H13 y H11
contribuyen en menor extension a la formacion del puente de hidrégeno con O15. Las
distancias de enlace de ambos puentes de hidrogeno O---H, Dinter = 1.50 y 1.80 A, indican
que podrian tratarse de enlaces fuertes, sin embargo, los angulos de valencia H-O-:-H no
son optimos (Ainter = 142.5-156.0 °) para la formacidn de puentes de hidrégeno fuertes, los
cuales deben tener un valor cercano a 180° [142]. Con respecto a p(r) en los RCP, los
valores del primer IHB de todos los conférmeros son similares, en un intervalo de 0.0239—
0.0243 u.a., mientras que los valores de p(r) en el RCP del segundo IHB son de 0.0079-
0.0091 u.a., mostrando que las estructuras de anillo formadas por el puente de hidrogeno
015---H13 u 015---H11 estabilizan a la estructura en el mismo orden a los cinco
conférmeros, mientras que el anillo en los conférmeros G1 y C1 con la formacion de
041---H9, y D1 con la formacion O41---H13 no contribuye significativamente a la
estabilizacion del sistema. También se observan otras interacciones no-covalentes de tipo
electrostatico, por ejemplo, la interaccion formada entre los atomos de hidrogeno del grupo
metilo del grupo acilo y el &tomo de oxigeno de los grupos OH en posiciéon orto que no

forma el primer IHB y algunas otras interacciones en la cadena prenilada, ver Figura 24.
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Para el caso de los sistemas caespitato-disolvente explicito obtenidos a partir del
conférmero més estable en fase gas (G1) rodeado con los diferentes disolventes (ver Figura
13) y a partir de los conférmeros mas estables en disolvente implicito (ver Figura 15), se
observa en la Tabla 8 que los valores de densidad electrénica, p(r), para el primer IHB que
corresponde al BCP 0O15---H13 para AGlE, CG1lE, AcGlE, AlE, Cl1E y AclE u
015---H11 para D1E estan en el intervalo de 0.038 a 0.076 u.a. Cabe destacar que el primer
IHB no se conserva en el conférmero DGLE (ver Figura 25). El segundo IHB corresponde
al BCP 041---H9 para AG1E, CG1E, AcGlE, DG1E, C1E u 041---H13 para D1E con
valores de p(r) de 0.022 a 0.029 u.a. (ver Figura 25). Estos valores indican que el primer
IHB es mas fuerte que el segundo. Al igual que en disolucion implicita, los valores
positivos de VZp(r) y H(r) en los BCP indican la presencia de enlaces no-covalentes
(débiles o de fuerza media) [140]. Los valores de energia de interaccion, Ey..y, para el
primer IHB se encuentran en el intervalo de 10.61 a 27.29 kcal mol?, siendo los
conformeros AGLE y AclE los de mayor magnitud. Para el segundo IHB, los valores estan
en el intervalo de 5.21 a 7.65 kcal mol™, siendo CG1E y C1E los conférmeros de mayor
valor. De forma similar a los valores de Ey...y de solvatacion implicita, para el primer IHB
son mayores a los del segundo IHB, lo que indica un mayor efecto estabilizador del primer
IHB en comparacion con el segundo. En cuanto a los valores de DI, se observa que son <
1.0, indicando que corresponden a interacciones no-covalentes. Ademas, los DI para los
enlaces covalentes O12-H13 y O10-H11 tienen valores de = 1.0 u.a., correspondientes a
enlaces sencillos, indicando que los atomos H13 y H11 tienen contribuciones menores en la
formacion de los puentes de hidrogeno con O15. Las distancias de enlace de los dos
puentes de hidrogeno O---H, Dinter = 1.52 y 1.90 A, y los angulos de valencia H-O---H,
estan en el intervalo de Ainter = 141.7-156.7°. Estos parametros, al igual que en disolucion
implicita no son ideales para la formacion de puentes de hidrogeno fuertes. Ademas, en el
caso del conformero DG1E, la distancia de enlace del primer puente de hidrégeno O---H es
de 2.74 A, y el angulo de valencia H-O---H es de 109.59°, lo que indica que el puente de
hidrégeno no se conserva en este caso, a diferencia del conformero G1 en disolucion
implicita. En cuanto a p(1) en los RCP, los valores del primer puente de hidrégeno (IHB)
en todos los conférmeros son similares en el intervalo de 0.020-0.023 u.a., mientras que

para el segundo IHB varian entre 0.0051-0.0098 u.a. Esto indica que las estructuras de
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anillo formadas por el puente de hidrégeno 015---H13 u O41:---H13 estabilizan el sistema
en todos los conférmeros, excepto en DG1E. Por otro lado, la formacion del anillo formado
por el puente de hidrogeno O41---H9 u O41.--H13 no contribuye significativamente a la
estabilizacion del sistema. Ademas, se pueden apreciar otras interacciones no covalentes de
naturaleza electrostatica, como la interaccion entre los atomos de hidrégeno presentes en el
grupo metilo del grupo acilo y los &tomos de oxigeno en posicion orto de los grupos OH,
que no participan en la formacion del primer enlace de hidrogeno, y algunas otras
interacciones en la cadena prenilada, como se muestra en las Figuras 25 y 26. De manera
general, las energias de interaccion, Ey...y, de los sistemas caespitato-disolvente explicito
son menores (10.60-27.30 kcal mol™ para el primer IHB y 5.20-6.55 kcal mol™ para el
segundo IHB) respecto a las obtenidas con disolvente implicito (28.43-30.37 kcal mol*
para el primer IHB y 6.62-7.72 kcal mol™* para el segundo IHB), lo cual se puede explicar
debido a las interacciones no-covalentes entre las moléculas de disolvente que rodean a la

molécula de caespitato en los sistemas A1E, C1E, AclE y D1E.

Tabla 7. Parametros topoldgicos (u.a.), En.y (kcal mol?), distancias interatémicas (Diner, A) y angulos de
enlace (Ainer, °) de los conférmeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de teoria APFD/6-
311+G(2d,p) en fase gas y en disolucién implicita. En fase gas (G1), en agua (A1), en cloroformo (C1), en
acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).

BCP p() V() G(r) V() H(r) Ew.y  Dier Aer DI  RCP

Gl

O15---H13 | 0.0792 0.1694 0.0666 —0.0908 0.1574 28.49 150190 152.76 0.1542 0.0241
041---H9 | 0.0289 0.1195 0.0269 -0.0240 0.0509 7.53 1.81314 155.80 0.0693 0.0091

Al

O15---H13 | 0.0789 0.1700 0.0665 -0.0906 0.1571 2843 150109 153.17 0.1528 0.0239

C1

015---H13 | 0.0813 0.1701 0.0682 -0.0939 0.1621 29.46  1.49256 153.44 0.1579 0.0242
041---H9 | 0.0294 0.1205 0.0274 -0.0246 0.0520 7.72 1.81260 150.45 0.0698 0.0082

Acl

0O15---H13 | 0.0833 0.1701 0.0698 -0.0971 0.1669 30.47 1.48306 154.00 0.1605 0.0243

D1

015---H11 | 0.0793 0.1704 0.0668 -0.0910 0.1580 28.54  1.50269 152.94 0.1555 0.0240
041---H13 | 0.0263 0.1095 0.0242 -0.0211 0.0450 6.62 1.86758 142.44 0.0501 0.0079
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Tabla 8. Parametros topoldgicos (u.a.), En_y (kcal mol™), distancias interatémicas (Diner, A) y angulos de
enlace (Ainer, °) de las geometrias optimizadas de los sistemas caespitato-disolvente explicito usando el
método ONIOM (©wB97X-D3/Def2—-TZVP:XTB2) obtenidos a partir del conférmero més estable en fase gas
(G1) y de los sistemas caespitato-disolvente explicito usando el método ONIOM (®wB97X-
D3/Def2-TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conférmeros mas estables en disolucién implicita. En agua

(AG1E/A1E), en cloroformo (CG1E/CLE), acetonitrilo (AcG1E/AclE) y DMSO (DG1E/D1E).

Fase Gas®
BCP o() V() G V(r) H()  Ewu.v  Diner  Ainter DI RCP
AGIlE
015---H13 | 0.0759 0.1742 0.0651 -0.0866 0.1517 27.17 1517 151.82 0.1468 0.0239
0O41---H9 | 0.0226 0.0993 0.0211 -0.0174 0.0385 5.45 1925 139.23 0.0535 0.0058
CGlE
O15---H13 | 0.0554 0.1542 0.0475 -0.0565 0.1040 17.73 1.639 148.38 0.1194 0.0220
041---H9 0.0283 0.1193 0.0266 -0.0235 0.0501 7.373 1.840 141.71 0.0666 0.0051
AcGlE
015---H13 | 0.0672 0.1678 0.0578 -0.0736 0.1314 23.092 1.564 150.94 0.1359 0.0232
041---H9 | 0.0254 0.1090 0.0237 -0.0201 0.0474 6.306 1.857 156.73 0.0622 0.0087
DG1E
015---H13 -- -- -- -- -- -- 2.741 109.59 --- --
041---H9 0.0257 0.1104 0.0241 -0.0206 0.0447 6.463 1.867 144.68 0.0607 0.0065
Disolvente implicito®
BCP o) V(M G V() H()  En.y Dimer  Ainter DI RCP
AlE
015---H13 | 0.0379 0.1299 0.0331 -0.0338 0.0669 10.605 1.516 152.84 0.0839 0.0198
ClE
015---H13 | 0.0550 0.1561 0.0476 -0.0562 0.1038 17.633 1.642 147.71 0.1178 0.0221
041.--H9 0.0293 0.1197 0.0271 -0.0244 0.0515 7.655 1.809 156.13 0.0712 0.0098
AclE
015---H13 | 0.0762 0.1731 0.0651 -0.0870 0.1521 27.296 1516 152.84 0.1480 0.0238
D1E
015---H11 | 0.0689 0.1688 0.0591 —0.0760 0.1351 23.845 1556 150.46 0.1398 0.0231
041---H13 | 0.0220 0.0949 0.0202 -0.0166 0.0368 5.208 1.927 146.58 0.0532 0.0085
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Figura 24. Grafos moleculares de los conformeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de teoria
APFD/6-311+G(2d,p) en fase gas y en disolucién. En fase gas (G1), en agua (A1), en cloroformo (C1), en
acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).
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AcGI1E DGIE

Figura 25. Grafos moleculares de los confdrmeros mas estables de las geometrias optimizadas de los sistemas
caespitato-disolvente explicito usando el método ONIOM (wB97X-D3/Def2—TZVP:XTB2) obtenidos a partir
del conférmero mas estables en fase gas (G1). En agua (AGL1E), en cloroformo (CGLE), en acetonitrilo

(AcG1E) y en DMSO (DG1E).
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AclE D1E

Figura 26. Grafos moleculares de las geometrias optimizadas de los sistemas caespitato-disolvente explicito
usando el método ONIOM (wB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conférmeros mas
estables en disolucién implicita: en agua (A1), en cloroformo (C1), en acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).
En agua (A1E), en cloroformo (C1E), en acetonitrilo (Ac1E) y en DMSO (D1E).
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5.5. Validacion de los modelos de disolvente mediante espectroscopia RMN

Para validar los resultados de las estructuras de los conformeros mas estables del caespitato
considerando el disolvente implicito y explicito, se realizaron los célculos de los espectros
de RMN de H y 13C y se compararon con los espectros experimentales en cloroformo [26].
Los desplazamientos quimicos (8) de H y C en ppm se obtuvieron utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia. Para validar el nivel de teoria utilizado y
confirmar que los desplazamientos quimicos corresponden a la conformacion extendida de
caespitato en fase gas (G1) y en cloroformo utilizando los modelos implicito y explicito
(C1l y CI1E), se lleva a cabo una correlacion entre los valores calculados y los datos
experimentales reportados en cloroformo [26]. Las Tablas 9 y 10 muestran los valores
experimentales (0exp), calculados (Scaic) y recalculados (Srecaic) del desplazamiento quimico
de los espectros de RMN de 'H y *3C, respectivamente. Los valores Srecalc S€ €stimaron
mediante una ecuacion de regresion lineal simple, Sgecaic = (Scalc—b)/m, con pendiente m
y ordenada al origen b [143]. Para asignar los desplazamientos quimicos se utilizé el nivel
de teoria APFD/6-311+G(2d,p) en fase gas y en disolucion implicita y explicita de acuerdo

con la Figura 27.

Figura 27. Estructura numerada de caespitato para la asignacion de los desplazamientos quimicos (3) de
RMN de 'Hy 3C.

Los calculos del desplazamiento quimico (6) para el conformero extendido del caespitato
(G1, C1y CI1E) se llevaron a cabo para validar la metodologia utilizada en este trabajo y
verificar que la conformacion extendida del caespitato es la mas estable reportada

experimentalmente [26]. Los valores de las Tablas 9 y 10 muestran una buena correlacion

85



entre los valores experimentales, los calculados y los recalculados. Se obtuvieron
coeficientes de correlacion R? en el intervalo de 0.9753 a 0.9995 para H y de 0.9986 a
0.9991 3C. En la Tabla 9, para los & de H algunos valores calculados en fase gas
sobreestiman los datos experimentales, sin embargo, considerando el disolvente implicito
varios valores mejoran y finalmente, considerando el disolvente explicito la mayoria de los
valores concuerdan con los datos experimentales. En la Tabla 10, se observa una tendencia
similar para los & de °C. En fase gas algunos valores estan sobreestimados respecto a los
valores experimentales, pero considerando el disolvente implicito los resultados mejoran y

finalmente considerando el disolvente explicito se obtiene la mejor correlacion.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN de H experimentales, calculados y recalculados & (ppm) con
respecto al TMS del conformero mas estable del caespitato calculado en el nivel de teoria APFD/6-

311+G(2d,p) en fase gas y en disolucién implicita y explicita.

Experimental Fase Gas Disolvente implicito  Disolvente explicito
Asignacic')n OExp. Ocalc. ORecalc. * Ocalc. SRecalc.? Ocalc. ORecalc. ©
3H, d, CsH-C; 1.17 1.092 1.520 0.906 1.014 1.111 1.202
3H, d, C3H-C; 1.17 1.209 1.614 1.075 1.183 1.124 1.216
3H, s, =Cs—Cs4 1.73 1.782 2.077 1.722 1.836 1.637 1.731
3H, s, CO,—Cs 2.12 2.169 2.391 1.934 2.049 2.038 2.133
2H, brd, Co—Cy 3.40 3.760 3.678 3.339 3.464 3.309 3.410
1H, septupl, CzH 3.96 3.899 3.790 3.606 3.733 3.853 3.956
2H, s, H-Cg 4.79 4.875 4.580 4.803 4.938 4.507 4.613
1H, brt, H-Cq 5.49 5.506 5.090 5.957 6.101 5.292 5.401
1H, s, H-Cyo 5.98 5.913 5.419 5.705 5.847 6.014 6.126
2H, bs, on H-011; H-O1» 7.90 7.583 6.770 7.442 7.596 7.782 7.902
1H, bs, on H-013 12.90 16.128 13.682 12.658 12.848 12.778 12918

_ Bcalct0.6459 o
aSRecalC =" 12057 R“ = 0.9753

8 +0.0778
b _ Ocalc S R2 —
SRecalC - W, R - 0.9951

_ B8calc+0.0842 5
C8Recalc - 0‘9953_. R = 0.9995
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN de *C experimentales, calculados y recalculados & (ppm) con
respecto al TMS del conférmeros mas estable del caespitato calculado en el nivel de teoria APFD/6-311+G

(2d,p) en fase gas y en disolucion implicita y explicita.

Experimental Fase Gas Disolvente implicito Disolvente explicito
Asignacién OExp dcalc. ORecalc ? Ocalc Jrecalc? dcalc ORecalc ©
Me-C; 19.80 22.720 21.425  19.944 19.597 20.925 19.598
Me-C; 19.80 18.115 16.974  19.405 19.607 21.161 19.827
Ho—C 21.50 23.651 22.326  23.812 23.394 25.086 23.634
Me—-C4 21.70 22.941 21.639  23.409 22.998 23.527 22.122
Me—-Cs 21.70 22.579 21.289  21.008 21.623 22.625 21.248
2Me-Cs 39.60 43.799  41.800  40.653 39.920 42.830 40.843
Ho—Csg 64.80 66.789 64.021  64.508 63.330 65.386 62.718
H-Cio 95.70 96.263 92509  95.194 93.444 96.499 92.893
Cua 104.50 105.240 101.187 107.617 105.636 108.476 104.509
Cis 106.50 109.381 105.188 105.164 103.229 107.483 103.546
H-Co 129.50 138.954 133.773 137.302 134.767 137.963 133.106
Cs 130.10 138.559 133.391 132.657 130.209 137.626 132.780
Cu 160.20 164.646 158.605 162.111 159.114 163.896 158.257
Ci2 161.60 168.873 162.691 165.919 162.851 166.556 160.837
Cis 164.00 172,110 165.819 166.913 163.826 167.933 162.173
0C=0 173.60 182.444 175.808 176.349 173.086 181.642 175.468
C=0 211.80 215.724  207.975 215.309 211.320 220.177 212.841
Brecale = 225 R2 = 0.9986.
PBrecale = "L ZLRZ = 0.9992.
¢ SRecalc = %, R? = 0.99951.

5.6. Acoplamiento molecular en AutoDock Vina

Los resultados del acoplamiento semiflexible para las enzimas InhA, MabA, UGM y PanK
con los ligantes mas estables de caespitato en fase gas (G1) y en disolucion (A1, C1, Acly
D1) no simularon los datos experimentales, debido a que se perdi6 la conformacién del
ligante y, en consecuencia, también la de los IHB, que son muy importantes para mostrar la
actividad biolégica descrita. Los resultados del acoplamiento semiflexible se presentan en
el Anexo A. En cambio, los resultados del acoplamiento rigido mostraron mejores energias
de afinidad, se conservaron ambos IHB y se observaron interacciones con los aminoacidos
esenciales con cada blanco terapéutico. A continuacion, se muestran los resultados usando

acoplamiento rigido.
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5.6.1. Acoplamiento rigido con la enzima InhA

En la Tabla 11 y en la Figura 28, en los complejos InhA-G1r, InhA-Alr, InhA-C1r, InhA-
Aclr e InhA-D1r, las etiquetas G1, Al, C1, Acl y D1 se refieren a los conférmeros
optimizados mas estables en cada fase y la letra r se refiere al acoplamiento rigido. Para los
complejos con la enzima IhhA, las energias de afinidad se obtienen en el intervalo de —7.0 a
~7.8 kcal mol?, con el mejor valor para el complejo InhA-Clr (-7.8 kcal mol?), sin
embargo, no se observan interacciones relevantes con los aminoécidos importantes de la
enzima InhA para este complejo, ver Tabla 11. En la Figura 28 se observan las
interacciones del acoplamiento rigido de los complejos con la enzima InhA. En el complejo
InhA-GL1r, el ligante presenta una interaccion de puente de hidrégeno con la cadena lateral
del residuo Met98. El residuo Met98 es importante [144], ya que pertenece al sitio activo
previamente identificado [130]. En los complejos InhA-Aclr e InhA-D1r se observa la
interaccion de puente de hidrégeno con el residuo Arg43. La cadena lateral del residuo
Arg43 constituye un bolsillo no observado de la enzima [145]. En InhA-D1r, se observa la
interaccidn de puente de hidrogeno con el residuo Alal98. El residuo Alal98 es importante
ya que pertenece al bucle de unién al sustrato que se encuentra en el sitio activo. También
se observa una interaccion de puente de hidrégeno con el cofactor NAD en los complejos
InhA-G1r, InhA-Alr e InhA-Aclr, sin embargo, en InhA-Alr no se observan interacciones
fuertes con ninglin aminoacido del sitio activo al igual que en el acoplamiento semiflexible.
Las interacciones con el cofactor NAD dan indicios de la afinidad del ligante por unirse al

sitio con el cofactor, el cual esta involucrado en la farmacorresistencia a la isoniazida.

En general, como se observa en la Tabla 11 en todos los complejos con la enzima InhA las
energias de afinidad del acoplamiento rigido son mejores (de —7.0 a —7.8 kcal mol™) que en
el caso del acoplamiento semiflexible (de —5.7 a—6.5 kcal mol™).
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Tabla 11. Energias de afinidad (kcal mol) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en
AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucién con la enzima
InhA.

. . Energia de . . . L
Medio Complejo afinidad Aminoacidos Tipo de interaccion
Met98 Puente de hidrégeno
Fase gas InhA-G1r -7.1 Pheal r-alquilo
NAD1301 Puente de hidrégeno
Agua InhA-Alr -7.0 NAD1301 Puente de hidrégeno
Cloroformo InhA-C1r -7.8 — —
Arg43 Puente de hidrégeno
Acetonitrilo InhA-Aclr -73 NAD1301 Puente de hidrogeno
Arg43 Puente de hidrégeno
DMSO InhA-D1r 71 lle16 w-alquilo
Phe4l n-alquilo
Alal98 Puente de hidrégeno
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Figura 28. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en AutoDock Vina de los
complejos de la enzima InhA con los conférmeros més estables de caespitato en el sitio activo: (a) InhA-Glr,
(b) InhA-Alr, (c) InhA-C1r, (d) InhA-Aclry (e) InhA-D1r.
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5.6.2 Acoplamiento rigido con la enzima MabA

Las energias de afinidad se obtienen en el intervalo de —7.4 a —8.4 kcal mol* para los
complejos con la enzima MabA. El complejo MabA-C1r muestra una mejor energia de —8.4
kcal mol?, sin embargo, a pesar del valor de energia de afinidad obtenido, este complejo no
presenta interacciones relevantes con los aminoécidos importantes de la enzima MabA, ver
Tabla 12. En la Figura 29 se observa la interaccién con el residuo Tyr153 en los complejos
MabA-G1r y MabA-D1r via puente de hidrogeno, mientras que en MabA-Alr y MabA-
Aclr existe una interaccion desfavorable aceptor-aceptor y una interaccion m-o,
respectivamente. El residuo Tyrl53 pertenece a la triada catalitica y juega un papel
importante en la catélisis acido-base de la enzima MabA. Los complejos MabA-Alr y
MabA-C1r muestran interaccion via puente de hidrégeno con el cofactor NAP. Estas
interacciones sefialan la afinidad entre el ligante caespitato y el cofactor, que forma un

aducto covalente con la isoniazida, lo que resulta en la inhibicion de la actividad de MabA.

En general, los datos reportados en la Tabla 12 indican que en todos los complejos con la
enzima MabA las energias de afinidad del acoplamiento rigido son ligeramente mejores
(-7.4 a -8.4 kcal mol't) que en el caso del acoplamiento semiflexible (7.0 a —7.3 kcal

mol?).
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Tabla 12. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en
AutoDock Vina de los conférmeros méas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima
MabA.

. . Energia de S . . L
Medio Complejo afinidad Amino&cidos Tipo de interaccion
Tyrl53 Puente de hidrégeno
Gly139 Enlace C-H
. lle27 Alquilo
Fase gas MabA-G1r 7.5 Pro183 Alguilo
Ser92 Desfavorable
donador-donador
11186 Alquilo
Desfavorable
Tyrl53 aceptor-aceptor
Agua MabA-Alr =1.7
NAP1249 Puente de hidrégeno
Cloroformo MabA-C1r —-8.4 NAP1249 Puente de hidrégeno
Acetonitrilo MabA-Aclr —7.8 Tyrl53 -G
Tyrl53 Puente de hidrégeno
DMSO MabA-D1r —7.4 Ser140 van der Waals
Met190 Alquilo
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Figura 29. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en AutoDock Vina de los
complejos de la enzima MabA con los conformeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) MabA-
G1r, (b) MabA-Alr, (c) MabA-Clr, (d) MabA-Aclry (e) MabA-D1r.
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5.6.3 Acoplamiento rigido con la enzima UGM

Las energias de afinidad de los complejos con la enzima UGM se encuentran en el intervalo
de —7.4 a —9.9 kcal mol™, siendo el complejo UGM-C1r mejor en valor de energia de
afinidad con —9.9 kcal mol™?, ver Tabla 13. En la Figura 30 se observan las interacciones del
acoplamiento rigido de los complejos con la enzima UGM. Se observan las siguientes
interacciones con el residuo Arg180: en el complejo UGM-G1r muestra una interaccion via
puente de hidrogeno n-donador, UGM-ALr muestra la interaccion de puente de hidrogeno e
interaccion desfavorable donador-donador, UGM-C1r muestra una interaccién puente de
hidrégeno y UGM-Aclr muestra las interacciones de puente de hidrogeno y m-alquilo. El
residuo Argl80 juega un papel esencial en la catélisis de UGM [146]. Con el residuo
Tyr366 se observan las siguientes interacciones: con el complejo UGM-G1r se observa la
interaccion m-alquilo, en UGM-C1r se observa la interaccion desfavorable aceptor-aceptor,
y en UGM-Alr y UGM-D1r se observan interacciones de puente de hidrogeno
convencional. El aminoacido Tyr366 esta implicado en la estabilizacion del grupo B-fosfato
del sustrato UDP. Por otro lado, en los complejos UGM-G1r, UGM-C1r y UGM-D1r se
observan interacciones m-c con el cofactor FAD, ademas el complejo UGM-C1r también
muestra una interaccion via puente de hidrégeno con el cofactor FAD, esta interaccion
favorable indica que el ligante tiene afinidad por el cofactor. La enzima UGM necesita de
FAD reducido para catalizar la interconversion reversible de UDP-galactopiranosa (UDP-
Galp) y UDP-galactofuranosa (UDP-Galf).

En general, los datos reportados en la Tabla 13, indican que en todos los complejos de la
enzima UGM, las energias de afinidad del acoplamiento rigido son mejores (9.3 a —9.9
kcal mol™?) que en el caso del acoplamiento semiflexible (—8.7 a —8.9 kcal mol™), excepto

en los complejos UGM-Aclr y UGM-D1r con —7.4 y —8.4 kcal mol™, respectivamente.
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Tabla 13. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en

AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima

UGM.
Medio Complejo Engrg|a de Aminoacidos Tipo de interaccion
afinidad
Puente de hidrdgeno
Arg180 n- donador
Asnl77 Puente de hidrogeno
FAD401 -0
Fase gas UGM-G1r —9.3 Leul81 n-alquilo
Tyr382 n-alquilo
Tyr366 n-alquilo
Puente de hidrégeno
y desfavorable
Arg180 donador-donador
Tyr366 Puente de hidrégeno
Agua UGM-Alr -9.6
Argl80 Puente de hidrogeno
Tyr366 Desfavorable aceptor-
aceptor
Puente de hidrégeno
Cloroformo UGM-C1r -9.9 FAD401 y T-G
Puente de hidrégeno
Argl180 y w-alquilo
Acetonitrilo UGM-Aclr —7.4 Tyr366 Puente de hidrégeno
Tyrl6l -7
Leul81 n-alquilo
Tyrl91 n-alquilo
DMSO UGM-D1r -8.4 .
Phe192 n-alquilo
Argl180 van der Waals
FAD401 -G
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Figura 30. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en AutoDock Vina de los

complejos de la enzima UGM con los conférmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) UGM-

G1r, (b) UGM-ALr, (c) UGM-C1r, (d) UGM-Aclry (e) UGM-D1r.
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5.6.4 Acoplamiento rigido con la enzima PanK

Las energias de afinidad de los complejos con la enzima PanK tienen valores similares en
el intervalo de —8.8 a —9.0 kcal mol?, ver Tabla 14. En la Figura 31 se observan las
interacciones del acoplamiento rigido de los complejos con la enzima PanK. En el complejo
PanK-G1r se observa la interaccion m-alquilo con el residuo Phe254, mientras que el
complejo PanK-D1r muestra una interaccion de van der Waals. También se observa la
interaccion via puente de hidrégeno con el residuo Tyr257 en PanK-G1lr. Ambos
aminoacidos, Phe254y Tyr257, forman parte del recubrimiento de un tunel preformado en
el sitio activo de la enzima que no interviene en la unioén del sustrato de la coenzima A.
También se observa la interaccion n-m entre el aminoacido Tyr182 en los complejos PanK-
G1r, PanK-Alry PanK-Aclr, mientras que los complejos PanK-C1r y PanK-D1r muestran
interacciones de puente de hidrogeno convencional y puente de hidrogeno m-donador con
Tyrl82, respectivamente. EI aminoacido Tyr182 constituye el tinel preformado en el sitio
activo de la enzima. Por otra parte, se observa una interaccion desfavorable aceptor-
aceptor, una de puente de hidrogeno convencional y de tipo m-alquilo en los complejos
PanK-Alr, PanK-C1r y PanK-D1r, respectivamente, con el residuo Tyr235. EI complejo
PanK-Clr también presenta una interaccion de puente de hidrégeno m-donador con el
residuo Asn277, mientras que el complejo PanK-D1r muestra interaccion de van der Waals
con este aminoacido. Ambos residuos, Tyr235 y Asn277, son importantes ya que su cadena
lateral de estos residuos recubre el tinel preformado (superficie mayormente hidrofébica)

en el sitio activo que no interviene en la union del sustrato de la coenzima A.

En general, los datos reportados en la Tabla 14 indican que en todos los complejos de la
enzima PanK, las energias de afinidad del acoplamiento rigido son mejores (-8.8 a —9.0

kcal mol™?) que en el caso del acoplamiento semiflexible (—7.0 a —7.3 kcal mol™?).
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Tabla 14. Energias de afinidad (kcal mol) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en

AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima

PanK.
Medio Complejo Energia de Aminoécidos Tipo de interaccion
afinidad
Phe254 n-alquilo
Tyrl82 -1
Tyr257 Puente de hidrdgeno
Fase gas PanK-G1r -9.0 Phe247 n-alquilo
11e272 n-alquilo
Met242 Alquilo
Desfavorable aceptor-
Tyr235 aceptor
Agua PanK-Alr -8.8
Tyrl82 -7
Puente de hidrégeno y
Asn277 n-donador
PanK-C1r Tyr235 Puente de hidrogeno
Cloroformo -9.0 Tyrl82 Puente de hidrégeno
Acetonitrilo PanK-Aclr -8.9 Tyrl82 n-T
Tyrl82 Puente de hidrégeno y
n-donador
Lys174 Puente de hidrogeno
Phe254 van der Waals
DMSO PanK-D1r -9.0 Tyr235 n-alquilo
Phe239 n-alquilo
Phe247 n-alquilo
11e276 n-alquilo
Asn277 van der Waals

110



(a)

Bl Coovertonal Hydrogen Bond ] ann
B FrA Tshaped [ prampt

111



B comverconal Hydrogen Bond [ sy
B veloverabie AcceptorAccapher ] mrasp
Bl »7 Tsteped

112



[] Pr+oonor Hydrogen Bond [ prany

113



(d)

Lewdod

B 77 Toshaped
3 s

114



(e)

Tyrts2

He276

Interactons
D van der Wask D B Oearor Hydrogen Bord
Bl ool rvdragen Bone -

Figura 31. Representacion gréafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en AutoDock Vina de los
complejos de la enzima PanK con los conformeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) PanK-G1,
(b) PanK-AL1, (c) PanK-C1, (d) PanK-Acl y (e) PanK-D1.
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5.7. Acoplamiento molecular en Glide

En esta seccion se presentan los resultados de los calculos de acoplamiento rigido (proteina
y ligante rigidos) de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion
con las enzimas InhA, MabA, PanK y UGM realizados con el modulo Glide implementado
en el programa Schrodinger. Los resultados del acoplamiento semiflexible se detallan en el
Anexo B. Estos resultados mostraron que los complejos formados por UGM y PanK con
todos los conférmeros tienen las mejores energias de afinidad. Los complejos formados por
InhA presentaron interaccion desfavorable con Thrl96, aminoacido clave ya que esta
implicado en el proceso de fijacion del cofactor NAD en el sitio activo de esta enzima. Es
relevante destacar que todos los ligantes adoptan la misma conformacion, sin importar si las
estructuras de entrada presentan diversas configuraciones, ya sea extendida u horquilla. Los
complejos con la enzima InhA conservan el primer IHB y los complejos con la enzima
PanK conservan el segundo IHB, mientras que los complejos con las enzimas MabA y
UGM no conservan ningun IHB.

5.7.1. Acoplamiento rigido con la enzima InhA

En la Tabla 15 se reporta la funciéon de puntuacion de Glide (docking score) y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la enzima InhA. Se
observa que los complejos con la enzima InhA tienen un valor de docking score de —4.70 a
—5.94 kcal mol?, siendo el complejo InhA-C1r el de mejor docking score (—5.94 kcal mol-
). A diferencia de los resultados obtenidos en AutoDock Vina, en Glide si se observaron
interacciones de van der Waals y z-alquilo con los aminoécidos Phel49 y Tyrl58 de la
triada catalitica para el complejo InhA-C1r. En la Figura 32 se muestran los diagramas 3D
y 2D de interaccion del acoplamiento rigido de los complejos con la enzima InhA. Los
complejos InhA-G1r e InhA-Aclr muestran interaccion de van der Waals con el
aminoacido Alal198, mientras que InhA-Alr, InhA-C1r e InhA-D1r muestran interaccion -
alquilo con este mismo residuo. En AutoDock Vina, el complejo InhA-D1r present6
interaccién de puente de hidrogeno con Alal98. El aminoacido Alal98 esta involucrado en
la estabilizacion de intermediarios y pertenece al bucle de union al sustrato [130]. También
se observa la interaccion de van der Waals con Met199 en los complejos InhA-Alry InhA-
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C1r. El residuo Met199 es responsable de la union del sustrato al sitio de unién. Los
complejos InhA-Alr y InhA-Clr muestran interacciones de van der Waals con el
aminoacido Tyr158. Por otro lado, el complejo InhA-C1r también muestra interaccion -
alquilo con el aminoacido Phel49. Ambos residuos, Phel149 y Tyr158, forman parte de la
triada catalitica (Phe149, Tyr158 y Lys165) de la enzima InhA [130]. Ademas, Tyr158 esta
involucrado en la interaccion de InhA y su sustrato natural. También, se observa la
interaccion de van der Waals con Thr196 en el complejo InhA-C1r. El residuo Thr196
ayuda a fijar al cofactor NAD en el sitio activo de InhA. Finalmente, se observa una
interaccion de puente de hidrégeno con el cofactor NAD en los complejos InhA-G1r e
InhA-D1r, ademas en InhA-D1r se observa una interaccion m-alquilo con este cofactor,
mientras que en los complejos InhA-Alr y InhA-C1r se observan interacciones de van der
Waals con NAD. El cofactor NAD estd involucrado en la farmacorresistencia a la

isoniazida.

Respecto al docking rigido en AutoDock Vina, éste presenta mejor energia de afinidad que
el docking score de Glide. Las interacciones encontradas con el programa Glide involucran
interacciones de van der Waals y m-alquilo con los aminoacidos de la triada catalitica
(Phel49 y Tyr158) en los complejos InhA-Alr e InhA-Clr, mientras que en AutoDock
Vina no se observan interacciones con los aminoacidos de la triada catalitica. Por otro lado,
en Glide se encuentran interacciones debiles con Alal98, Met199 y Thr196 de tipo van der
Waals y n-alquilo, mientras que en AutoDock Vina se observan interacciones de puente de

hidrégeno con aminoacidos importantes de la enzima como Met98, Alal98 y Arg43.
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Tabla 15. Docking score (kcal mol™?) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucién con la enzima InhA.

Medio Complejo Docking score Aminoécidos Tipo de interaccion
Alal98 van der Waals
Fase gas InhA-G1r —5.48 NAD1301 Puente de hidrégeno
Alal98 n-alquilo
Agua InhA-Alr —4.70 Met199 van der Waals
Tyrl58 van der Waals
NAD1301 van der Waals
Tyrl58 van der Waals
Alal98 n-alquilo
Cloroformo InhA-C1r —5.94 Phel49 n-alquilo
Thr196 van der Waals
Met199 van der Waals
NAD1301 van der Waals
Alal98 van der Waals
Acetonitrilo InhA-Aclr -4.70 NAD1301 van der Waals
Alal98 n-alquilo
DMSO InhA-D1r —4.82 NAD1301 Puente de hidroégeno y n-

alquilo
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Figura 32. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en Glide de los complejos
de la enzima InhA con los conférmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) InhA-G1r, (b) InhA-
Alr, (c) InhA-C1r, (d) InhA-Aclry (e) InhA-D1r.
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5.7.2. Acoplamiento rigido con la enzima MabA

En la Tabla 16 se reporta la funcién de puntuacion de Glide (docking score) y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la enzima MabA.
El complejo MabA-G1r es el que tiene el mejor valor de docking score de —5.78 kcal mol™,
respecto a los demas complejos con valores entre —4.87 a —5.71 kcal mol™. En la Figura 33,
se muestran los diagramas 3D y 2D de interaccion de los complejos con la enzima MabA.
Se observan las interacciones con el aminoacido Tyrl53 en los complejos MabA-Glr,
MabA-C1r y MabA-Aclr de tipo van der Waals, adicionalmente el complejo MabA-Alr
muestra interacciones de puente de hidrégeno y desfavorable donador-donador con este
residuo. Por otra parte, el complejo MabA-D1r muestra interaccion w-alquilo con Tyr153.
Todos los complejos en Glide muestran interaccidn en su mayoria de van der Waals con
Tyrl53, a diferencia de los resultados de AutoDock Vina donde se observan interacciones
de puente de hidrégeno con Tyr153 en los complejos con G1r y D1r. EI aminoacido Tyr153
es importante por el rol central en la catélisis acido-base de la enzima [51]. Todos los
complejos presentan una interaccion de tipo van der Waals con el residuo Ser140, mientras
que el complejo MabA-Alr presenta interaccion de puente de hidrégeno con este mismo
residuo. En el complejo MabA-G1r se observa una interaccion de van der Waals con el
aminoécido Lys157. Finalmente, MabA-G1r, MabA-Clr y MabA-Aclr muestran
interaccidn via van der Waals con el cofactor NAP, mientras que MabA-Alr muestra una
interacciéon via puente de hidrégeno con el cofactor, a diferencia de los resultados en
AutoDock Vina, donde los complejos MabA-Alr y MabA-C1lr muestran interacciones via
puente de hidrogeno con NAP. La interaccion con el cofactor es importante pues forma un

aducto covalente con la isoniazida [56].

Respecto al docking rigido en AutoDock Vina, la energia de afinidad es mejor que los
valores de docking score de Glide. De los resultados en Glide se observa que todos los
complejos muestran interacciones débiles de tipo van der Waals o zw-alquilo con al menos
dos aminoéacidos de la triada catalitica (Tyrl53, Ser140 y Lys157) de la enzima MabA, y
solamente el complejo MabA-Alr presenta una interaccion de puente de hidrdégeno con
Ser140. Esto contrasta con los resultados en AutoDock Vina, donde se observan

124



interacciones de puente de hidrégeno con un solo aminoacido de esta triada (Tyr153) en los

complejos MabA-G1r y MabA-D1r.

Tabla 16. Docking score (kcal mol™?) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima MabA.

Medio Complejo Docking score Aminoacidos Tipo de interaccion
Tyrl53 van der Waals
Fase gas MabA-G1r —5.78 Ser140 van der Waals
Lys157 van der Waals
NAP1249 van der Waals
Tyrl53 Puente de hidrégeno
y desfavorable
donador-donador
Ser140 Puente de hidrégeno
Agua MabA-Alr —4.87 NAP1249 Puente de hidrogeno
Tyrl53 van der Waals
Ser140 van der Waals
Cloroformo MabA-C1r -5.51 NAP1249 van der Waals
Tyrl53 van der Waals
Acetonitrilo MabA-Aclr —5.58 Serl140 van der Waals
NAP1249 van der Waals
Ser140 van der Waals
DMSO MabA-D1r -5.71
Tyrl53 n-alquilo
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Figura 33. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en Glide de los complejos

de la enzima MabA con los conférmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) MabA-G1r, (b)

MabA-Alr, (c) MabA-C1r, (d) MabA-Aclry (e) MabA-D1r.
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5.7.3. Acoplamiento rigido con la enzima UGM

En la Tabla 17 se reporta la funcién de puntuacion de Glide (docking score) y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la enzima UGM. El
complejo UGM-C1r tiene el mejor valor de docking score de —5.79 kcal mol™, al igual que
en los resultados de AutoDock Vina. Los demés complejos formados con la enzima UGM
tienen valores de docking score en el intervalo de —4.10 a -5.65 kcal mol™. En la Figura 34,
se muestran los diagramas 3D y 2D de interaccion de los complejos con la enzima UGM.
Los resultados muestran una variedad de interacciones en todos los complejos con el
amino&cido Arg180. En el caso de UGM-G1r y UGM-D1r, se observan interacciones via
van der Waals. Por otro lado, en los complejos UGM-C1r y UGM-Aclr, se destacan las
interacciones de puente de hidrégeno, al igual que en AutoDock Vina en el complejo
UGM-Cl1r. El complejo UGM-ALlr muestra una interaccion de puente de hidrdgeno y
desfavorable donador-donador con el mismo residuo, lo cual se asemeja también a los
resultados de AutoDock Vina. El residuo Arg180 participa en la catalisis de UGM. Por otro
lado, en todos los complejos con UGM también se observan interacciones con el
aminoéacido Tyr366. EI complejo UGM-G1r presenta interacciones de apilamiento n-n y de
tipo m-alquilo. En UGM-D1r se observan interacciones de puente de hidrogeno y m-alquilo.
En UGM-C1r y UGM-Aclr se observan interacciones de van der Waals y en el caso de
UGM-A1r se establecen interacciones mediante puente de hidrégeno con Tyr366, al igual
que en AutoDock Vina. El aminoacido Tyr366 es crucial para la estabilizacion del grupo f3-
fosfato del sustrato UDP. Por otro lado, en los complejos UGM-C1r y UGM-Aclr se
observan interacciones m-alquilo con el cofactor FAD, a diferencia de AutoDock Vina
donde las interacciones con FAD son del tipo -6 en los complejos UGM-G1, UGM-C1r y
UGM-D1r, y adicionalmente de tipo puente de hidrégeno en UGM-CLr.

Respecto al docking rigido en AutoDock Vina, la energia de afinidad es mejor que la de
docking score de Glide. Con respecto a las interacciones, en Glide se observan
interacciones de puente de hidrdégeno con Arg180 solamente en los complejos UGM-C1r y
UGM-Aclr, mientras que en AutoDock Vina, los complejos UGM-G1r, UGM-Clr y
UGM-Aclr muestran interacciones de puente de hidrogeno. Por otro lado, con relacion al

131



residuo Tyr366, se observan interacciones de puente de hidrogeno en los complejos UGM-

Alry UGM-D1r tanto en Glide como en AutoDock Vina.

Tabla 17. Docking score (kcal mol™) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima UGM.

Medio Complejo Docking score Aminoéacidos Tipo de interaccion
Arg180 van der Waals
Tyr366 Apilamiento n-t y
Fase gas UGM-G1r —5.65 n-alquilo
Argl180 Puente de hidrégeno y
desfavorable donador-
donador
Agua UGM-Alr -4.10 Tyr366 Puente de hidrégeno
Argl180 Puente de hidrégeno
Cloroformo UGM-Cl1r -5.79 Tyr366 van der Waals
FAD401 n-alquilo
Arg180 Puente de hidrégeno
Tyr366 van der Waals
Acetonitrilo UGM-Aclr -5.37
FAD401 n-alquilo
Arg180 van der Waals
Puente de hidrégeno y
DMSO UGM-D1r -5.61 Tyr366 n-alquilo
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Figura 34. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en Glide de los complejos
de la enzima UGM con los confédrmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) UGM-G1r, (b)
UGM-ALr, (¢) UGM-CLr, (d) UGM-Aclry (e) UGM-DL1r.
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5.7.4. Acoplamiento rigido con la enzima PanK

En la Tabla 18 se reporta la funcién de puntuacion de Glide (docking score) y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la enzima PanK. El
complejo PanK-Alr tiene un mejor valor de docking score de —8.07 kcal mol™ respecto a
los valores de —6.29 a —7.19 kcal mol! de los demas complejos. En la Figura 35, se
muestran los diagramas 3D y 2D de interaccion de los complejos de la enzima PanK. Los
resultados muestran que en los complejos PanK-G1r, PanK-Alr y PanK-Acl se establecen
interacciones de tipo van der Waals con el aminoacido Phe254, mientras que en los
complejos PanK-Cl1r y PanK-D1r se observan interacciones de tipo n-m. De manera
adicional, el complejo PanK-C1r muestra una interaccion de tipo m-alquilo con este mismo
residuo. En AutoDock Vina también se observan interacciones de tipo van der Waals y =n-
alquilo en algunos complejos con PanK. Los complejos PanK-G1r y PanK-C1r muestran
una interaccion via puente de hidrégeno con el residuo Tyr257, mientras que los complejos
PanK-Alr, PanK-Aclr y PanK-D1r muestran interacciones de van der Waals con este
aminoacido. En contraste con los resultados de AutoDock Vina, donde solo el complejo
PanK-G1r presenta una interaccion de puente de hidrogeno con este residuo. La cadena
lateral de estos aminoacidos, Phe254 y Tyr257, recubren el tanel preformado del sitio
activo que interviene en la unién del sustrato de la coenzima A. Por otro lado, todos los
complejos, excepto en el caso de PanK-Clr, muestran una interaccion de puente de
hidroégeno con Tyr182. Ademas, el complejo UGM-D1r muestra una interaccion de tipo 7-
alquilo con este residuo. A diferencia de lo observado en AutoDock Vina, donde solamente
en los complejos PanK-C1r y PanK-D1r se observan interacciones via puente de hidrégeno
con este residuo. El aminoacido Tyr182 forma parte de un tunel preformado del sitio activo
de la enzima. La interaccion de tipo w-alquilo con el aminoéacido Tyr235 se forma en todos
los complejos evaluados en Glide. En contraste, con los resultados de AutoDock Vina, en
donde se observa una interaccion via puente de hidrogeno Unicamente en el complejo
PanK-CL1r. Por otro lado, se observa una interaccién de tipo van der Waals con el residuo
Asn277 en todos los complejos excepto en PanK-C1r donde no se observa interaccion con
Asn277. Mientras que en AutoDock Vina, solo el complejo PanK-C1r exhibe interaccion
de puente de hidrogeno y el complejo PanK-D1r de tipo van der Waals con Asn277. Los

residuos Tyr235 y Asn277 estan involucrados en la unién de pantotenato y fosfotenato
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[68]. Adicionalmente, el complejo PanK-C1r muestra una interaccion via enlace C-H con
Arg238. El residuo Arg238 sirve como conector entre el pantotenato fosforilado y el ATP
[147].

Respecto al docking rigido en AutoDock Vina, la energia de afinidad es mejor en
comparacion con el docking score de Glide. En relacién con las interacciones con Tyr257,
en Glide se observan interacciones via puente de hidrogeno tanto en PanK-G1r como en
PanK-C1r, a comparacion de los resultados de AutoDock Vina donde se observa esta
interaccion unicamente en el complejo PanK-G1r. En relacién con Tyrl82, se observan
interacciones via de puente de hidrogeno en todos los complejos excepto en PanK-C1r,
mientras que en AutoDock Vina en se observan unicamente en los complejos PanK-C1r y
PanK-D1r.Con respecto a los residuos Tyr235 y Asn277, no se observan interacciones por
puente de hidrégeno en ninguno de los complejos evaluados, mientras que en AutoDock
Vina se identifican interacciones via puente de hidrdégeno en el complejo PanK-C1r con

ambos residuos.
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Tabla 18. Docking score (kcal mol™?) e interacciones principales del acoplamiento molecular rigido en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucién con la enzima PanK.

Medio Complejo Docking score Aminoéacidos  Tipo de interaccion
Phe254 van der Waals
Tyr257 Puente de hidrégeno
Tyr235 n-alquilo
Fase gas PanK-G1r -7.19 Tyr182 Puente de hidrégeno
Asn277 van der Waals
Phe254 van der Waals
Tyr257 van der Waals
Agua PanK-Alr —6.29 Tyr235 n-alquilo
Tyrl82 Puente de hidrégeno
Asn277 van der Waals
Phe254 n-alquilo y n-
Tyr257 Puente de hidrogeno
Arg238 Enlace C-H
Cloroformo PanK-C1r -8.07 Tyr235 n-alquilo
Phe254 van der Waals
Tyr257 van der Waals
Acetonitrilo PanK-Aclr —6.96 Tyr235 n-alquilo
Tyrl82 Puente de hidrégeno
Asn277 van der Waals
Phe254 -7
Tyr257 van der Waals
Tyr235 n-alquilo
DMSO PanK-D1r —6.97 Tyr182 Puente de hidrégeno
y n-alquilo
Asn277 van der Waals
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Figura 35. Representacion gréafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular rigido en Glide de los complejos
de la enzima PanK con los conférmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a) PanK-G1r, (b) PanK-

Alr, (c) PanK-C1r, (d) PanK-Aclry (e) PanK-D1r.
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Cabe mencionar que estos resultados son similares a los obtenidos en el acoplamiento
rigido con AutoDock Vina (ver Seccion 5.6), tanto en la tendencia observada de la energia
de afinidad como en las interacciones encontradas. Los resultados del acoplamiento
molecular obtenidos en Glide de esta seccion se utilizaron para el calculo de MM/GBSA,

cuyos resultados se presentan en la seccién 5.9.

5.8. Validacién de los calculos de acoplamiento molecular

Con el propésito de validar los célculos de acoplamiento molecular, se llevé a cabo un re-
docking de los blancos InhA y UGM junto con los sustratos trans-2-hexadecenoil-(n-acetil-
cisteamina)-tioéster (THT) y uridina-5'-difosfate (UDP), respectivamente, mientras que en
el caso de PanK se realizd un re-docking utilizando el inhibidor N-[1-(5-{[2-(4-
fluorofenoxi)etil]sulfanil}-4-[(4-fluorofenil)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-il)etil]-2- (trifluorome
til)benzamida (ZVW).

A continuacién, se presentan los resultados del re-docking molecular para los complejos
INhA-THT, UGM-UDP y PanK-ZVW. En cuanto al re-docking rigido, las energias de
afinidad obtenidas con AutoDock Vina son superiores en todos los casos en comparacion
con Glide (Tabla 19). Al analizar los valores de RMSD, se observa que tanto en AutoDock
Vina como en Glide, todos los valores son inferiores a 2 A, lo que indica una mayor
similitud con la conformacion inicial de cada uno de los ligantes. No obstante, se destaca
que en AutoDock Vina existe una mayor similitud con los conférmeros de los ligantes de
referencia en comparacion con los obtenidos en Glide. En cuanto al re-docking
semiflexible, es importante sefialar que en comparacion con AutoDock Vina, Glide alcanz6
una energia libre de union superior para InhA-THT vy ligeramente mayor para UGM-UDP.
En cambio, en el caso de PanK-ZVW, la energia de afinidad fue ligeramente mayor en
AutoDock Vina. Segun los resultados obtenidos mediante la metodologia MM/GBSA, los
valores son més favorables en el acoplamiento semi-flexible para INhA-THT y UGM-UDP,
(Tabla 19). Sin embargo, en el caso del complejo PanK-ZVW, la energia de union resultd
superior en el acoplamiento rigido en comparacion con los resultados obtenidos en el
acoplamiento semi-flexible. Al analizar los valores de RMSD, se observa que para InhA-
THT y UGM-UDP, AutoDock Vina muestra resultados més favorables en comparacion con
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Glide (Tabla 19). No obstante, en el caso de PanK-ZVW, se observa una situacion inversa,
ya que en Glide se obtiene un valor menor de RMSD. Es relevante sefialar que los valores
de RMSD obtenidos para INhA-THT y PanK-ZVVW superan los 2 A, indicando la falta de

similitud con las conformaciones iniciales.

Por otro lado, los valores obtenidos del re-docking se compararon con los obtenidos del
acoplamiento rigido y semiflexible del ligante caespitato y las 4 enzimas propuestas. Como
conclusion, se observo que en términos generales, los valores de afinidad de caespitato no
superan a los de los sustratos o inhibidores de las enzimas, como ejemplo, se destaca el
caso de los resultados del acoplamiento rigido en AutoDock Vina con el ligante caespitato,
gue mantiene los dos IHB y que se optimizé en DMSO, destacando su relevancia debido a
su aplicacion en ensayos biologicos. En el complejo InhA-D1r, el valor de afinidad de
unién (Tabla 11) fue inferior en mas de dos kcal mol™ al complejo sustrato-InhA (-9.5 kcal
mol™) (Tabla 19), contrariamente a lo esperado para mostrar actividad inhibitoria. Para la
enzima MabA, el valor de la puntuacion de docking observado para el complejo MabA-D1r
(Tabla 12), al igual que para el complejo InhA-D1r, fue inferior en mas de dos kcal mol™ al
inhibidor de control de MabA (isonicotina-acil-NADH), cuyo valor de puntuacion fue de
-9.5 kcal mol? [57]. Para la UGM, el valor de la energia de afinidad para el complejo
UGM-D1r fue menor en mas de seis de kcal mol™? (Tabla 13) con respecto al complejo
sustrato-UGM comin (-13.6 kcal mol?). Para la enzima PanK, el valor de afinidad del
complejo PanK-D1r fue menor en cinco kcal mol™ (Tabla 13) al inhibidor ZVW. Para los
valores de docking semi-flexible tanto en AutoDock Vina y en Glide los valores no fueron
mejores en comparacion a los obtenidos con el sustrato y los inhibidores.

Para la validacion del acoplamiento molecular con la enzima MabA se reprodujeron los
valores de energia de afnidad de —9.5 kcal mol? con el inhibidor dinucleétido de
isonicotinico-acetil-nicotinamida-adenina como ligante (PDB ID: 1ZID), ademas también
se identificaron las interacciones reportadas [57] de los aminoacidos Gly22, Asn24, Arg47,
Gly90, Asn88, l1le27, 11e186, Lys157, Thrl96 que pertenecen al sitio de union de dicha

enzima.
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Tabla 19. Energias libres de union (kcal mol™) y RMSD (A) de las simulaciones de re-docking de InhA,

UGM y PanK con sus respectivos sustratos e inhibidores, calculadas con AutoDock Vina y Glide.

Complejo Rigido RMSD Semi-flexible RMSD
Enzima-ligante (kcal mol™) (A) (kcal mol™) (A)
A G M A G A G M A G
INhA-THT -95 32 -56.09 0.74 0.76 -5.1 8.0 9351 5.05 7.27
MabA-Inhibidor - - - - - - - - -- --
UGM-UDP -13.6 -10.2 -65.44 0.13 0.67 |-103 -11.1 -73.23 0.40 14
PanK-ZVW -141 -74 -83.90 0.34 0.43 -87 81 -7484 6.83 4.89

A = AutoDock Vina, G = Glide, M = MM/GBSA

5.9. Estudio MM/GBSA

El método Prime MM/GBSA [148] se utilizé para mejorar los valores de puntuacién de los
calculos de acoplamiento molecular obtenidos en el mddulo Glide. A continuacion, se
presentan los resultados del acoplamiento rigido, los cuales presentaron mejores valores de
energia de afinidad y mejores interacciones de los complejos de las proteinas InhA, MabA,
PanK y UGM con los ligantes mas estables optimizados en fase gas (G1), agua (Al),
cloroformo (C1), acetonitrilo (Acl) y DMSO (D1).

En la Tabla 20 se muestran las energias libres de enlace MM/GBSA calculadas para los
complejos con la enzima InhA y los ligantes mas estables en fase gas y disolucion, donde
MM/GBSA-AG-enlace = Complejo — Receptor — Ligante, MM/GBSA-AG-enlace
(Coulomb) = Complejo — Receptor — Ligante en unidades Coulomb, MM/GBSA AG enlace
(NS) = Complejo — Receptor (del complejo optimizado) — Ligante (del complejo
optimizado) = MM/GBSA AG enlace — Tensién del Receptor — Tension del Ligante y
finalmente MM/GBSA-AG-enlace (NS) (Coulomb), el cual se refiere a MM/GBSA AG
enlace (NS) en unidades Coulomb. NS significa no deformacion; esta energia no considera

los cambios conformacionales necesarios para la formacion del complejo.

Como se observa en la Tabla 20, los complejos de la enzima InhA que presentaron las
mejores energias de enlace AG son InhA-Aly InhA-Acl. Para los complejos con la enzima
MabA, MabA-C1 presenté mejor energia de enlace AG de —54.29 kcal mol™ respecto a los
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demas complejos. Por otro lado, los complejos UGM-G1, UGM-C1 y UGM-D1
presentaron las mejores energias de enlace. Finalmente, de los resultados de la enzima
PanK, el complejo que presenta mejor energia de enlace AG es PanK-G1 de —59.59 kcal
mol?, sequido de PanK-D1, PanK-C1 y PanK-Al, con energias muy similares que varian
en menos de 1-2 kcal mol™? respecto a PanK-D1. Mientras que el complejo PanK-Acl
present6 una energia no tan buena (-56.49 kcal mol™) con respecto a al complejo PanK-D1.
De manera general, cabe mencionar que los complejos formados con las enzimas UGM y
PanK son los que presentan las mejores energias de enlace respecto a los complejos
formados con las otras enzimas. Por otro lado, podemos observar en la Tabla 20 que los
complejos que tienen mejor energia de enlace MM/GBSA-AG (NS), UGM-C1 y UGM-D1,
presentan los mejores valores de energia de enlace MM/GBSA-AG.

Tabla 20. Energias libres de enlace MM/GBSA (kcal mol™) de los complejos entre los conférmeros mas

estables de caespitato en fase gas y disolucion con las enzimas InhA, MabA, UGM y PanK.

InhA
Conférmero MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG-  MM/GBSA-AG-enlace
enlace enlace (Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl —40.81 -9.47 —44.22 —7.74
Al —54.72 —-15.85 —59.26 —16.29
C1 —47.59 —2.76 ~53.63 -1.85
Acl —54.72 -15.85 —59.26 —16.29
D1 —43.89 —6.97 —-39.22 —5.54
MabA
Conférmero MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG-  MM/GBSA-AG-enlace
enlace enlace (Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
G1 —47.12 —6.85 —54.05 —-6.29
Al —-49.37 -10.91 —54.53 -10.79
C1 —54.29 —8.17 ~57.03 ~7.84
Acl -50.20 -10.18 -57.32 -9.33
D1 —47.83 -16.04 —58.00 —-14.28
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UGM
Conférmero | MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG-  MM/GBSA-AG-enlace
enlace enlace (Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl —53.16 —8.86 —61.69 —6.95
Al —47.29 —7.58 —58.49 —10.66
Cc1 —64.03 -16.4 ~72.23 ~16.95
Acl —47.77 —5.48 —57.56 —5.53
D1 —58.89 —4.38 —69.43 —8.55
PanK
Conférmero MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG- MM/GBSA-AG-enlace
enlace enlace (Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl ~59.59 -18.99 ~62.62 ~17.42
Al -57.03 ~13.74 ~60.67 -13.92
C1 —58.80 —3.08 ~64.68 -5.12
Acl —56.49 —18.88 —61.95 -18.40
D1 —58.96 —4.41 —63.08 —4.29

En la Tabla 21 se presentan los parametros energéticos MM/GBSA. Las energias AG bind
Lipo y AG bind vdW son las contribuciones mas importantes para determinar la energia
libre promedio de unién de todos los complejos. Para la enzima InhA se observa que los
complejos InhA-G1, InhA-C1 e InhA-Acl se estabilizan mediante las contribuciones AG
bind vdW, AG bind Lip y AG bind Solv GB contribuyen, sin embargo, AG bind Hbond es
el que menos contribuye, lo que indica que hay una pobre estabilizacion de los enlaces de
hidrégeno en todos los complejos con los amino&cidos de InhA. El término AG bind vdW
revela que no hay buen contacto entre el sitio activo de InhA y los ligantes G1 y Acl. Por
otra parte, la contribuciéon de AG bind Lipo indica que el sitio de union de InhA es

lipofilico y, en consecuencia, las interacciones lipofilicas son dominantes.

Para la enzima MabA, se observa que en el caso del complejo MabA-D1, la contribucion
que estabiliza al complejo es AG bind vdW, la cual revela un buen contacto entre el sitio
activo de MabA y Al. Ademas, el valor de AG bind Solv GB es también favorable para su

estabilizacion.

Para los complejos de la enzima UGM que mostraron mejor energia de enlace AG, se

observa que el término AG bind vdW tiene una buena contribucion para la estabilizacion de
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los complejos UGM-G1, UGM-C1 y UGM-D1, mientras que el término AG bind Hbond no

mostré una contribucion favorable.

Finalmente, para los complejos con la enzima PanK, se observa que PanK-Al y PanK-D
seguido por el complejo PanK-Acl con una diferencia de 2 kcal mol™. Ambos complejos
obtuvieron su estabilizacion mediante las contribuciones AG bind vdW y AG bind Lipo,
pero AG bind Hbond es el parametro que menos contribuye, lo que indica una pobre
estabilizacion de los enlaces de hidrogeno entre G1 y D1, y los residuos de aminoacidos de
PanK. El término AG bind vdW revela un buen contacto entre el sitio activo de PanK y D1,
seguido por el del complejo PanK-G1. Por otra parte, la contribucion de AG bind Lipo
indica que el sitio de unién de PanK es lipofilico y, en consecuencia, las interacciones
lipofilicas son dominantes. De acuerdo con los parametros descritos anteriormente, ambos
complejos UGM-G1 y UGM-D1 alcanzan la estabilidad por diferentes contribuciones, pero

ambos pueden formarse mejor que los otros complejos proteina-G1 y proteina-D1.

Tabla 21. Parametros energéticos de MM/GBSA (kcal mol?) de los complejos entre los conférmeros méas

estables de caespitato en fase gas y disolucion con las enzimas InhA, MabA, UGM y PanK.

InhA
Conférmero AG bind Hbond AG bind Lipo AG bind Solv GB AG bind vdW
Gl -0.99 —-22.58 14.57 —-22.95
Al —0.61 —26.86 11.96 —-25.99
C1 -0.74 -35.44 18.05 —30.95
Acl -0.61 —26.86 11.96 —-25.99
D1 —0.83 -2.11 12.77 -20.89
MabA
Conférmero AG bind Hbond AG bind Lipo AG bind Solv GB AG bind vdW
Gl -0.43 —-29.69 19.01 -31.77
Al -0.77 —30.35 27.81 -38.14
C1 -0.8 —-28.49 18.3 —-36.97
Acl -0.78 -30.38 16.38 -27.77
D1 —0.76 —31.68 21.44 -29.77
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UGM

Conférmero AG bind Hbond AG bind Lipo AG bind Solv GB AG bind vdW
Gl -1.89 —-36.12 20.49 -31.33
Al -1.72 —36.91 21.25 —26.45
C1 -1.27 —37.67 24.8 -37.39
Acl -0.89 -36.67 14.84 -22.71
D1 —2.49 —36.65 17.36 —36.19

PanK

Conférmero AG bind Hbond AG bind Lipo AG bind Solv GB AG bind vdW
Gl -0.7 —29.86 20.34 —32.57
Al -1.3 —28.37 20.56 —35.37
c1 -0.41 -36.42 12.09 -31.52
Acl -1.3 —28.26 21.12 -32.02
D1 —0.53 —34.87 14.21 —34.89

Con estos resultados, se puede deducir que la actividad bioldgica de la molécula de

caespitato se debe a que impide un paso de las reacciones catalizadas por las enzimas UGM

y PanK. Los resultados muestran hallazgos relevantes debido a que ambas enzimas no son

exclusivas de Mth, y por lo tanto el caespitato presentaria un posible efecto antibacteriano

especifico en infecciones provocadas por E. coli, B. ammoniagenes [149, 150] en el caso de

Pank, y L. major y K. pneumoniae [151, 152] en el caso de UGM.
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CONCLUSIONES

En esta tesis se generaron 86 conformeros de caespitato con energias relativas AE< 6 kcal
mol™! mediante MM. Posteriormente, se realizd como primer filtro una optimizacion usando
calculos DFT en el nivel de teoria APFD/6-31+G(d) para obtener estructuras estables con
energias AE< 4 kcal mol™. A continuacion, utilizando un nivel de teoria mas alto, APFD/6-
311+G(2d,p) como segundo filtro, se realizé la optimizacién y el céalculo de frecuencias

vibracionales para obtener estructuras estables con energias AE< 2 kcal mol™,

Se realizaron los célculos en fase gas y en disolucién implicita con los disolventes de agua,
cloroformo, acetonitrilo y DMSO. Se obtuvieron 24 conférmeros en fase gas (G), 10 en
agua (A), 26 en cloroformo (C), 33 en acetronitrilo (Ac) y 34 en DMSO (D).

Las estructuras mas estables en cada fase presentaron conformacion extendida en fase gas
(G1) y en cloroformo (C1), mientras que en agua (Al), acetonitrilo (Acl) y DMSO (D1)
tienen conformacion en forma de horquilla. Las formas extendidas G1 y C1 conservaron
dos puentes de hidrdgeno intramoleculares (IHBs), mientras que en las conformaciones de
horquilla solamente D1 conserva ambos puentes de hidrégeno, mientras que Al y Acl

solamente presentan un IHB.

El anélisis de poblaciones, basado en la distribucion de Boltzmann, indico que la
conformacion extendida, que preserva ambos IHBs, es la conformacion dominante en fase

gas (G1) con un 24.60 % y en disolucién implicita de cloroformo (C1) con un 49.10 %.

Para evaluar el efecto del disolvente de forma explicita se construyeron sistemas de
caespitato rodeados por 31 moléculas de cada disolvente usando la metodologia ONIOM
(oB97X-D3/Def2-TZVP:XTB2). Se obtuvieron estructuras optimizadas a partir del
caespitato en fase gas (AGLlE, CG1lE, AcGlE y DGI1E) y a partir de las estructuras en
disolvente implicito (A1E, C1E, AclE y DI1E). Los resultados mostraron una mayor
energia de estabilizacion (—4.97 kcal mol™) para el caespitato rodeado de cloroformo que
para los demas disolventes. También se observé que la estabilidad tomando de partida tanto
la estructura en fase gas (G1) como las estructuras mas estables de disolvente implicito
(A1, C1, Acl y D1), presentan el mismo orden de estabilidad en cada uno de los

disolventes de manera explicita: Eccie/Ecie > Epcie/Epie > Eaccie/Eacie > Eacie/Eate. En
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general, los conformeros de caespitato conservan su conformacion similar a la obtenida en
disolvente implicito cuando se rodean de cada uno de los disolventes de forma explicita, lo
cual fue evaluado mediante los valores de RMSD entre cada par de conférmeros en

disolucién implicita y explicita.

Se analizaron los diferentes descriptores de reactividad global mediante el enfoque de DFT
conceptual, a partir de las energias de los orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO,
tanto en disolvente implicito como explicito. En general, se observa que los valores de los
indices de reactividad global en disolvente explicito son ligeramente mayores a los del

disolvente implicito.

Por otro lado, el analisis QTAIM, utilizado para caracterizar los IHBs en las estructuras de
caespitato, mostrd que las energias de interaccion Ex..y son menores en los sistemas con
disolvente explicito respecto a las obtenidas con disolvente implicito, lo cual se puede
explicar debido a las interacciones no-covalentes entre las moléculas de disolvente que

rodean a la molécula de caespitato en los sistemas A1E, C1E, AclE y D1E.

Los resultados del acoplamiento molecular semiflexible, obtenidos en el programa
AutoDock Vina, entre las enzimas InhA, MabA, UGM y PanK y los conférmeros mas
estables de caespitato en fase gas (G1) y en disolucion (Al, C1, Acl y D1) no lograron
reproducir los datos experimentales. Esto se debe a la pérdida de la conformacion del
ligante y, en consecuencia, la de los enlaces de hidrogeno (IHB), que son cruciales para la

actividad bioldgica asociada a estos sistemas.

En contraste, los resultados del acoplamiento rigido, obtenidos en el programa AutoDock
Vina y en el médulo Glide del programa Schrddinger, arrojaron energias de afinidad mas
prometedoras. En este enfoque, se logré mantener a ambos puentes de hidrogeno (IHBs) y
se observaron interacciones especificas en los sitios activos de cada blanco terapéutico.
Estos hallazgos resaltan la efectividad del enfoque rigido en la simulacion de las
interacciones biomoleculares, lo que puede ser de gran utilidad en el disefio y desarrollo de

farmacos en interaccion con estas dianas terapéuticas.

Finalmente, se utilizé el método hibrido MM/GBSA para mejorar los valores de puntuacion
de los calculos de acoplamiento molecular. Los complejos UGM-G1, UGM-D1, PanK-G1
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y PanK-D1 mostraron una mayor estabilidad a través de las diferentes contribuciones
energéticas. Estos resultados destacan la importancia de considerar las interacciones
especificas entre la proteina y el ligante, asi como las diferentes contribuciones que
desempefian un papel importante en la formacion de complejos estables. Los resultados
obtenidos son relevantes debido a que las enzimas UGM y PanK no son exclusivas de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y por lo tanto el caespitato presentaria un posible efecto
antibacteriano especifico en infecciones provocadas L. major y K. pneumoniae en el caso
de UGM, y por E. coli, B. ammoniagenes en el caso de Pank, por lo que es recomendable

llevar a cabo estudios in vitro frente a estas bacterias.
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ANEXOS
ANEXO A. Acoplamiento semiflexible en AutoDock Vina
A.1. Acoplamiento semiflexible con la enzima InhA

En la Tabla Al se observan las interacciones principales de la molécula caespitato en fase
gas y en los diferentes disolventes: agua, cloroformo, acetonitrilo y DMSO con la enzima
InhA. Ademas, se reportan los valores de energia de afinidad en kcal mol™. En la Tabla Al
y en la Figura Al, en los complejos InhA-G1s, InhA-Als, InhA-C1s, InhA-Acls e InhA-
D1s, las etiquetas G1, Al, C1, Acl y D1 se refieren a los conformeros optimizados mas
estables en cada fase y la letra s se refiere al acoplamiento semiflexible. En el caso del
acoplamiento semiflexible, las energias de afinidad estan en el intervalo de -5.7 a -6.5 kcal
mol™ para todos los complejos con el ligante. En la Figura A1 se observan las interacciones
del acoplamiento semiflexible de los complejos con la enzima InhA. En los complejos
InhA-G1s y InhA-Als se observa la interaccion de puente de hidrdégeno con el cofactor
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD), mientras que InhA-Cls, ademas de tener
interaccion con NAD via puente de hidrégeno, también presenta interacciones de enlace C-
H y n-cation. InhA-D1s tiene interacciones con NAD del tipo enlace C-H y una interaccion
desfavorable donador-donador. La interaccion con el residuo Alal98 se observa en los
complejos InhA-G1s con interaccion de puente de hidrégeno, InhA-Cls e InhA-D1s con
interaccion m-alquilo, e InhA-Acls con interaccion tipo alquilo. El residuo Alal98 tiene
participacion en la estabilizacion de intermediarios y pertenece al bucle de unién al sustrato
que se encuentra en el sitio activo de la enzima. En el complejo InhA-Als no se observaron
interacciones con aminoécidos importantes de la enzima InhA. En InhA-C1s e InhA-D1s,
se observa la interaccion via puente de hidrégeno con el residuo Tyrl58. Esta interaccion
importante ya que el aminoacido Tyr158 pertenece a la triada catalitica (Phel49, Tyr158 y
Lys165), ademas estd involucrado en la interaccion de InhA y con su sustrato natural.
Finalmente, se observa que en InhA-G1s, InhA-Als, InhA-C1s e InhA-D1s no se conserva
ningun IHB, mientras que en InhA-Acls se forma un segundo IHB, O41.--H13, mientras

que el primer IHB de la conformacién inicial (O15---H13) no se conserva.
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Tabla Al. Energias de afinidad (kcal mol™?) e interacciones principales del acoplamiento molecular
semiflexible en AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con

la enzima InhA.

. . Energiade Conservacion L . . L
Medio Complejo afinidad de IHBs Aminoacidos  Tipo de interaccion
Alal98 Puente de hidrégeno
Fase gas InhA-G1s -5.9 Ninguno
NAD1301 Puente de hidrégeno
Agua InhA-Als 5.8 Ninguno NAD1301  "uentede hidrogeno
Puente de hidrégeno,
NAD1301 Enlace C-Hy z-
cation
Cloroformo InhA-Cls -6.4 Ninguno Tyrl58 Puente de hidrégeno
Alal98 n-alquilo
Acetonitrilo InhA-Acls -5.7 2do IHB Alal198 Alquilo
Tyrl58 Puente de hidrgeno
Alal98 n-alquilo
DMSO InhA-D1s —6.5 Ninguno NAD1301 Enlace C-Hy
Desfavorable
Donador-Donador
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Figura Al. Representacion gréafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en AutoDock Vina
de los complejos de la enzima InhA con los conférmeros méas estables de caespitato en el sitio activo: (a)
InhA-G1s, (b) InhA-Als, (c) InhA-C1s, (d) InhA-Aclsy (e) InhA-D1s.
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A.2. Acoplamiento semiflexible con la enzima MabA

En la Tabla A2 se muestran las interacciones principales y los valores de energia de
afinidad en kcal mol™en fase gas y en los diferentes disolventes con la enzima MabA. En el
caso del acoplamiento semiflexible, las energias de afinidad estan en el intervalo de -7.0 a
~7.3 kcal mol! para todos los complejos receptor-ligante con MabA. En la Figura A2 se
observan las interacciones del acoplamiento semiflexible de los complejos con la enzima
MabA. En los complejos MabA-G1s y MabA-D1s se observa la interaccion via puente de
hidrogeno con el residuo Tyr153, mientras que en los complejos MabA-C1ls y MabA-Acls
ademas de mostrar esta interaccion via puente de hidrogeno, muestran una interaccién de
apilamiento m-m con este mismo residuo. MabA-Als solo presenta la interaccion de
apilamiento n- con el residuo Tyr153. El residuo Tyrl53 pertenece a la triada catalitica
[51] y tiene participacidn en la catélisis &cido-base de la enzima. En MabA-Als y MabA-
D1s se observan las interacciones de puente de hidrogeno con los residuos Serl40 y
Lys157. Los residuos Serl40 y Lys157 también pertenecen a la triada catalitica (Tyr153,
Ser140 y Lys157) y desempefian un papel importante en los procesos de la catalisis acido-
base de la enzima MabA. EI complejo MabA-D1s muestra interaccion con el cofactor NAP
via enlace C-H y una interaccion desfavorable donador-donador, respectivamente. Ademas,
los ligantes de caespitato en todos los complejos con MabA no conservan ningun IHB en su

estructura.
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Tabla A2. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular

semiflexible en AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con

la enzima MabA.

. . Energiade  Conservacion oL . . .
Medio Complejo afinidad de IHBs Aminoacidos  Tipo de interaccion
Fase gas MabA-G1s -7.0 Ninguno Tyrl53 Puente de hidrégeno
Ser140 Puente de hidrégeno
MabA-Als Tyrl53 Apilamiento nt-1t
Agua -7.3 Ninguno Lys157 Puente de hidrdgeno
Puente de hidrégeno
Cloroformo MabA-C1s -7.0 Ninguno Tyrl53 y Apilamiento -1t
Puente de hidrégeno
Acetonitrilo | MabA-Acls -7.0 Ninguno Tyrl53 y Apilamiento -1t
Ser140 Puente de hidrogeno
) Tyrl53 Puente de hidrogeno
DMSO MabA-D1s —7.2 Ninguno Lys157 Puente de hidrogeno
NAP1249 Enlace C-Hy
Desfavorable
Donador-Donador
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Figura A2. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en AutoDock Vina
de los complejos de la enzima MabA con los conférmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: (a)
MabA-G1s, (b) MabA-Als, (c) MabA-C1s, (d) MabA-Aclsy (e) MabA-D1s.
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A.3. Acoplamiento semiflexible con la enzima UGM

En la Tabla A3 se muestran las interacciones principales y los valores de energia de
afinidad en kcal mol™ en fase gas y en los diferentes disolventes con la enzima UGM. En el
caso del acoplamiento semiflexible, las energias de afinidad son muy similares para cada
complejo y estan en el intervalo de -8.7 a -8.9 kcal mol™. En la Figura A3 se observan las
interacciones del acoplamiento semiflexible de los complejos con la enzima UGM. En los
complejos UGM-G1s, UGM-Acls y UGM-D1s se observan las interacciones via puente de
hidrogeno y alquilo con el residuo Arg180, mientras que en el complejo UGM-Cl1s se
observa Unicamente la interacciéon via puente de hidrégeno con este residuo. El residuo
Arg180 participa en la catalisis de UGM. Por otro lado, todos los complejos muestran una
interaccion via m-c con el cofactor FAD. También se observa la interaccion via puente de
hidrogeno con el residuo Tyr366 con el UGM-C1s. El residuo Tyr366 es crucial para la
estabilizacion del grupo B-fosfato del sustrato UDP. Con respecto a los IHB, los complejos
no conservan ningun IHB, a excepcion del complejo UGM-C1s que forma un nuevo primer
IHB con O15---H11 y no conserva sus dos IHB de la conformacién inicial (O15---H13 y
041---H9).
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Tabla A3. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular
semiflexible en AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con
la enzima UGM.

. . Energia de Conservacién S . . .
Medio Complejo afinidad de IHBs Aminoacidos Tipo de interaccion
Arg180 Puente de hidrogeno y nt-
Fase gas UGM-G1s -8.7 Ninguno alquilo
FAD401 -0
Agua UGM-A1ls -8.9 Ninguno FAD401 -G
Arg180 Puente de hidrégeno
Tyr366 Puente de hidrégeno
Cloroformo UGM-Cl1s -8.7 ler IHB FAD40L _
Argl180 Puente de hidrégeno y
Acetonitrilo UGM-Acls -8.8 Ninguno alquilo
FAD401 -0
Argl180 Puente de hidrégeno y
DMSO UGM-D1s -8.8 Ninguno alquilo
FAD401 -0
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Figura A3. Representacion gréafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en AutoDock Vina

de los complejos de la enzima UGM con los conférmeros més estables de caespitato en el sitio activo: (a)
UGM-Gl1s, (b) UGM-A1s, (c) UGM-C1s, (d) UGM-Aclsy (e) UGM-D1s.
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A.4. Acoplamiento semiflexible con la enzima PanK

En la Tabla A4 se reportan las interacciones principales y los valores de energia de afinidad
en kcal mol™ en fase gas y en los diferentes disolventes con la enzima PanK. En el caso del
acoplamiento semiflexible, las energias de afinidad estan en el intervalo de -7.0 a -7.3 kcal
mol™ para los complejos receptor-ligante con PanK. En la Figura A4 se observan las
interacciones del acoplamiento semiflexible de los complejos con la enzima PanK. En los
complejos PanK-G1s y PanK-Als se observan las interacciones via puente de hidrogeno
con los residuos Alal00 y Tyr235, mientras que el complejo PanK-C1s solo muestra la
interaccion via puente de hidrégeno con el residuo Alal00 y el complejo Pank-D1s solo
muestra la interaccién via puente de hidrégeno con el residuo Tyr235. El residuo Alal00 es
importante, ya que forma parte del bucle de la enzima, el cual es responsable de sostener a
ATP durante la catalisis, mientras que el residuo Tyr235 esta involucrado en la unién de
pantotenato y fosfotenato. Por otra parte, se observa la interaccién enlace C-H con el
aminoécido Arg238 en los complejos PanK-Als, PanK-Cls y PanK-Acls, este ultimo
complejo también interactda con Arg238 via puente de hidrégeno. EI aminoacido Arg238
es importante ya que actia como residuo conector entre pantotenato fosforilado y ATP.
También en el complejo PanK-Als se observa la interaccion n-c y en PanK-D1s las
interacciones n-c y m-alquilo con el residuo Phe254. EI residuo Phe254 recubre el tunel
preformado de la enzima. Por otra parte, en el complejo PanK-D1s se observan las
interacciones via puente de hidrégeno y m-alquilo con el residuo Tyrl82 y puente de
hidrégeno con Asn277. ElI aminoécido Tyr 182 constituye el tunel preformado en el sitio
activo de la enzima, mientras que el aminoacido Asn277 esta involucrado en la funcion de
pantotenato y fosfotenato. Con respecto a la conservacion de los IHB, los complejos con la
enzima PanK no conservan ningin IHB, excepto el complejo PanK-D1s, el cual forma un
nuevo segundo IHB, O41---H9, y no conserva sus dos IHBs de la conformacion inicial
(015---H11y O41.--H13).
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Tabla A4. Energias de afinidad (kcal mol™?) e interacciones principales del acoplamiento molecular
semiflexible en AutoDock Vina de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con

la enzima PanK.

. . Energiade  Conservacion S . . .
Medio Complejo afinidad de IHBs Aminoacidos  Tipo de interaccion
Alal00 Puente de hidrdgeno
Fase gas PanK-G1s -7.3 Ninguno
Tyr235 Puente de hidrdgeno
Puente de hidrdgeno
Tyr235
Alal00 Puente de hidrdgeno
Agua PanK-Als -7.3 Ninguno
Arg238 Enlace C-H
Phe254 -G
Arg238 Enlace C-H
Cloroformo PanK-C1ls -7.1 Ninguno Alal00 Puente de hidrogeno
Puente de hidrégeno
Acetonitrilo PanK-Acls -7.3 Ninguno Arg238 y enlace C-H
Puente de hidrégeno
y mn-alquilo
Tyrl82
DMSO PanK-D1s -7.0 2do IHB Phe254 n-0 y mw-alquilo
Asn277 Puente de hidrégeno
Tyr235 Puente de hidrégeno
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Figura A4. Representacion gréafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en AutoDock Vina
de los complejos de la enzima PanK con los conférmeros més estables de caespitato en el sitio activo: (a)
PanK-G1s, (b) PanK-A1ls, (c) PanK-Cl1s, (d) PanK-Aclsy (e) PanK-D1s.
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ANEXO B. Acoplamiento semiflexible en Glide

Glide aproxima una busqueda sistematica completa del espacio conformacional, orientacion
y posicion del ligante. En esta busqueda, se sigue una fase inicial de posicionamiento y
puntuacion aproximados que reduce drasticamente el espacio de bdsqueda, seguida de una
optimizacion de energia con flexibilidad torsional en una caja de potencial no enlazado
OPLS-AA para unas pocas poses candidatas que sobreviven [108]. Como resultado, los
hallazgos del acoplamiento semiflexible muestran que los ligantes Gs, As, Cs, Acs y Ds
adoptaron la misma conformacion, independientemente de las conformaciones presentes en

las estructuras de entrada, ya sea extendida o en forma de horquilla.

B.1. Acoplamiento semiflexible con la enzima InhA

La energia de afinidad tiene un valor de —6.3 kcal mol™ en todos los complejos formados
con la enzima InhA. En la Tabla B1, se observan la interaccion m-alquilo con los
aminoacidos Alal98, Tyrl58, Phel49 y el cofactor NAD, ademéas de interacciones via
puente de hidrégeno y enlace C-H con este cofactor. Sin embargo, se observa una
interaccion desfavorable donador-donador con el aminoéacido Thr196, situado en la region
del bucle de unién al sustrato, y se ha reportado que los inhibidores potentes de esta enzima
establecen una interaccion favorable del tipo enlace de hidrégeno con este residuo [18].
Finalmente, se destaca que todos los complejos conservaron el primer IHB, O15---H13, ver
Figura B1.
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Tabla Bl. Energias de afinidad (kcal mol™) e interacciones principales del acoplamiento molecular

semiflexible en Glide de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima

InhA.
Energia Conservacion
Medio Complejo de d Aminoacidos Tipo de interaccion
e e IHBs
afinidad
Alal98 n-alquilo
Fase gas InhA-G1s -6.3 ler IHB Tyr158 n-alquilo
Thr196 Desfavorable donador-
donador
Phel49 n-alquilo
NAD1301 Puente de hidrégeno, m-
alquilo y enlace C-H
Alal98 n-alquilo
Tyrl58 n-alquilo
Agua InhA-Als -6.3 ler IHB Thr196 Desfavorable donador-
donador
Phel49 n-alquilo
NAD1301 Puentg de hidrégeno, =-
alquilo y enlace C-H
Alal98 n-alquilo
Tyrl58 n-alquilo
Thr196 Desfavorable donador-
Cloroformo InhA-Cls —6.3 ler IHB donador
Phel49 n-alquilo
Puente de hidrégeno, m-
NAD1301 alquilo y enlace C-H
Alal98 n-alquilo
Acetonitrilo | InhA-Acls —6.3 ler IHB Tyrl58 n-alquilo
Thr196 Desfavorable donador-
donador
Phel49 n-alquilo
Puente de hidrogeno, =-
NAD1301 alquilo y enlace C-H
Alal98 n-alquilo
Tyrl58 n-alquilo
DMSO InhA-D1s —6.3 ler IHB Thr196 Desfavorable donador-
donador
Phel49 n-alquilo
NAD1301 Puente de hidrogeno, m-

alquilo y enlace C-H
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Figura B1l. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en Glide de los
complejos de la enzima PanK con los conformeros méas estables de caespitato en el sitio activo: InhA-G1s,
InhA-A1ls, InhA-Cls, InhA-Aclsy InhA-D1s.
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B.2. Acoplamiento semiflexible con la enzima MabA

En la Tabla B2 se reporta la energia de afinidad con un valor de —6.7 kcal mol™ en todos

los complejos formados con la enzima MabA. Se observan la interaccion de puente de

hidrégeno con el residuo Serl40 y el cofactor NAP, ademé&s de interacciones n- n y m-

alquilo. El residuo Ser140 es importante ya que pertenece a la triada catalitica de la enzima

MabA. Finalmente, ningun complejo conservo algun IHB, ver Figura B2.

Tabla B2. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular

semiflexible en Glide de los conformeros més estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima

MabA.
Medio Complejo Ene_rgia de  Conservacion Aminoacidos  Tipo de interaccion
afinidad de IHBs

Tyrls3 n-1 y T-alquilo
Fase gas MabA-G1s —6.7 Ninguno Ser140 Puente de hidrogeno
NAP1249 Puente de hidrégeno

Tyr153 n-1t y m-alquilo
Ser140 Puente de hidrégeno
Agua MabA-Als —6.7 Ninguno NAP1249  Puente de hidrégeno

Tyr153 n-1t y m-alquilo
Cloroformo MabA-C1s —6.7 Ninguno Ser140 Puente de hidrogeno
NAP1249 Puente de hidrégeno

Tyrl53 n-nt y mt-alquilo
Acetonitrilo | MabA-Acls —6.7 Ninguno Ser140 Puente de hidrogeno
NAP1249 Puente de hidrégeno

Tyr153 n-rt y m-alquilo
MabA-D1s ) Ser140 Puente de hidrégeno
DMSO 6.7 Ninguno NAP1249 Puente de hidrogeno
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Figura B2. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en Glide de los
complejos de la enzima PanK con los conférmeros mas estables de caespitato en el sitio activo: MabA-G1s,

MabA-Als, MabA-C1s, MabA-Acls y MabA-D1s.
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B.3. Acoplamiento semiflexible con la enzima UGM

La energia de afinidad tiene un valor de —9.2 kcal mol™* en todos los complejos formados

con la enzima UGM. En la Tabla B3, se observan la interaccion alquilo con el residuo

Argl180, ademés de interacciones via puente de hidrégeno con este mismo residuo y

Tyr366, cabe resaltar que estos aminodcidos son clave ya que estan involucrados en

procesos de catalisis y estabilizacion, respectivamente. Por otro lado, se observa la

interaccion n-o con el cofactor FAD. Finalmente, todos los complejos no conservaron algun
IHB, ver Figura B3.

Tabla B3. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular

semiflexible en Glide de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucién con la enzima

UGM.
Medio Complejo Engrgia de Conservacion Aminoacidos  Tipo de interaccion
afinidad de IHBs
Arg180 Puente de hidrégeno y
Fase gas UGM-G1s -9.2 Ninguno alquilo
Tyr366 Puente de hidrégeno
FAD401 -G
Agua UGM-Als -9.2 Ninguno Arg180 Puente de hidrégeno y
alquilo
Tyr366 Puente de hidrégeno
FADA401 -G
Arg180 Puente de hidrégeno y
alquilo
Cloroformo | UGM-Cls -9.2 Ninguno Tyr366 Puente de hidrégeno
FAD401 -0
Argl180 Puente de hidrégeno y
Acetonitrilo | UGM-Acls -9.2 Ninguno alquilo
Tyr366 Puente de hidrégeno
FAD401 -0
Arg180 Puente de hidrogeno y
DMSO UGM-D1s -9.2 Ninguno alquilo
Tyr366 Puente de hidrogeno
FAD401 -0
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Figura B3. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en Glide de los

complejos de la enzima PanK con los conférmeros més estables de caespitato en el sitio activo: UGM-G1s,

UGM-A1ls, UGM-C1s, UGM-Acls y UGM-D1s.
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B.4. Acoplamiento semiflexible con la enzima PanK

La Tabla B4 reporta la energia de afinidad con un valor de —8.0 kcal mol™. Se observa la
interaccion n-mt con el aminoacido Tyrl82. Ademas, la interaccion n-c se observo con el
residuo Phe254, ambos residuos forman parte del tanel preformado en el sitio activo de la
enzima. Por otro lado, se observa una interaccion via puente de hidrégeno con el residuo
Asn277, involucrado en la union de pantotenato y fosfotenato [68]. Finalmente, se observa
la conservacion del 2do IHB, 039---H13, en todos los complejos de la enzima PanK
(Figura B4).

Tabla B4. Energias de afinidad (kcal mol?) e interacciones principales del acoplamiento molecular

semiflexible en Glide de los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima
PanK.

. . Energiade Conservacion S Tipo de
Medio Complejo afin?dad de IHBs Aminoacidos intefaccién
Tyrl82 -7
Fase gas -8.0 2do IHB Phe254 -6
PanK-G1s 039---H13 Asn277 Puente de
hidr6geno
Tyr257 n-alquilo
Tyrl82 -7
2do IHB Phe254 -G
PanK-Als —8.0 039---H13 Asn277 Puente de
Agua hidrégeno
Tyr257 n-alquilo
Tyrl82 -7
Cloroformo 2do IHB
PanK-C1s -8.0 039---H13 Phe254 o
Asn277 Puente de
hidrégeno
Tyr257 n-alquilo
Tyrl82 -7
Acetonitrilo 2do IHB Phe254 -G
PanK-Acls 8.0 039---H13 Asn277 Puente de
hidr6geno
Tyr257 n-alquilo
Tyrl82 -7
2do IHB Phe254 -G
PanK-D1s 039---H13
DMSO -8.0 Asn277 Puente de
hidr6geno
Tyr257 n-alquilo
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Figura B4. Representacion grafica en 3D y 2D del acoplamiento molecular semiflexible en Glide de los

complejos de la enzima PanK con los conférmeros méas estables de caespitato en el sitio activo: PanK-G1s,
PanK-A1ls, PanK-C1s, PanK-Acls y PanK-D1s.
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