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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedgdbal 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 Organizaciéon Mundial de la
Salud estima que 1.8 millones de personas, cerca de una cuarta parte de la poblacién
mundial, estan infectadas ctfycobacterium tuberculosi@vitb), la bacteria que causa la

TB. Desafortunadamente, esta enfermedad ha presentado farmacorresistencia a los
tratamientosactuales, 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 actadfarmacolégica del caespitatomo

posible inhibidor de la actividad de las siguientes enzimas, la proteina transportadora de
enoil acilo reductasa (IhnA)b-cetoachkACP r educt asa ( Mdiddfato) , ur i d
(UDP) galactopiranosa mutasa (UGM) y la enzima pantotenato quinasa (PanKHigtas).
macromoléculas estan involucradas en la biosintesis de la pared celulib.d&l
caespitato es una molécula extraida de la pldetechrysum caespititiunatilizada como
medicina alternativa para tratar la TB. Usando métodos computacionales se estudia la
reactividad quimica y la formacién de enlacescowvalentes de los conférmeros mas
estables de caespitat cual presenta actividad experimental afB. Se estudia el efecto

de diferentes disolventes de manera implicita y explicita en dichas conforma&enes.
analizan las interacciones de estos compuestos con los diferentes blancos terapéuticos
previamente identificados mediante la técnica de acoplamiento moldéulalmente, se

realiza el refinamiento d@ energia libre de unién del complejo ligaproteina mediante

el método MM/GBSA Los resultadosnuestranque los complejos UM&1, UGM-D1,

PankG1l y PankD1, con las conformaciones mas estables de caespitato en fase gas y
DMSO, muestran mejor energia de afinidaddebido a lasdiversas contribuciones

energéticas.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a global disease, but with high prevalence in developing countries,
including Mexico. It is thdeading infectious cause of death worldwide. The World Health
Organkation estimates that 1.8 million people, about a quarter ofvtne d @opulation,

are infected withMycobacterium tuberculosigMtb), the bacterium that causes TB.
Unfortunately, the disease has developed drug resistance to ¢reatmens, 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 acgérrierproteinreductasd | h n-Ketoacyl b

ACP reductaséMADbA), uridine 5&diphosphate (UDP) galactopyranose (UGM) and the
enzyme pantothenate kinase (PanK type 1). These macromolecules are invdhiba @t

wall biosynthesisThese macromolecules are involved in the biosynthesis dfithesell

wall. Caespitate is a molecule extracted from the piefithrysum caespititiunused as an
alternative medicine to treat TB. Using computational methods, the chemical reactivity and
noncovalent bond formation of the most stable comiers of caespitate and other natural
compounds with experimental afftB activity arestudied.The effect of different solvents

is studied implicitly and explicitly for these conformation&he interactions of these
compounds with the different therapeutic targets previously identified will be analyzed
using the molecular docking techniqiéénally, rescoring of théree energy obinding of

the ligandprotein complex will be performed by thmopular MM/GBSA method.The
results show that the UMG1, UGM-D1, PankG1 and PankD1 complexeshow better

affinity energy due todifferent energetic contributions.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bislgtesizacterium
tuberculosigMtb), la cual se transmite entre humanos a través de l@&nda ba TB es la
enfermedad provocada por un solo agente infeccioso con mas muertes ocasionadas a nivel
mundial después del COWHDO. Actualmente, las muertes pdrB se producen
mayoritariamente en paises emergentes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el
afio 2021 reportdé que 1.4 millones de personas murieron a causa de este padecimiento y
otras 206 mil personas infectadas pilitb 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 caedpited@spitato es

un acilfloroglucinol aislado de la planktelichrysum caespititiuma cual es endémica de

Africa y es utilizada por la poblacion nativa como medicina alternativa para tra@r la

Desde el punto de vista biolégias posible erradicar por completo la TB, ya que se puede
identificar, tratar y curar, no obstante, no s6lo es un problema biol6gico sino
socioeconémicolLa tasa de curacion de la TB es del 280cuando 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 esh tesis doctorakerealizaun andlisis computaciondk losconformerosnas estables

y pobladosdel caespitato, asi comde los indices de reactividad quimica y de las
interacciones naovalentes, aplicado a la descripcionsieactividad antiTB, buscando
proponer nuevos farmacos para erradicar la enfermedambnitinto deconférmeros con
mayor estabilidad y poblacion, asi cooum mejores indices de reactividad y que presenten
mayor cantidad de interacciones-cmvalentes, como puentes de hidrégeno 4inga
intermoleculares, seran potenciales inhibidores de la actividad de las enzimas
transportadora de enoil acileductasa (IhnA)b-cetoactACP reductasgMabA), de la
proteinau r i d i-difesfato5 (§DP) galactopiranosenutasa (UGM) y de la enzima
pantotenato quinasa (PanK tipolla interaccién déos conférmerogle caespitatoon las
enzimas se analiza mediante datos obtenidos por el método de acoplamiento molecular

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



experimentales, se realizarefinamientode la energia libre de unién del complejo ligan
proteinamediante el método MM/GBSAeste procedimiento se lleva a cabo con los 4
blancosterapéuticopropuestoson elligante caespitato, determinando asi, la mejor diana
farmacoldgicgara este acilfloroglucinoEste proyecto se propone como iu@naopcion

en el disefio de estructuras moleculares con propiedades farmacol6gica®, anti
encontrando asi una alternativa al disefio sintético experimental para enfrentar un problema

de salud publica



CAPITULO |I. ANTECEDENTES.
1.1.Enfermedad d&uberculosis ynoléculas anttuberculosis

La Tuberculosis(TB) esuna enfermedad infecciosa causada por el bacilo de la bacteria
Mycobacterium tuberculosigvitb). Esta enfermedad se propaga rapidamente de persona a
persona, principalmente poria aérea, es decir, cuando las personas hablan, tosen,
estornudan o escupgposteriormente los bacilos se propagan desde su localizacion inicial
en los pulmones a otras partes del cugdp8]. 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 padecenpid@sentanlos siguientes
sintomas:tos crénica(mayor a 15 dias)pérdida de peso, fiebre intermitente, sudores

nocturnos esputohemoptisis debilidad generalizada, 2].

La TB es una enfermedad que se remonta tiempo atei®460 a.C Hipocrates y Galeno

ya conocian este padecimiento y tenian sospechas de su naturaleza contagiosa. En 1877,
Cohnheim y Salamonsen inocularon exitosam@&iiesn el ojo de un conejo y Tappeiner
experimentd con perros mediante la exposicion e inhalacién de material infecta®. con
Posteriormente, el 24 de marzo de 1882, Koch adweialescubrimiento del bacilo de la

TB [5].

A partir de entonces, [BB se ha convertido en un tema importante de investigacion, ya que
es una de las 10 causas principales de muerte en el nBorgeendentemente, la TB es la
enfermedad provocada por un solo agente infeccioso con mas muertes ocasionadas a nivel
mundial despwe del COVID19. Actualmente, mas del 9% de lasmuertes por TB se
producen mayoritariamente en paises emergedit@s Segun la Organizacion Mundial de

la Salud, erel afio 2020, 9.9 millones de personas enfermaron T8 y 1.3 millones
murieron por esta enfermedase registr6 que30 paises con una carga elevadaT@e
representaron el 8& de los nuevos casos de la enfermetadcontinentes mas afectados
son el asiatico yel africana Por un lado, los paises del continente asiatico con mayor
incidencia de este padecimiento stmdia, China, Indonesia, Filipinas, Pakistdn
Bangladesh[8]. Por otro lado,la mayoria de los paises del continente africano se
encuentran r@re 0s20 de paises con el mayor nimero de casos de incidencia, desTB
cuales sonAngola, Congo, Etiopia, Kenia, Mozambique, Myanmar, Nigeria, Sudafrica,
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Tanzania, adicionalmente, La Republica Centroafricana, Lesoto, Liberia, Namibia, Sierra
Leona, Zambia y Zimbasv [6]. Mientrasque, en el continente americanee estimam
291.000 casos de TB, siendo los paises méas afectados: México, Peru, Brasil y Argentina

[9].

En México, mas de 19 mil casos nuevos de TB se registran por afio, de los cuales méas de 2
mil causan la muerte (1. 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 nacionall[112]. Las entidades en el pais geencentran el mayor

ndmero de casos de TB son: Baja California, Sonora, Sinaloa, Guerrero y Tama@]ipas [1

En México, el nUmero de muertes se ha reducido en mas é&| @géro la incidencia se ha
mantenido, y aunque ha existido una ligera disminucion en el numero de casos, la TB no se

ha logrado erradicar.

Dicha enfermedaés prevenible y curabl&sto depende de un rapido y buen diagnéstico,
tratamiento acertado y continuas revisiones de la persona enferma. En la actualidad, el
tratamiento consiste en la administracion de diversos farnte@simera lineazomo la
isoniazidg 14], rifampicina[15], etambuto[16], etc.

Sin embargola TB ha presentado resistencia a los farmacos actuales. Esto se conoce como
farmacorresistencid_a causa de la farmacorresistencia se @ehaa mala utilizacion de

los medicamentos antituberculosos, ya sea a través de su prescripcidn incorrecta por los
dispensadores de atencion de salud, la mala calidad de los medicamentos o la interrupcion
prematura del tratamiento plarmayoria ddéos paciented.a farmacorresistencjpuede ser
multirresistenteNlultidrug-resistat, MDR) o extremadamente resisterfextensivelydrug

resistam, XDR). La MDR se refiere a que la Té&s resistente a mas de dos farmacos de
primera linea, por otro lado, BB XDR se define comoresistegia a la mayoria de los
farmacos del régimerya sea a farmacos de primera o segunda Iffiearquinolonas,
capre@micina, protionamidg17]). Este tipo deTB desafortunadamente no tiene gura
dejando comalnicaalternativa,el seguimientalel pacientey tratamientos paliativogon

el fin de podercontrarrestar la farmacorresistencia se emplea un régimen basado en la

administracion dealgunos farmacos comadcido aminosalicilico 18], cicloserina 19| y



ciprofloxacina R0]. Contrario a lo esperado, el uso ldemayoria deestas terapias es de

accion prolongada, con una eficacia cuestionable y una alta toxi2itjad [

Debido a estpse han buscado alternativasedruso de extractos de plantas medicingles
productos naturalegaracurarla TB, como es el caso de la plarf@@mchaya calcarea
originaria de Tailandia, de la cual se aislaron dos sesquiterpenos con actividad contra la TB
[22]. Ademas, los flavonoidespinifolinol, dehidrolupinifolinoly flemichin aislados de
Eriosema chinenseuna raiz de origen chino, mostraron una inhibicion significativa del
crecimiento déMtb [23]. En este sentido, un ejemplo importante es Sudafrica, en donde las
comunidades mas afectadas por este padecimiento utilizan la planta endémica de este pais
Helichrysum caespititum, para tratar enfermedades bacteriatesno la TBy otras

enfermedades respiratorif@sl-28].

Helichrysum caespititim (Figura 1) es una hierba postrada y ramificada. Se ha reportado
qgue los basotho, una tribu sudafricana y los pueblos indigenas de Zimbawe inhalan humo
de la planta para el alivio de dolor de cabeza, resfgattdor de pecho. Se afirma que los
exudados de esta hierba son efectivos contra enfermedades de transmisionT Beyual,
ulceracién[25]. H. caespititiumes rica en floroglucinoles y acilfloroglucinoles que han
demostrado actividad arthacterial (incluyendanti-TB) y anti-fungica [2628]. A partir de

H. caespititum se extrae el caespitato 1(8220¢), 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 isénzenpsE, siendo el primero el
biolégicamente activo (ver Figura JAdemas, esta molécula forma puentes de hidrogeno
intramoleculares, los cuales le confieren importantes caracteristicas estructurales y

bioldgicas R9].



Figura 1. Imagen de IglantaHelichrysum caespititmy la estructura 2D de los isémerg@g1) y E (2) de

caespitato.

1.2 Actividad antituberculosa deHelichrysumcaespititum

Entre la diversidad deactividades bidlgicas quepresenta ekxtracto de la plantad.
caespititiumcomo antigonorre, antimicobacteriancantifingicoy citotoxico [26, 27, 30-

34], suactividadantiTB ha sido ampliamente estudiada

En 1983, Dekkery colaboradoresislaron el isomérd del compuesto caespitatambién
nombradoacetatode )-2-metil-4-(2,4,6trihidroxi-3-isobutirilfenil)but2-en1-ilo de la
plantaH. caespitititum[28]. PosteriormenteMathekgay colaboradores en el afio 2000
aislaron y caracterizarpmcon diferentes técnicas espectroscopicas, el misgmero de
acilfloroglucinol de la plantaH. caespitittum donde se determind la actividad
antituberculosapediante laevaluaion las propiedades antimicobacterianas del extraeto
acetonay en faseacuos de la hoja deéH. caespititiumfrente ala cepaH37RvdeMtby a

otras cepasensible a los farmacos mediante la técnica de la placa de algi@niendo una
concentraciorde Q5 mgimL contra los patdogenos de estudio con el extracto en acetona



Las actividades exhibidas por el extracto de acetona deltirae corroboraron mediante
el uso del método radiométrico rapigcse hallé que el valor MICsade Q1 mg/nL. Se
determind que el valor MIC del caespitas de Q1 mg/nL para las cepas ddtb. Estos

antecedentes ddaoportunidadparaseguir investigando este tipo dempuestosZs, 32].

1.3 Puentes de hidrogemmatramoleculares en los floroglucinoles

El floroglucinol (GHeOs, 1,3,5trihidroxibenceno)Figura2) es la estructura parental de

una amplia clase de moléculas con actividad biologica y esta presente en una variedad de
productos naturales utilizados en la medicina tradicional en varios continentes debido a su
actividad farmacoldgicde tipoantibacterial, antviral, antifungica, ati-oxidante y anti

depresiva [3b
HO OH

OH

Figura 2. Estructura de floroglucinol

Por otro lado, los acilfloroglucinoles (ACPLs) (Figura 3) son derivados del floroglucinol
gue secaracterizan por la presencia de por lo menos un gaoipmRCQO, en su mayoria
con un grupo alquilo como substituye®¢36]. Ambos tipos de compuestos son atractivos

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

HO OH

Rll RI
OH

R = Metilo, fenilo o H
R’= Metilo, fenilo o H
R”" = Metilo, fenilo o H

Figura 3. Estructura gneral de acilfloroglucinoles



El uso de los floroglucinoles y acilfloroglucinoles para tratar la TB ha llamado la atencion
de diversos grupos de investigaci@e han estudiado las caracteristicas estructurales y el
efecto estabilizador de los puentes de hidrégeno intramoleculatés-O (IHB) de una

serie de estructuras representativas de acilfloroglesnaoncluyendo que los IHB
formados dependen del tipo y posicion de los grupo OH que contienen los derivados de esta
molécula, los cualgsteractiarcon otras moléculas de agua, estaelevante 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 [ZH).

Mammino y Kabanda en 2007, analizarannfluenciade losIHBs sobrelas preferencias
conformacionales y la energide estructuras modelale floroglucinoles aciladosSe
calcularon y compararon todas la®nformacionesgeométricas posibles para cada
acilfloroglucinol usando métodos semiempiricos AM1 y BNinétods ab initio HF y
MP2, y calculos DFT coel funcionalB3LYP. Para el caespitato, leesultados rostraon
una preferenciael primer IHB de formarsedel mismo lado déa cadenapreniladay la
influencia de diversos aspectos de la orientacién de los gfidan la formacion de un
segundo IHH3§].

Posteriormente, seanalizaron las caracteristicas de los IdBen una serie de
acilflorogluanoles con diferentesustituyentesdonde concluyerogue las caracteristicas
de los IHBs no son dependientes del tamafiampocode la estructura del sustituyente,
sino de las caractsticas del grupdloroglucinol. Laeliminacionde losIHBs provoca un
cambio relevanten la geometrianinimizando la repulsion del palibre de electronedel
atomo deO, encontrando quel aumento de energia asociado a la eliminacionHigl

sigue patronesimilaresusando calculos MP2 y B3LYéhfase ga$39].

Adicionalmente se estudio el efecto del disolvente sobdes IHBs de una serie de
acilfloroglucinoles, incluyendda molécula decaespitato, usandtres disolventes con
diferentes polaridades: agua, acetonitrilo y cloroformo, utilizando el mdéedolvatacion
implicita PCM. Los calculos se realizaren los niveles de teorfdF/6-31G(d,p)y MP2/6-
31G(d,p) dondese concluye que lemediotiene poca influencia en los parametrds los

IHBs. También se analiz6 elumento dda energiaconla eliminacionde losIHBs en las



diferentes fases de disoluciésin embargo, varios factoreaadican que la fuerzae los

IHBses similar a lazalculadaenfase ga$40].

Se analizo la contribucion des IHBs mas débileen laestabilizacion conformacionde
diferentes acilfloroglucinolexonsiderando lopuents de hidrogendC- H---Oy O-H---p
usando los métodos HF, B3LYP y MP2os resultados efase gasy en disolucién en
cloroformo, acetonitrilo y agyaisando emodelo PCMmostraronque ellHB asociado a
la interaccionC- H---O desempefa un papel importanteceralquier disolvente, mientras

queel O- H---p disminuye al aumentar la polaridad del disolvé#fd.

Un extenso estudio computacional des preferencias conformacionale® los dos
isbmeros Z y E) de la moléculale caespitato, s#evo acabo erfase gagy en disolucion
con el modelo PCM.en cloroformo, acetonitrilo y aguapara tratar de identificar
diferencias significativasLa principal diferencisencontrada fue la may@apacidaddel
isébmeroZ para formar un IHB con el grupo éster de la cadena preritadan OH vecino,

el cualtiene un mayor efecto estabilizada®)].

Posteriormentese realizaun estudio conformacionahfase gascloroformo, acetonitrilo y
agua (usandoPCM), con los métodos HF, B3LYP y MPde 118 acilfloroglucinas
considerando sustituyentesmunes e investigando las preferencias conformacionales y las
energias relativas, asi como la influencia@ecteristicasstructurales especié& En este
estudiose analizaon los aspectosonformacionales masstrechamente vinculadoen las
actividades bioldgicas ddiferentescompuestos. Los resultaddestacarorpatrones que
permitirian realizar prediccionesorfiables de las preferencias conformacionales de las

moléculas de acilfloroglucinol [42].

Se reportaron lasaracteristicas geométricas y los efectos estabilizadores de los HEs O
D adicionalesformados entre el atomo de € del carboniloy un grupo OH en la
posicionorto del fenilo. Se considerdna seleccion de estructuras representativasas
posibilidades mas comunes p#dormacionde estos IHB. Secomparaon los resultados
enfase gascloroformo, acetonitrilo y agu@asandd®?CM). Los resultadomostraron que la
formacion de los IHBslepende de los tipos y posiciones de los atomodoguderman y

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



estabilizadores, importantes dase gas disminuyeon al aumentar la polaridad del
disolvente. Endisolucién acuosalos IHBs adicionaés pueden actuar como grupos
donadores o aceptores para formt#B s solutedisolvente [37].

Por otra parte, se han reportadstudiosde acilfloroglucinolesincluyendo disolvente
explicita Se estudiaronds efectos del agusomo disolventey la moléculade caespitat
como solutoconsiderando moléculas de agua explicitas unidapymntes déidrogenoca
sus centros donador y aceptioos calculosen el nivel de teoritlF/6-31G(d,p)mostraron
que el primerlHB de caespitatse mantiene ela mayoria de caspsnientras que el
segunddHB no seforma, debido aque se encuentran competencia con Igauentes de
hidrégenointermoleculares con moléculas de aduas arreglos geométricos preferidos de
las moléculas de agua alrededor del caespitato fueron identififd8psRealizando
calculosen los niveles de teoridF/6-31G(d,p) MP2/631+G(d,p)y MP2/6:31+-G(d,p)
se analizo la debilidad des IHB a través déa competenci@on laformacion depuentes
de hidrégeno intermoleculares con las moléculas de disol{agte) para diferentes

acilfloroglucinoles

Los resultados mostraron que la longited BHB no se incrementd significativameree el
aducto, lo cual significa que el IHB no skebilita por la presencia del disolvente
mostrandoque laregién del IHB eshidrofobica lo que implica que las moléculas de
disolvente no saproximan al aredel IHB, y por lo tanto no compiten por el atomo de H
del grupo carbonilo o del grupo hidroxildon los resultados anteriores, se concluyelgue
fuerza del IHB estéelacionada con la distribucion de los sitios dlmras csitiosaceptores
depuentesiehidrogencen las moléculas de acilfloroglucinol&¥, 40, 44). Finalmente, se
analiod la presencia de varios sitios donadores o aceptores de puente de hidrégeno en
aductos con moléculas de agua explicitas ratetoda la molécula de acilfloroglucinol,
considerando aductos de todos los conférmeros relevantes calatdaddsivel de teoria
HF/6-31G(d,p).

Se concluyé que lamoléculas de agua explicita®nsideradas efa primera capa de
solvataciénindican la influencia de las caracteristicas estructurales y geométricak en
arreglo ydisposicién de las moléculas de agua alredetbracilfloroglucinoly en la

energia de interaccion agaailfloroglucinol 29,41, 45].
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1.4. Blancos terapéuticos éfycobacterium tuberculosis

La actividad farmacoldgica des conformers mas estabky poblads de caespitatse
evaluarda como posibls inhibidores de la actividad d&as enzimas2-transendl-ACP
reductaa (nhA), b-cetoadl-ACP reductas (MabA), UDP-galactopiranosanutasa(UGM)

y la enzima pantotenato quinasa (Pani} cualesan tomado relevancia en los ultimos
afos en la investigacion de farmacos-ai®j pues en el caso de las tres primeras, estan
involucradasen la biosintesisde la paredcelular de Mtb, mientras que P#&nh esta

involucrada en el crecimiento celuld® esta nctobacteria

InhA es una proteina transportadora de enoil acil reductasa (ENR) que se encudiitra en
cuyo papel es el de catalizar la reduccion de tPamsoitACP de cadena larga en la
biosintesis de acidos grasos de tipo Il Mth. La inhibicibn de InhA interrumpe la
biosintesis de los acidos micdlicos que son componentes centrales de la pared celular
micobacteriana46,47]. Estructuralmente hablando, la enzima InhA es un homotetramero
compuesto por dos subunidades A y B, dos subunidades C y D, y dos subunigdées E
todas iguales entre si, que proporcionan un sitio de unién al cofactor nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD)(Figura4).

Figura 4. Estructura3D de la proteina transportadora de enoil acilo reductasa (leh&)ntas yel cofactor

NAD enbastones
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MabA es un miembro del sistema FAS que alarga los precursores de los acidos grasos
acilades dando lugar a la larga cadena de carbono de la rama meromicolato de los &cidos
micolicos, el sello distintivo de lawicobacterias47]. Esta enzimas clasificada como
transferasay esta constituida estructuralmente pora cadena nombrada como As
esencial para la supervivencia ddtb. Se ha demostrado que la fosforilacion
postraduccional de MabA op la actividad de la proteinguinasa Ser/Thr regula
negativamente la biosintesis del acido micélid8]. Las deshidratasas dkitb FAS-II

(HadAB yHadBC) y las metiltransferasas forman parte de un interactoma de biosintesis de
acidos micélicoy participa en la coordinacion de la elongaciGuynodificacidnquimica

(Figura 5)[49-51].

Figura 5. Estructura3D de la proteina transportadorafdeetoactACP reductaséviabA) en cintas

Las enzimadnhA y MabA pertenecen al tipo Il del sistema de elongacion de acidos grasos
conocido como FASl. 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 isoniazid®-56]. En 2015 Shilpi y colaboradordigvaron a

cabo estudios de acoplamiento molecular de dos derivados del acido :ethghotdo
pteleoelagicaoaislado deLudwigia adscendeng e | § diiOdnetil e8agi® MP-U-
rhamnopirandsido aislado deewia nudiflorg para investigar su uni@on InhA MabA'y

Pank [57]. En 2021, Rafael Baptista y colaboradoregilizaron un enfoque de

acoplamiento molecular inverso para predecir las interacciones p&3ctos naturales
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gue han demostrado tener actividad vitro contraMtb frente a dianasnicobacterians
fifarmacoldgicamenteiablesd conocidacomoClpP1P2, DprE1, InhA, KasA, PanK, PknB
y Pks13[58]. Por otro lado, en el afilo 202@enugopalaay colaboradores, analizarda
actividad antituberculos@ vitro de una serie dendolizinas 1,2,3risustituidasen células
enteras frente a cepas bliéb susceptibles H37Rv y multirresistentes (MDR$taserie de
indolizinas trisustituidas fueron activa frente a la cepa H37Rv con una concentracion
inhibitoria minima (MC) que oscil6 entre 4 y 32 pg/mL, mientras que las indolizinas con
un grupo éster etilico en la posicion 4 del anildobencenotambién mostraron actividad
antrMDR-MTB (CIM = 16-64 ug/mL). El estudio de acoplamientosilico reveld que la
proteina transportadorae InhA y la antranilato fosforibosiltransferasa son dianas
moleculares potenciales de las indolizifa#.

UGM es un biocatalizador involucrado en la conversion de la uridina
difosfogalactopiranosa (UDBalP) en uridina difosfogalactofuranosa (UBRIF), que es

un componente importante para la construccion de la pared celllétbd60-62], en su
biosintesis interviene la flavoenzima UGM, que produce el precursbrU®dP-Galf. Esta
enzima cataliza la interconversion de UD#actopiranosa (UDBalp) en UDP-Galf
mediante la explotacion del cofactor flavin adenidinucleGto (FAD). Esta enzima
pertenece a la familia de isomerasas y estd 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 naturalezgroteicaque le proporcione los grupos
funcionales que le hacen falta para llevar a cabo su actividad catalitica. El cofactor de UGM
es flavin adeniadinucleotido (FAD)Figura6) [63, 64].
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Figura6.Est ruct ur a 3D d edifdsfato (DP2 galaciopiranosa dnutasa (UGM) en cintas y

el cofactorFAD en bastones.

Dado que UGM esta ausente sramiferos[65], la inhibicibn de esta isomerizacion
enzimatica representa una atractiva estrategia terapéoticallo, en 2017, el grupo de
investigacion de Vincent, reportaron un estutounanueva clase diéavonoides, que son
potentesinhibidores de UGM derivados de un cribado de productos natufedesnas,
realizaron & sintesis de nuevos flavonoides metilag@nalzaronla relacién estructura
actividad determinado qué grupos funcionales y elementos estructurales eran necesarios
para la inhibiciéon de la UGMreportando que ahodo de unién de uno de los mejores
inhibidores resulté ser no competitivBor otro lado reportaron lassimulaciones de
acoplamientalonde concluyeroque era probable que esta molécula se uni&igld en

su conformacién abierta, en una cavidad recientemente identificada botsitio
fidrogabled (GIn167 Argl84), el cual estd 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 colaboradoresploraon la eficacia antimicobacteriana del

acido psoromico (R) derivado de liquenes frente a cepas clinicapitte Ademas, se
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estudio la eficacia inhibidora deAHrente a dos enzimas criticas asociaditta UGM y

arilaminaN-acetiltransferasa, como dianas farmacoldgicas para la terapia antituberculosa
[67].

Finalmente,se conoce qu&a enzima PanKque interviene en la biosintesis del cofactor
coenzima A (CoA) a partir del acido pantoténiesgsencial para el crecimiento bib.

[68]. Su funcion se basa ermtaliza la fosforilacion del pantotenato, el primer paso
comprometido y limitante de la biosintesis de la coenzima A (CBéja enzima esta
clasificada como transferasa y tiene 2 cadenas en su estructura, llamadas lkay B.
isoforma de tipo | codificada por el g€loA es unaenzimapantotenato quinasa esencial
Mtb, y esta informacion vitafue explotada para cribar grandes bibliotecas para la
identificacién de clases mecanisticamente diferentes de inhibidores de(Hguoka 7)
[69].

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

En 2018, Chiarelli y colaboradores, reportaron metodologias microbioldgicas, bioquimicas
ein silico para demostrar quinsprofarmacogt y 5 (Figura 8poseiaruna segunda diana,

la pantotenato quinasa PanK. Ademds, se demostré que el compuesto 11426026, el
metabolito activo del7947882también inhibe directamenta PanK. En un cribado
independiente de una biblioteca de compuestos clan€aP sintetas®yrG, se descubrid

gue otros dos inhibidores también eran activos contra PaBiKAsimismq los trabajos
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mencionados anteriormente en este aparta&d®d], involucran a PanK como un buen

blancoterapéuticaontraMtb.

N—< >—NH
o NO,

4 5

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

piperidin-1-ilfenil)carbamotioil]propanamidéb).

Debido a la importancia de estas enzimas para la superviverdidp,den este proyecto de
tesis doctoralse decidié estudiarlas con la finalidad de predecir si es posible que la
actividad biolégica de la molécula de caespitatonsediadapor 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, aun
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 poblacion recure¢ uso de medicina tradicionalomo es el caso de la planta

H. caespititium de la cual se han reportado experimeiriogtro para inhibir a lavitb. En

este sentido, el caespitasun 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 abticterial. Ademas, este compuesto egrdainterés de

estudio, debido a su estructura privilegiada, pues posee propiedades quimicas interesantes
como la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares, donde se han estudiado los
efectos estabilizadores y diversas conformaciones que posee esta molécula&nytasea

gaso en diferentes disolventes. Basandonos en estos hallazgos, se propone abordar esta
problematica, desde un enfoquecanecuantico, obteniendo los conformeros mas estables

y poblados, ademas de estudiar su reactividad quimica. Por otra parte, se sugiere que la
actividad antituberculosis del caespitato sevestigue pormedp de la inhibicién de la
actividad de las enzimas esenciales para la supervivenbiébdmmo InhA, MabA, UGM

y PanK. Una vezjue se identifiquettas principales interacciones entre elbosravés de
estudiosin silico, se podran proporcionamdicios importantes para el disefio de farmacos

antituberculosis.

2.2. Hipotesis

Las enzimas InhA, MabA, PanK y UGM son blancos terapéuticos prometedores para la
interaccion con derivados de compuestos naturales, principalmente a través de
i nt er a € ¢, talguileeysde 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 ayudarda identificar las propiedades indispensables de los ligantes
gue sean clave en el desarrollo subsecuentemente de nuevos compuestos con actividad anti
TB.

Mediante una metodologia computacional basada en DFT conceptual, QTAIM vy
acoplamiento molecularse propone que el conjunto @enféomeros mas estables y
pobladosdd compuesto naturalaespitataue presemh los mejoresindices de reactividad

y una mayor cantidad de interaccionescowalentes, como puentes de hidndg intra e
intermoleculares presentenlas propiedadegptimas para interactuar comos blancos
terapéuticosespecificos de la bacterislycobacterium tuberculosiscomo potenciales
inhibidores de la actividad de las enzimas transportadora de enoil acilo reductasab{lhnA)
cetoacitACP reductasa (MabAye la proteinai r i d idifosfato5@DP) galactopiranosa
mutasa (UGM) y de la enzima pantotenato quinasa (PanK tipoyl)asi proponer
compuestos novedosos, selectivos y efectivos para el tratamiento dedatfiBuyendo a

su erradicacion

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo general

Estudiar computacionalmentepotenciales farmacos antirtuberculosis derivados de
acilfloroglucinol a travésde métodos de estructura electroniaaalisis de reactividad
quimica, la teoria cuantica de atomos en moléculas y acoplamiento molecular con las
enzimas InhA, MabA, UGM y PanK détb.

2.3.2. Objetivos especificos

1. Obtener las estructuras mas estaldens disolvente implicito y explicitoy mas
pobladas deaespitataccomo inhibidor de la actividad de enzingase constituyen &
bacteriaMtb.

2. Obtener los indices de reactividad quimica basados en la teoria de DFT conceptual y
los parametros topolégicos de la densidbattronicabasados en la teoria cuantica de
atomos en moléculas des conférmeros de caespitatomo posibles inhibidores de la

actividad de las enzimas 8i&b.
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Realizar el acoplamiento molecular engtdigante caespitatoon las enzimas: InhA,
MabA, UGM y PanKresponsables de la actividad bacteriana détla
Realizarun proceso de refinamiento de la afinidad de las enzimas InhA, MabA, UGM

y PanK con caespitato, empleando el métuidoido MM/GBSA.
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CAPITULO lIl. FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1. Ecuacion de Schrédinger y Hamiltoniano molecular

En términos de la mecanica cuantica, 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 funcién de onda, esta ecuacion tiene la forma

'O EiY O EAY (3.1)
dondev representa a la funcion de onda que depende de la posidisrdecleosPy los
electronesmpen la moléculas; es el operador HamiltonianoE es la energia del sistema
[71].

El Hamiltoniano molecular; es la suma de varios términoSuando se omiten las
interaccionespin-orbita, magnéticas y relativistas, el Hamiltoniano del sistema se describe

comoen la siguiente ecuacion:

O -B — — — -B B B

p b p b

donde Hy o representan s niicleosy los electronese representacomo: 'y

El primer término deesta ecuacion corresponde al operador de la energia cinética de los
electrones. El segundo término es el operatienergia cinética de los nucleos, las
repulsiones entre los ndcleos corresponden al tercer término, giaryde , son vectores

de posicion de los nucleos y H de nimero atémicdy, y 4&,. El siguiente término
representa la energia potencial de las atracciones entre el nicleo y los eletbruies;

y 1 Son vectores de posicion del electrgy del nicleoH, El dltimo término describe al

operador de energia potencial de repulsion entre pares de eleclyonfe2].

Resolver esta ecuacion representa un gran petes se busca describir lEsnémenos
fisicos a escala microscopjgaor lo que seempleandiferentes metodologidsajo ciertas
aproximacionesademas el tratamiento mecatwéntico incluye el calculo de la funcion 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 molecularéssson:
métodos semiempiricodos métodos ab initio y los métodos DFT Los métodos
semiempiricoautilizan un Hamiltonianomas simpleconsiderando parametros obtenidos
experimentalmenteademas somomputacionalmente magdpidos por lo que se pueden
aplicar para sistemas agentosde 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 PM@&n tenido gran aceptacion para predecir
geometrias y entalpias de reaccion de compuestos organososnétodosab 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 electrén y del nacleo), ademas
en contraste con los métodos semiempiricos, los méauasitio usan el Hamiltoniano

molecularverdadero

Con estos métodos es posible predecir una gran variedad de propiedésadarescon

una exactitudconsiderable Sin embargo, los métodos exactos tienen altos costos
computacionales y requieren de gran cantidad de tiesopgputacional Dentro de los
métodosab initio, los métodos deMoller-Plesset(MP) y de CoupledCluster (CC),
llamados métodos pestartree Fock son altamente consideragos su capacidad para
describir la correlacion electroniclys cuales se puden ordenar jerarquicamente de la
siguiente formaHF Y MPE2C$D Y C CFha@nentg, los métodos basados en la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) no calculan la funcion de Bstizs se basan

enla densidad electrénica para calcular todas las propiedades del sistema.

En este proyecto diesis se uséa teoriaDFT, por lo que se dasibe con mas detallenla

siguienteseccion

3.2 Teoria deFuncional de l&ensidad (DFT)

EnlateoriaDFT, no se calcula la funcién de onda molecular, sino se obtiene la densidad de
probabilidad electronica molecular, denotado pprobteniendo la energia molecular a
partir de la densidadAdemas,es una funcion que depende 8H variables para\
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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 usaedaia DFT. Ademds,permite calcular las
propiedades de los sisterm@ precisiory conbajo costo computacional.

La teoriaDFT se basa etos teoremas de Hohenberg<ohn [73, 74]. El primer teorema
indicaque el estado fundamental, denomingdpse determina por la densidad electronica,

conocida coma@, , como erla siguiente ecuacion:
O Om (3.3)

Por otro ladoel segundo teorema establece tmererdadera densidad electrOnicaetn
estado fundamenta, () minimiza el funcional de energip zaeigual que la verdadera
funcion de onda normalizada del estado fundamental minimiza la integrational,de

acuerdo cotta ecuacion:

O me0Om si M M (3.9
Definiendor z en términos del funcional de la densidad:

oOom “Ym O m O m o (3.5

dondeT representa la energia cinética electronigges la interaccion electréelectron

- €S 12 interaccion electrémicleoy . . es la repulsion internuclear

El funcional de Hohenbefijohn se define por la ecuacioB.§), dividiéndola endos
partes, Igparte que considerd funcional para la energia del sisteﬁha y la interaccion

electronelectron, r, Estefuncional se expresa de la siguiente manera:
O Mm Ym O m (3.6)
Dividiendo el términop, . del funcional en dos términos:
O m Om O m (3.7)

donde L se refiere a la interaccidon clasica de Coulomb de la densidad electrénica
consigo mismay [re i contempla las interacciones de correlacién, intercambio o

correccion a la autointeraccién (no clasicas).

Por lo tanto, la energia total sgpresa como:
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(O3 o W 0" Y’ o (3.8)

Para calculael término de energia cinétida forma exacta para un conjunto de electrones
N, considerando que estos son no interaccionantes y se describen por un grlatBIFT

introduce las ecuaciones de Kohn y Sh@sj: [
"Y B 0 -n o} (3.9)

Se incorpora en el térming, 4 la energia cinética que no se toma en cuentgralarlas
férmulas para este término, es un rgoes este se considera como la sadiferentes

términosexpresadode la siguiente manera:
Om Om Om (3.10)
donde,f, Z es un término de intercambioAy;  es un término de correlacion

Segun el método utilizado para calcular el término de intercacaielacion, los métodos
DFT se clasificamle la siguiente manermétodos de densidad locahétodosty , métodos

del gradiente corregidgp métodos hibridas

Los funcionales hibridosse usancominmentgya que proporcionan un valor exacto en
términos de intercambio por medio del método Haifieek (HF), ademas de aproximarse
al valor de correlacién DF[I76].

Uno de losfuncionaks utilizados en este trabajas el funcionahibrido de Austin-Frisch
Petersson (APFD)/7]. Estefuncionalintroducelas interacciones atractivas o repulsidas

largo alcancea través daina correccion de dispersién empiribasadaen elmodelo de

atomo esférico (SAM).Ademas, reproduce con una alta precisionlas energias
conformacionales relativas de moléculas organidagyran importanciparaeste trabajo

Por otra parte, debido a que estas moléculas también se estudiaron en disolucion, fue
necesario describir el efecto del disolveeplicito sobre Ia estructura obtenidas en el
estudioconformacional. El otro funcional utilizado para tal efecto fue el funciwB&I7X-

D3, el cual es un funcional hibrido que incluye correcciones de lamcal y de
dispersién Es adecuado para una amplia gama de aplicaciones, como energias de reaccion,

interacciones intermoleculares y estados excitados. Es una variam@9dX, que esta
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disefiado para mejorar la precision termoquimica, la cinética y las interacciones no

covalenteg78].

3.3 Conjunto dedincionesase

Los conjuntos ddunciones base se defeomo unconjuntode funcionegxponencialey
funciones angularesombinadas linealment&l conjunto de funciones base, proporcionan

una mejor aproximacion a la solucion de la ecuacion de Schrddinger, ademas describen los
estados electrénicos de las moléculas, mediante la construccion de funciones de onda para
los estados electronicos usando orbitales moleculares. Debido a que estas funciones de
onda son aproximacioneseconstruye una funciépara un orbitamolecular comouna
combinacion lineal de funciones , estas funciones se pueden considerar como

representaciones de los orbitales atbmicos
[ B e (3.11)
Los dos tipos de funciones atomicasninmenteitilizadasson

El conjunto defunciones tipo Slater (STQ)as cualesglescriben los orbitales atomicos,
llevan a cabeel calculo de las integrales bielectronicakcualrequiere de mucho tiempo
de codmputq79].

Este conjunto d&unciones de tipo Slater se expresan de la siguiente forma:
® 0F Q ® g (3.12)

dondeN se define como la constante de normalizaciGrepresenta a la constatiamada
exponente del orbital y determina el tamaf® éste r representa la distancia electron
nucleo,n representa el nimero cuantico principal y el términorepresenta un arménico

esférico.

Paraoptimizar el tiempo de evaluacion de las integrales moleculBogs,[80] introduo
las funciones de tipo Gaussianas (GT)e actualmente es el conjunto de base mas
utilizado. Este tipo de funciones mestranuna serie de propiedades para la realizacion de

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

computacional.

El conjunto dduncionesde tipo Gaussianas tiene la siguiente forma

@ 0 ww ¢ Q (3.13)
donde| representa al exponente de la gaussiia m y n representan enteros no

negativosX, yy zsoncoordenadaal origen. Laconstante de normalizacién gaussiana es:

T AAAT

A A (3.14)

Cuandd = m=n = 0se tieneun orbital atdmicoGTO de tipos, mientras que di+ m+n =

1 se tieneun orbital atdbmicoGTO de tipop, y asisucesivamentélgunos de los conjuntos
defuncionesbase mas utilizam son:el conjunto de funciones dmse minimael conjunto
de funciones dbas tipo sfit valence los conjuntos de funciondmse de Dunninf1], el
conjunto de funcionedase deAhlrichs [82-84], entre otras.Algunas se describen

brevemente a continuacion:

El conjunto ddunciones extendidasapnjuntobasesplit valenceusan mas de una funcion
para la representacion del orbital atomiEb conjunto de base dobketa &) se refiere al

uso de dosconjuntos defunciones base para cada orbital y asi sucesivam&ate.
denomiransplit valencedebido al desdoblamiento de la base que se restringe solo a la capa
de valencialos conjuntos disefiados por Pople y colaboradores sotipdedplit valence

[85]. A este conjunto deunciones se les puede afiadir funcionel® polarizacion,
permitiendo aumentar la flexibilidad de los orbitales, aumentando la deformacion de la
nube electrénica de los atomos en una molédtmaestetipo de conjunto defunciones

base, los valores antes de la G (de Gaussiana) indican las furEippesn la base; las
funciones de polarizacién se colocan después de la G. Estos tipos de conjuntos de base
tienen la restriccion adicional de utilizal mismo exponente para las dos funciongg

para los electrones dralencia 86-89].

Por otro lado, lasfunciones difusason utiles cuando es necesario afadir funciones con

exponentes pequefios, lo cual extiende las regiones de valencia, lo que logrejama
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representacion de las regiones donde los enlaces son débiles, ademas una ventaja de usar
conjunto defunciones difusas edebido aque los orbitales ocupan una regidas grande

en el espaciocomo loscompuestos anidénicpsompuestos con pares de electrones libres,
compuestos con puentes de hidrégeno, estado excitados, etc., cuyos orbitales tienen
tendencia aexpandirse con densidad electrénica significativa a grandes distancias del

nulclea

En este trabajo se utilizél conjunto de funcionesase €6311+G(2d,p), una base triple,
dondeel s 2 mb ed imgicafque se ha afiadido un conjunto de funcien@ifusas y un
conjunto de funcioneg difusas a cada atomo pesadofiElo indica que dos conjuntos de
funcionesd de polarizaciorny fipo indica que al hidrogeno se le afiaden un conjunto de
funcionesp de polarizaciénLos conjuntos de funciondmse de Pople mas utilizadas son
por ejemplo:3-21G, 631G(d), 631G(d,p), 6311G(d,p),6-31+G(d,p), 6311+G(d,p),6-
311++G(d,p)gentre otras.

Ahlrichs y colaboradoresliseraron otros conjuntos dduncionesbase detipo SV, SVP,
TZV, TZVP, quese refieren a lamiciales de los conjuntos dancionesbas de valen@a

sgit valencey de valenciariple zeta El conjunto dduncionesbasesfit valence plarized
(SVP) es una contracciég42g de un conjunto{s4p de funciones primitivas, mientras
que el conjuntoTriple Zeta ValencdTZV) es una contraccion5§3gd de un conjunto
(11s6p de funciones primitivasLa serie se ha ampliado con un conjunto de bases
Quadruple Zeta Valenc®ZV), que es una contraccionsgdyg de un conjuntoX5s8p de
funciones primitivasTanto los conjuntos deincionesbase TZV como QZV emplean mas
funcioness contraidas quis conjuntoslZ y QZ. Los exponentesy p, y los coeficientes

de contraccion correspondientes se optimizan en el nivel HF, mientras que las funciones de
polarizacion se toman de los conjuntosfdecionesbase cgpVxZ. Actualmente se han
redefinidoestosconjuntes de funciones basgenerando nuevos conjuntoemo Def2SV,
Def2SVP, Def2SVPP, Def2TzV, Def2TzZVP, Def2TzZVPP, Def2QzV, Def2QzZVP,
Def2QzZVPPy QZVP. Los conjuntos dduncionesb a s e  ffdineah @nosistema de
conjuntos dduncionesbhase contraidasegmentadasara los elementaguimicos deH-Rn,
proporcionanddiferentes niveles de flexibilidag precision.Los conjuntos déunciones
base se denominabef2-SV(P) aDef2-QZVPP. Por ejemplo,con el conjunto de base
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Def2-TZVP tiene las funciones dmlarizacion en todos los atompseobtiena mejores
resultados que la mayoria de los conjuntos de base de la-8dri&sGmientrasque conel
conjuntoDef2-TZVPP es similar a DefAZVP, pero con polarizacié@pldpara el atomo

de hidrégenpaumentando la precisi@elos resultados.

3.4. Andlisis de poblaciones

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

termodinamico, involucrando las energias libres relat®d@s utilizando la ecuacion:

0j0 QY jB QY (3.15)
dondel es la probabilidad de encontrar el conférmiedel nimero total de conférmeros
0 , T es la temperatura del sistema a 298.1RKs la constante universal de los gases

ideales yM es el numero ddos conférmeros accesiblEd].

3.5.Solvatacion implicita

En un sistema solwdisolvente, lgprediccidn tedrica de las propiedades termodinamicas

de las moléculas de soluto debe ser preéisterequisito se basa da descripcion del
disolvente y en la seleccién 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
solvatacién, llamadosiodelos desolvatacion implicita y exfdita[91, 93. En esta seccion

se define el concepto de solvatacion implicita y los modelositiiaados

En general, la solvatacion implicita se refiaten método de representacion del disolvente
como un medio continugue rodea al soluten lugar de molédas individuales de
disolvente rodeandolexplicitamenteLos modelosde campo de reaccion autoconsistente
(SCRE, Selfconsistent Reaction Figldconsideran al disolvente como un contiicoo una
constantalieléctricauniforme- (campo de reaccionEn modelos de solvatacion implicjta

el soluto se colocdentro de una cavidad electrostatica de tammadlecularrodeada por un
medio dieléctrico que representa el disolvente (medio homogéneo continuo polarezable)

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

forma iterativg{93].

La energia de solvatacion se descompone en dos términos prin@palggaelectrostatica
YO y energia dedispersion de cavidadY'O , la cual se expresanediantela

siguienteecuacion:
y'd YO YO  (3.16)

Algunos de losnodelos de solvatacion implicitaas utilizadoson los siguientes:
Modelo deContinuoPolarizable(PCM, Polarized Continuum Modglla cavidad se define
como la union dein conjuntode esferagonectadas nivel atdbmico. Estenodelousa una

integracion numérica sobre la densidad de carga del séHjto [

Modelo de Continuo Polarizable Conductor (CPCM, Conductorlike Polarizable
Continuum Model en estemodeloel disolvente se trata como un continuo polarizable
similar a un conductor y los principales parametros para definiodEloson el indice de

refraccion y la constante dieléctrica del me®@g .

Modelo deContinuo Polarizable delsodensidadIPCM, Isodensity PCM este modelo
utiliza una cavidad definida por una isosuperficie de la densidad electrénica. Esta se define
iterativamente ejecutando célculos SCF con la cavidad hasta que se alcamiartana

convergencia [9].

Modelo de sodensidaddutoconsistentd®CM (SCFPCM, Self Consistent Isodensityeste

modeloes similar al IPCM, pero diferente en su implementagi@mueincluye el calculo
de la cavidad en el procedimiento’¥Cpara tener en cuenta el acoplamiento entrddas
partes del calculel calculo SCRF y el célculo de la superficie de isodensj@agl)

Modelo universal de Soltaién basado en la Densidé@MD, Universal Solvation Model
Based on Densijyestemodelose considera una mejasamodeloCPCM, ya que utiliza la
densidad electronica completa del soluto para calcular la contribucion de la dispersion de la
cavidad en lugar de areasolamente, es deciel modeloSMD calcula directamente la
energialibre de solvatacion de un proceso de solvatacior,igea ejemplo, un gas ideal

con unaconcentracion de 1 mdal/o una soluciéon ideal con concentracion de 1 mal/
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29815 K. Mediante el uso ddéormulas termodinamicas estandestos parametros se
pueden convertia energia libres de solvatacion de estado estandaa energia de
solvatacion estandase define como la transferencia de moléculas de un gasdadeal
presion del baro una solucién ideaton concentraciofh molar.Estemodelorequiere mas
parametros, lo que lo hace menos flexiplra disolventes desconocidodl][9En este
proyecto de tesise utilizoel modelo de solvatacion implicita SMD para evaluar el efecto
de disolventegmplicitoscon diferente polaridaen los conformeros de caespitato

3.6. Solvatacion explicita

En este tipo de modelosas moléculas de disolvente se incluyen explicitamente para
modelar las interacciones electrostéticas satfligolvente y reproducita resistencigpor

friccion debido a las moléculas de disolvent@mbién se incluyen las coordenadas y
algunos grados de libertade las moléculas de disolventd.as aplicaciones de estos
modelos se encuentran en Isimulaciones de mecanica molecular (MM) y dindmica
molecular(MD) o de Monte Carlo (MC)El uso de diversos disolventes comunes, como el
agua, hamenerado modelos ideales, los cuales reducen los grados de libertad evaluados en
el calculo de energia sin perder precision, sin embargo, estos modelos pueden ser

especificosSe han utilizado ampliamente modelos como

Potenciales Intermoleculares Transferibles (TIPXP, Transferable Intermolecular
Potentiald: X es un numero entero que sugiere el nimero de sitios utilizados para la
evaluaciorde la energiaes decir, en el modelo TIP3P, los tres sitios residen en los centros
de la molécula del agua, donde un cest@ncuentranel atomo deoxigeno y do®n los
atomoshidrégeno. En el modelblP4P, el cuarto sitio se denomina sitio Meyubicduera

del centro deatomo deoxigeno a una distancia de 0.15 a lo largo de la bisectriz de los dos
enlaces GH [96].

Modelos deCargaPuntual Simple (SPC Simple Point Charge Modglsun 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 paradmetro 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 &ngulos de enl§@d.

Modelo propiode Orbital molecular integradenN capas #Mecanica moleculafONIOM,

Our own Nlayered Integrated molecular Orbital +Molecular mechanigs Este método
hibrido involucra mecénica cuantica/mecanica molecular (QM/MM), es decir, se aplican
diferentes métodoab initio, semiempiricos o de mecanica molecular a distintas partes de
un sistema en combinacién para producir una geometria y una energia fiables a un coste
computacional reducidoUna caracteristica clave del método ONIOM es un sencillo
procedimiento de extrapolacién lineal, que permite ampliar el método ONIOM a ONIOM
(QM1:QM2) de dos capas, ONIOM (QM1:QM2:MM) de tres capas Yy, en principio, a
cualquier método de capas de niveles de teoria. El enfoque computacional ONIOM ha
resultado especialmente Gtil para modelar sistemas biolégicos, asi como complejos
metélicos[92, 98]. En este proyectse utilizé el modeloONIOM (QM1:QM2), usando

XTB2 comoQM2, para analizar el efectiela solvatacion eaicita sobre los conférmeros

de caespitato usando diferentes disolventes

3.7. Reactividad quimicglobal

Para conocer la capacidad de un sistenwdecularpara donar o aceptar electrones es
importante definir los orbitales frontera HOMO (por sus siglas en ihjsest Occupied
Molecular Orbita) y LUMO (por siglas en inglékowest Unoccupied Molecular Orbijal

los cuales estan relacionadosn la capacidad delonaro aceptarlectrones, es decir, la
energia del orbital HOMQindica 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 globsé calculan usandel enfoque conceptual DFB9] que
define cada uno de los indicapartir de las energias de los orbitales frontera HOMO y
LUMO, usando el formalismo de Koisham con la teoria DFT Py el teorema de
Koopmans 100, que indicaque la energia de ionizacion den sistema moleculags
aproximadamente iguall negativo dda energia deorbital mas altcocupado(HOMO),
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mientras quéa afinidad electronica es igual al negativo de la energia del orbital mas bajo
desocupado (LUMO).

Los indices de reactividad glodzsado®n lo anterioson:
Potencial quimicq € ¢std asociadaon el intercambio de densidad electrénica con el
entorno en el estado fundamentah términos de las energias de los orbitales HOMO y

LUMO se define por la siguiente ecuacion:
t — (3.17)

Electronegatividaq? : es la resistencia a fgrdida de densidad electrénica. & negativo

del potencial quimicdSe define por la siguiente ecuacion:
? _ (3.18)

Dureza(s : esla resistencia de una molécula a intercambiar densidad electronica con el
entorno.Su ecuacion es:

s % % (3.19)
Blandura(3 : se define como el inverso de la durezaalores altos delandurael sistema
puedemodificar facilmente su densidad electroniBa ecuacion es:

3 - (3.20)

indice deelectrofilicidad (5 : mide la estabilizacion de la energia cuando un sistema
adquiere carga electrénica adicional proveniente de los alrede@rescuacion es la

siguiente:

5y — (3.21)

3.8. TeoriaCuantica deAtomos erMoléculas (QTAIM)

La Teoria Cuanticade Atomos en MoléculasQTAIM) fue propuestapor Bader y
colaboradores[101]] como una herramienta para entender el enlace quimictasy

propiedades atémica€sn esta teoria la estructura molecular es caracterizada por la
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topologia de la distribucion electréni¢ai , donde la morfologia dominante define un
atomo en una molécula. Dicha morfologia se asocia a la cantidad y tipo de caracteristicas
topolégicas de la distribuciode la densidad electronicha densidad electronica de las

moléculas’ i se define con la siguiente ecuacion:

SR AR N o ATT e ¢ ARTTR O T 3.22)

dondeN representa el numero de electron@$, es el elemento de volumen,son las

coordenadas electronicagyson las coordenadas nucleares

Esta teoria tiene su fundamento en la topologia ylen la topologia dd_aplacianode” ,

es decirem " |

Las caracteristicas topoldgicas de la densidad electronaessgbermediante los puntos
criticosde enlace (BCPBond Critical Poin} y lineas de gradiente. El gradiente”dé
contribuye a la construccion de la estructura molecular, es importante mencionar que los
valores d¢' i en los puntos criticoglgradiente 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 atomos,
donde el gradiente del campo densidactalga es cerces decir, la densidad electronica

gue ambos atomos comparten alcanza un minkxgsten diferentes tipos de pusto
criticosdescritos en Idablal, los cuales estan asociados a las caracteristicas estructurales

del sistema quim@

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

caracterizacion matematica de la existencia de una estructura ciclica.

El Laplaciano de la densidad,” i se obtiene al aplicar el operador a una funcién
escalar. Este se relaciona con el teorema local del \ifid], [que menciona que cuandb
Laplaciano de la densidad tiene valores positilos electrones estan deslocalizados y

cuando el Laplaciano de la densidamhe valores negativQdos electrones de un sistema
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estan localizadod.o anteriorindica que cuando el valor de” i es negativo existe la
formacién de enlaces covalentes, por el contrario, cuando el valor'de es positivo
habré interacciones rapvalentes: interacciones electrostatifasyzasntermoleculares de

van der Waals, puente de hidrégeno e interacciones hidrofobh@gs [

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

Tipo de punto critico Definicion

(3, 1) Punto critico de enlace (BCBond critical | Punto de silla donde dos curvaturas son negativa
point) decir,” 1 es un maximo en el plano definido p
las dos coordenadas asociadas. La tercera curv
es negativadonde” i es minimo a lo largo del ej
perpendicular a dicho plano.

(3, 3) Punto critico nuclear (NCRuclear critical | Todas las curvaturas de Tai son negativas, e

point) decir,” i es un maximo en ese punio.

(3,+3) Punto citico de caja (CCPcage critical| Todas las curvaturas de’lai son positivas, o se
point) " 1 es un minimo en ese punto .

(3,+1) Punto critico de anillo (RCRing critical | Punto de silla donde dos curvaturas son positiva:
point) decir,” 1 es un minimo en el plano definido por |
dos coordenadas asociadas. La tercera curvatu
positiva, dondé i es un maximo a lo largo del e

perpendicular a dicho plano.

La energia cinética Hamiltoniand) i), incluye los calculosde la energia cinética
LagrangianaOi y la densidad de energfmtencialw i en el punto critico. Esta energia

es util para caracterizar el grado de covalencia de un enlace. Si el v&ar)des positivo

la acumulacion de la densidad de carga entre dos nucleos conduce a una desestabilizacion
del sistema, caracteristico de las interacciones iénicas y de van de Waals. Si el valor de
"'O1 es negativo, el sistema se estabiliza por la acumulacién de densidad de carga
electronica en la region internucleda, cual se encuentrpresente en las interacciones

covalentesLa energia cinética Hamiltoniafai ) sedefine con la siguiente ecuacion:

01 Ol @i (3.23)
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La energia de interaccioilQ ¢ , esla mitad del valor de la densidad de energia potencial,
la cual caracteriza la energia de interaccién de un puente de hidrégeno, un valor superior de
% g , indica que dicho puente de hidrégeno tiene un efecto estabilizador fhé4jorLa

energia de interaccid@ ¢ sedefine mediante la ecuacion:
Og -wi (3.29)

Finalmente, los indices de deslocalizacion, DI, se definen eoraanedida deémolos
electrones estan deslocalizados entre las cuencas atémicas indiyithrat@énpuedea
utilizarse para estimar el orden formal de enlace de un enlace qulrogadndices de
deslocalizacionse calculan a partir de maices de solapamiento atémicAdemas,se
puedercalcularentre cualquier par de atomioslistintamentesi éstosestan 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 @ muy débiles se sitia entre 10° 6rdenes de magnitu@or ejemplo,

el valor de DI de 10! orden de magnitud para los enlace€ @s caracteristico de las

interacciones € moderadas

3.9. Acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento moleculéMolecular Docking son una herramienta
computacional que permite explorar la interaccion de una molécula (ligante) con una
proteina(receptor) conociendo o0 no su sitio de accid5]. El uso de esta herramienta ha

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

Al realizar un dculo de acoplamientaolecular es necesario tomar en cuenta aspectos
importantes como la busqueda conformacional, la representacion del setiemas de

otro tipo de parametrogstosaspectose relacionarton la eleccidén de la superficipie

decide el algoritmo para realizar la basqueda de conformacional y clasificar las potenciales
soluciones Ademas en el acoplamiento molecular, la superficie del receptor se describe
mediante modelos matematicos, ya sean descriptoregodjel cual puede posicionarse

en el sitio activo de la enzimmediante coordenadas bien, puede abarcar toda la

superficie del blanco terapéutico.

34



Existendos 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, flexigEs].

Al realizar un acoplamiento molecular no se conoce la conformacion mas adecuada del
ligante paranteractuaicon el blancderapéuticaseleccionado. Por ellel primer paso para
realizar un acoplamientmolecular es laeleccion del algoritmaque trata deleterminar el

modo de unidén de uligante con el receptor Los algoritmos se pueden clasifican
meétodossistematico® estocasticos. Los métodds busquedaistematicos tienen ligeras
variaciones a nivel estructural, es decir, cambian gradualmente la conformacién del ligante

estos métodos pueden clasificagge

Exhaustivos:Las busquedas exhaustivas exploran sistematicamente los valores de cada
grado de libertad de forma combinatoria, rotando todos los angulos diedros d& ligan

segun unntervalopredeterminado de valores y un conjunto de restricciones iniciales

Construccién incrementaEs un enfoque de fragmentacién basado en la separacion del
ligante en fragmentos mas pequefios, seguido de la seleccion y acoplamiento de un

fragmento base en el sitio de union del receptor.

Conjunto conformacionaBe encarga de modelal acoplamienteigido de un conjunto de
conformaciones de ligémpreviamente generadas en el sitio de unién

Por otro lado,ds métodos estocasticos, modifican dexena aleatoria la estructura de los
ligantes mediante la generacion 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 coberturapd@orama energéticdentro de los
métodos estocasticase encuentramos algoritmos mas importantepie se resumea

continuacion

Emparejamiento rapido de forma fAyiIMatching Algorithmg: Estosalgoritmostoman en
cuenta la superposicion geométrica entre dos moléculas. Ademas, identifica los posibles
sitios de union del blanco terapéutico por medio de la superficie macromolecular. Un

ejemplo es el acoplamiento rigido.
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Simulacion de Monte Carlo (MCEste 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 demaebido ague mantiene un registro de espacio de busqueda del sitio de

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

Algoritmo genético (GA Genetic Algorithmg: Este método proviene de la seleccion
natural, donde se codifican los grados de libertad como cadenas binarias conocidas como
genes gue a su vez daran origen a los cromosomas, los cuales representan las diferentes
poses del ligantédmbos elementos tienen relacion por medio de la mutacion y cruce de los
operadores genéticoSA. La mutacién produce cambios genéticos de manera aleatoria, el
cruce realiza un intercambio genético entre dos cromosomas. Cuando los operadores
genéticos afectan a los genpsr lotanto,el resultado sera una nueva estructura de ligante.
Estas estructuras se evalian mediante la funcidén 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 Lamarckianfl07], asi comeel programa Glid¢108] que hace uso del algoritmo

sistematico.

Por otrolado, el siguiente pas@n la realizacion dealculo de acoplamiento molecular
después de la eleccién del algoritnes, hacer uso deas funcionesde puntuacién(score

function) que se definen como métodos mateméaticos para estimar la afinidad de unién,
estas funciones ayudan a la optimizacion de los resultados del acoplagaemie, 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[@nDe esta forma,

las funciones de puntuacion evallan las interacciones intermolecelamésmoleculares

efectos electrostaticos y entropicos, ademas de las interaccios@satacion, lo que hace

posible obtener valores de energia de unién real en un tiempo minimo.
Las funciones dpuntuaciorse clasifican como

Funciones de puntuacién basadaslatfiisica Este tipo de funciones estan basadas en
campos de fuerza, métodos deecanica cuantica y los modelos de solvatacion. Las

siguientes ecuaciones resumen este tipo de funciones:
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Campo de fuerza:
0O 0O O (3.%)
Mecanica cuantica:
0 0 & y'0 (3.26)
Modelos de disolvente:
(0] (0] 0 YO (3.27)

La ventaja de este tipo de funciones se basa en una precision predictiva mayor que otras
funcionesscore ya que considera la entalpia, la entropia y la solvataEigtas pueden
calcular directamente las interacciones entre &tomos de la proteina y el ligante, ademas de
su energia libre de unién. Sin embargo, las funciones hibridas (MM/QM tigneosto
computacionalelevado. Un ejemplo dsoftware que usan funciones hibridas son los
programa Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetic§)08], el cual esti
implementado en el programa SchrodingeAutoDock Vina[109], usadogpara realizar

los calculosen el presente trabajo de investigacion.

Funcionesde score empiricas:Estas funciones estiman la afinidad de union a partir de
varios componentes de energia (entropia de enlace, interacciones ionicas, puentes de
hidrogeno y efectos hidrofébicpdJn ejemplo deeste tipo dduncionesempiricases la
funciéniiX-score. Los beneficios de usar estas funcionesatee se basa en su eficiencia,

pues son buenas enpaediccion de la afinidad de unién, la pose de ligante y el cribado
virtual con bajo costo computacion&lo obstanteestos beneficios disminuyeuandose

utilizan en la descripcién de la relacion entre afinidad de unién y estructuras cristalinas

Funcionesde score fiKknowledgebased: Estas funciones estan basadgs el potencial
estadisticoutilizan potenciales de energia que se obtienen de la informacién de estructuras
determinadas experimentalmert principio de estas funcione® scorese define pords
potenciales por pas quese obtienen de la frecuencia de aparicion de pares de atomos en
una base de datoEstas funciones ofrecen precision y rapidez, ademas la base de datos

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

® B Qi (3.28)
donde la suma es sobre todos los pares de atomos que pueden moverse uno respecto al otro,
excluyendo normalmente las interaccione$ s decir, atomos separados por tres enlaces
covalentesconsecutivosEn la ecuaciéna cada atoma se le asigna un tipo, y debe

definirse un conjunto simétrico de funciones de interac€ddnde la distancia interatobmica
i
En este sentidda funcion de puntuaciéesutilizada para predecir la afinidad de unién del

compejo ligante-proteina Por lo tanto, la siguienteecuacion (3.2P es utilizada en el

programa AutoDock Vina para estimar la energia de afinidad:

YO YO Y0 YO Y0 YO (3.29)
donde, p Gaw representa las interacciones van der Waals entre el ligante y la proteina;
o Giond representa los puentes de hidrogeno entre el ligante y la proge{&sgrmation
representa el efecto de deformaci@Gydrophobicrepresenta el efecto hidrofobiap;G es la
constante de regresion que incluye implicitamente los efectos debidos a la pérdida de

entropia traslacional y rotacional en el proceso de enlace HgeottEna.

En cambio,el programa Glide, utiliza la funcion geintuacionGlideScorequeincluye un
término para el efectoestérico, afiade términgsara grupospolaresocultos,ya sea al
plegarse o al unirse a otra proteifpara penalizar los desajustes electrostéaticos),
penalizaciones de torsién de amida, términosadeonahidrofébica y penalizaciones de
volumenexcluidqg y tienemodificacionesen otros términgdo anteriormente mencionado
se resume en la siguiente ecuacion

OYREIMBUEOI QO TP FO £ 6 d QN E00OE EDQO OUQL O iE 06
“Y'Qo .30

donde vdWrepresenta larnergia devzanderWaals la cual se calcula con laargas idnicas

reducidas de grupos como metales, carboxilatos y guanidi@ms es la energia de

Coulomh la cual se calcula de manera semejantevaVd EI términoLipo representa el
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término lipofilico, que es un término de paresS#h(Standardprecisior), pero se deriva
del potencial de red hidrofébico para XExtra-precisior). HBondes el érmino depuente
de hidrégenpel cualse divide en componentes con distinta ponderagidagdepende de

la carga del donador y del aceptes decir, ambos pueden ser neutros, puedeestar
cargado y el otro noo ambospuedenestar cargadosl término Metal, representa el
término de enlace metdlico. So6lo se incluyen las interacciones con atomos aceptores
anionicos o altamente polar&d.términoRewards significarecompensas y penalizaciones
para diversas caracteristicas, como grupos potarekos, zona hidroféhica, enlaces de
hidrogeno correlacionados, etel. términoRotB es la penalizaciépor inmovilizacion de
enlaces rotarios Y finalmente, el témin®ite representdas interacciones polares en el
sitio activo.

Paraproporciona estimaciones dé& energia librede union el programa Glideutiliza la

siguiente ecuacion:
‘0 O O © O O YY (3.3

dondeG es laenergia total de enlack cualse calcula como la suntke los términos de
energia mecanica moleculastandar,O , que esla energiade las interacciones de
enlace,O , que es la energiectrostatica, YO , que representa lasteracciones de van
der Waals, mas las contribuciones a la energia libre de solvatgei@n). 'O (polar) y
‘O (no polar), ydondeT es latemperatura absolytda cual estamultiplicada por la

entropia.

3.10. Método MM/GBSA

El métodode Mecanica MoleculatGeneralizada Born/Area de Superfi@dM/GBSA,
Molecular Mechanicsand Generalized Born Surface Aneadentifica y realiza una
busqueda virtual de los ligantes, proporcionando precision en las energias de union
experimentales. Este método utiliza un modelo de solvatacién implicito contindo y una
estructura proteica con una energia libre de GibBS (minimizada, discriminando las

poses verdaderas de los sefuflds).
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Es un método basado en un campo de fuerza que usa la combinacion de @abtyiay

las contribuciones de energia libre de solvatacién, es dedintéascciones de solvatacion
polar y no polg y también consider& entropia para calcular la energia libre de union
y'O del complejo liganteproteina el cambio entre el complejo ligarpeoteina unido

YO , el receptor no unidoYO y el ligante en solucionY'O |, lo quese

resume en la siguiente ecuacion:

(9] 9 9

y'O Y'O Y'O y'O (3.32)

Los términos anteriores se descomponen en ergedidl en fase gasYO  y se toma
en cuenta los términos de solvatacion polar y no pofa® y de entropia Y'Y a

temperatura prestablecidaT)
YO W YO YO YY'Y (3.33)

YO es la suma de la energiaefgaces quimicosingulos y torsionYO | las energias
de van der WaalsYO  y de Coulomb YO . @ Goiv SON términos de solvatacion

polar YO y no polar ¥'O
YO ¢ ¥ Yo YO YO YO YO "YYY (334)

El método MM/GBSA es eficiente y rapido para clasificar las afinidades de union de los
ligantes, ademadtiliza ligantes estructuralmente diversos.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA
4.1 Analisis conformacional

La busqueda conformacional del caespitgrealizd inicialmenteeon mecanica molecular
(MM) usandcel campo de fuerza MMFF94.11] a través dda utileriaGMMX [112] del
programa GaussView 615 [113]. En este primer paso se genera8@nconférmeros con
energias relativaBEO 6 kcalmol?. Posteriormentese realizé una optimizacion completa
para todos losonformere mediante calculos DFT con el funcional AP [77] y el
conjunto bas&-31+G(d) [L14], obteniéndose las estturas estables con energEO 4

kcal mol?,

A continuacion utilizandoel mismofuncional APFD con elconjunto bas&-311+G(2d,p)
[88] se realizdla optimizacidbn completa gl calculo de frecuencias vibracionales en las
estructuras estables con energidBO 2 k cla lLos oafculos de frecuencias
vibracionales serealizaron para poder obtener los correspondientesparametros
termoquimicos y asegurar estructurgge correspondieran &ainimos localesen la
superficie de energia potenciih frecuencias imaginarias reacada conférmeréni>0).
Los célculos se realizaron en fase gatomando en cuenta ldisolucion implicita y
explicita con los disolventesde agua, cloroformo, acetonitriio y DMSCOlodas las
optimizaciones, frecuencias vibracaes y céulos de funcién de onda se realizaron con

el programasaussian 161[15].

4.2. Anaisis poblacional

Serealiz6 el andlisis poblacional usando la ecuacién de la distribucion de BoltzZBal)n (
para determinael porcentaje de los conférmeros méas estables de caespitato en fase gas y

enlos diferentes disolventegagua, cloroformo, acetonitrilo y DMSO.

4.3. Solvataciéon implicita y explicita

Se considero el efecto del disolvente utilizando el modelgolvatacion implicit&MD
[91] para laevaluacion deas diferentesestructuraconformacionales y energéticas de los
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conférmeros mas establesppblados de caespitatbos calculos se llevaron a cabo con
disolventesde diferentes polaridaddsiferente constantdieléctrica, U como son agua
(U=781l dr of o r),maetorftriibc ¥ = 3y5DMBO( 469 [116].

Ademas se utilizé la metodologiaONIOM (QM:XTB2) [92] para simular el efecto
explicito del disolvente. EI modelo mubicala utilizado es QMOQM2, como primera capa
QM1 se utilizé el nivel de teoriawB97X-D3/Def2- TZVP [78, 117] adicionando en el
calculo el conjunto de bases auxiliares DeflA18] y Def2-TZVP/C [1159] sobre la
geometria déos conférmeros mas estables y poblados de caesjiiatla segunda capa
QM2, se empled un nivel semmpirico que utiliza ekfectode la dispersion XTB2 [20,

121] para simular las moléculas de cada uno de los disolveatps, cloroformo,

acetonitriloy DMSO. Para representar adecuadamente las interacciones-dishitente a

través del modelo de solvatacion expliggconstruyd una cajatibica de 3 30 x 30 A

con 31 moléculas de cada disolvente para rodear a la molécula de caegpéatio el
programaAutosolvate[122]. Los calculosisandoONIOM (QM:XTB2) se realizaron en el
programa ORCA 5.8 [123]. La visualizacion de los resultados se llevo a cabo utilizando

los programas GaussView 6.0L@ y ChemCraft 1.8 [24].

Seanalizaron &s diferencias geométricas entre los éonéros obtenidoscon disolvente
implicito y explicitomediantelos valoresde la raiz de lalesviacion cuadratica media
desviacion de la media cuadrati@@MSD, Root Mean Square Deviatiprutilizando el
programa VMD [25.

4.4. Andlisis de reactividad global

De los conférmerogle caespitatanas estables y pailos en cada fase, apalizaron los
indices dereactividad globatomo mtencial quimicot , electronegatividad? , dureza

s , blandura O e indice deelectrofilicidad ¢ a partir de las energias de los orbitales
frontera HOMO y LUMOmediante la teoria DFT conceptugliteorema de Koopmarysel
formalismo de KohfSham [®, 100, usando las ecuacioné€s17-3.21).Las isosuperficies
de los orbitales frontera HOMO y LUMO se graficaron con un isovaldr@e0* u.a.Las

isosuperficies de los potenciales electrostaticos moleculares (MEP) se graficaron con un
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isovalor de4.0x10* u.a.en un intervalo de3.0x10% e a.u? to 3.0x1(% e a.u3. Ambas

isosuperficies se graficaron el programa GaussView 6.01{3.

4.5. Andlisis QTAIM

Se realizo la caracterizacion de los puentes de hidrogeno intramoleculares de caespitato,
mediantelos parametros topoldgicos de la densidad empleando la Teoria Cuéntica de
Atomos en Moléculas (QTAIM]101]. Se analiz6 la densidad electronicd en los

puntos criticos de enlace (BCP), el Laplaciano de la densidddi , la energia cinética
Lagrangiana,Oi , la energia cinética Hamiltoniari® i) (ecuacién3.23, la densidad de
energia potencialw i , la energia de interacciéi ¢ (ecuacién3.24), la distancia
interatdmica,Dinter, €l &ngulo de valencidhinter, y l0s indices de deslocalizacion]. El

analisis QTAIM se realizé con el programa AIMAII 17.11.124].

4.6. Validacion de los modelos de disolvente mediasggectroscopia deMN

Los modelos de disolventinplicito y explicitose validaron mediante espectroscopia de
Resonancia Magnétidduclear (RMN)de*H y 13C. Los célculos de RMN se realizaron con
el método GIAO (Gauge Including Atomic Orbitals[127]. Se utilizdé la molécula de
tetrametilsilano(TMS) como referenciala cualse optimizéusana los mismosmodelos
implicito y explicito.Los célculos deespectroscopia de RMBE realizaron utilizando el

programa Gaussian 1615.

4.7. Acoplamiento molecular

Para los estudios de acoplamiento molecular, se utilizaron como ligasitesnférmeros
mas estabke y poblados en fase gasey los disolventegmplicitos agua, cloroformo,
acetonitrilo yDMSO. Las estructuras cristalinas de las enzimas InhA (PDB ID: 1BVR),
MabA (PDB ID: 1UZN), UGM (PDB ID: 4RPJ) y PanK (PDB IDBEW) fueronextraidas
de la base de datos Protein Data BEI#8]. En la preparacion de las cuatro proteiisas

eliminaron las moléculas de agua y residuos usamdloprogramaChimera [29].
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Posteriormentese uso eprogramaAutoDock Tools1.5.7(ADT) [107] para adicionar a la
proteina hidrogenos polares y cargas de Kollman, mientras que para los ligantes se
afadieron las cargas Gasteigersg detectarorios enlaces rotabled.os calculos de
acoplamiento molecular se realizaron con el programaDiagioVina 1.1.2[109], usando

el algoritmo genéticoLamarckano. En general, los parametrogl tamafo de la @& se
configuraroncon ADT. El tamafio de la caja se fijo en 30 x 30 x 30 A para todas las
enzimasexcepto para MabA, con tamafle 22 x 22 x 22 AlLa caja se encuenteentrada

en el liganteubicada en los sitios activos de las enzimas InhA, MabA, UGM y PankK, los
cuales se iddificaron previamente[51, 54, 130, 131]. Se realizaroncéalculos de
acoplamiento semiflexible (ligém libre y proteina rigida) yde acoplamientarigido
(proteina y ligante rigidos)a representacion grafica de los resultados de AutoDock Vina
del acoplamiento molecular en 3D y en 2Drealiz6 en el programdiscovery Studio
Visualizer[132].

Por otro lado,se utilizé el algoritmo de acoplamientdel médulo Glide del programa
Schrédingef108] para realizar los mismos calculosatmplamientsemiflexible y rigido
llevados a cabo con el programatdDock Vina. Las estructurage las enzimasinhA,
MabA, UGM y PanK, previamente limpigégemocién de moléculas de agua y residums

el programa Chimera PB]), se prepararonsando el asistente de preparacion de proteinas
Protein Preparation WizardEsta preparacion implida insercion de atomos de hidrogeno
faltantes un preprocesamiento de la estructura, giste de los 6rdenes de enlace del
cofactory las cargas formalgg por ultimo, se jecuta una minimizacion de la estructura de
la proteinaPor otro ladoalas geometrias de los ligantg®viamente optimizadas fase

gas yen disolucionimplicita, selesasignaron las cargas parcialeediante kvisualizador
Maestro 11.8 [23]. La caja se fij6 en el sitio activo de cagfazimacon un tamafio de 20 A

de forma predeterminad&sto se realiz6 con el méduReceptor Grid GeneratorSe
realizd un acoplamiento rigido y se seleccioné la mejor pose basandose en la puntuacion de
acoplamiento d&lide XP con el algoritmo sistematico [8 La representacion grafica de
los resultadoslel médulode Glide del acoplamiento molecular&dy en 2Dse realizé en

el programaDiscovery Stuw Visualizer [132]. Estos resultados saproximaron a los
obtenidos con acoplamiento rigidon AutoDock Ving tanto en las energias de afinidad
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como en las interaccionedservaday los cualesse utilizaronposteriormentepara los

calculos MM/GBSAcomo se describe en la seccion 4.9

4.8.Validacion de los calculage acoplamiento molecular.

La validacion de los calculate acoplamiento molecul@on las enzimas InhA, UGM y
PanKse realizéutilizando tanto AutoDock Vin§109] como Glide[108]. Esta validacion
se realiz6 mediantee-docking comparando los ligantes-castalizados de cada una de las
enzimas y las poses obtenidas del acoplamimalecular obteniendo valorese RMSD<

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

Para la enzima MabA la validaci&e realiz6 reproduciendios resultados de acoplamiento
molecularreportads en el estudioprevio [57], donde se usé el inhibidatinucleétido de
isonicotnico-acetil-nicotinamidaadenina como liganteextraido de la estructura cristalina
con el PBD ID: 1ZID.La validacion del acoplamiento molecular con la enzima MabA se
realiz6 utilizando el programa AutoDock Vina [109].

49. Estudio MM/GBSA

La metodologia MM/GBSA se aplicé sobre los resultados de acoplamiento molecular
rigido obtenidos corel moduloGlide implementadan el program&chrédingef108]. Se
calcularon las energias libres de unién ebmétodo hibriddIM/GBSA usando emddulo

Prime MM/GBSAimplementado en el progranschrdinger [L33]. Se uséel modelo de
solvatacion VSGR.0y el campo de fuerz@PLS3[134], que contiengparametros de van

der Waalsy cargas atdmicas, ademasrdalizarun ajuste de energia libre delvatacion

En la parte délexibilidad de la proteinae tomaron los parametros plafault

1 Solvaacion: La utileriaSolvation modgbermite elegir el modelo utilizado para solvatar
ala proteinaPor defaultel modeloque utilizaesVSGB, que es un modelo acugsara
estructuras proteicas de alta resoluciBresenta un modelo de disolvente implicito
optimizado, asi como correcciones paragosntesdehid r - ge n o, | as"yinterac

las interacciones hidrofébicas.
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1 Cargas parciales del ligarde entradaSe utilizen lascargas parciales de los ligantks
entrada en lugar del campo de fuerza.

1 Flexibilidad de la proteina: Este pasoogeionaly defineuna region dentro deierta
distancia del ligantpara la cual la estructura de la proteina se relajara en el céitulo
parametro podefaultesde 0.0A.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Andlisis conformacional y poblacioreal fase gas gon disolvente implicito

Seobtuvieron24 conformeros en fase gd&), 10 en agugA), 26 en cloroformo(C), 33

en acetronitrilofAc) y 34en DMSO(D)con ener g2 as [(lenelmieesdeO 2
teoria APFD/6311+G(2d,p) En la Tabla2 se muestraninicamentelas energias libres
relativas,qpG y los porcentajes de poblacién de los cinco @omércs mas estables de

caespitat en fase gas y edisolucion.

En fase gasla energia absoluta para el conférmero de menor energia G1- €41de89

u.a. en comparacion corl105.80 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
dispersién al utilizar el funcional APEDEN trabajos anteriores, se ha reportado la
importancia deincluir el efecto de la correlacion electronica y funciones difusas para
describir adecuadamente la formacion de los lid&s losmétodosB3LYP y MP2 Los
resultados obtenidos con HF, BALYP y MP2 mostraratnones geométricasmilares[29,
37,39-42].

Las Figuras9 a 13 muestra las estructuras moleculares optimizadas de loséooefcs
mas estables da moléculacaespitéo obtenidas en fase gésigura9), agua Figura10),

cloroformo figura 11), acetonitrilo(Figura 2) y DMSO (igura B).
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Tabla 2. Energia libre relativa g0 G, porcentaje depoblacion (%)y formacion de los IHBsde los

conformeros mas estables de caespitato calculados en elaitezriaAPFD/6-311+G(2d,p) en fase gas y en

disolucionimplicita usando el modelo SMD

Conférmero DG (kcal mol?) Population (%) Numerode 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 lery 2do 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
Ac2 0.6564 15.54 lery 2do IHB Extendida
Ac3 0.7535 14.94 lery 2do IHB Horquilla
Ac4 0.8559 14.34 lery 2doHB Extendida
Acb 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 2doHB Horquilla
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Gas

Figura 9. Estructuras moleculares de los conférmeros méas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6311+G(2d,p) en fase gas (&b).
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Al A2 A3

A4

Agua

Figura 10. Estructuras moleculares de los conférmeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6311+G(2d,p) ermgua(A1-A5) usando el modelo SMD
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C4 €5

Cloroformo

Figura 11. Estructuras moleculares de los conférmeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6311+G(2d,p) erloroformo(C1-C5) usando el modelo SMD

51



Acl Ac2 Ac3

AcS

Acetonitrilo

Figura 12. Estructuras moleculares de los conférmeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de
teoria APFD/6311+G(2d,p) ercetonitrilo(Acl-Ac5) usando el modelo SMD
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DMSO

Figura 13. Estructuras moleculares de los conférmeros mas estables de caespitato calculados en el nivel de

teoria APFD/6311+G(2d,p) elDMSO (D1-D5) usando el modelo SMD

El andlisis conformacional muestra que fasegas y cloroformo, los confdreros mas
establess1 (Figura9) y C1 (Figura 1) tienenconformaciones extendidas, mientga®,en
agua el conformercAl (Figural10), en acetonitrilg el conformercAcl (Figura ) y en
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DMSO, el conformeroD1 (Figura B) presentanconformaciones en horquilla. En las
estructurasanterioresse observan dos tipate IHB. El primer IHB se forma a través del

atomo de oxigensp’ del grupo acilo con los atomae H de los grupos hidroxilo Olén
posiciénorto, en este caso entre O15113 para GXFigura9), Al (Figural0), C1(Figura

11) y Acl (Figura R), y O15--H11 para D1(Figura B). El segunddHB se forma con el

atomo de oxigensp’ de la cadena preaitlay el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo

OH, en este caso O41H9 para G1(Figura9) y C1 (Figura 1), y O41.--H13 para D1

(Figura B). Se observa que las conformaciones extendidas G1 y C1, y la conformacién en
horquilla D1 conservan amboldB, mientras quél y Acl s6lo mantienen utB. Estas
conformaciones concuerdan con las geometrias mas estables previamente reportadas con

calculos HF etasfases gasagua, cloroformo y acetonitril@9).

En la Figura 8, se muestrapslcinco conférmeros de menor energia optimizados en fase
gas (G1G5) que mantienen ambosHB. El mismo comportamiento ocurre para los
conférmerosen cloroformo (CiC5)y DMSO (D1-D5) (ver Figuras 1y 13). Mientras que

los conformerosen acetonitrilo, sélo cuatro de cincoc®Acbh) conservan ambosiB (ver
Figura 12), y para los confineros en fasecaosa s6lo un confdmero de cinco A2)
conserva ambodiB (ver Figural(). Se observa que en gas la conformacion extendida es
la dominante, mientras en disolucion la conformacion de horquillage lpredomina

Estos resultados no siguen la misma tendencia reportada previandatbteraturg29],
donde se menciona que el numero de conférmeros de menor energia que tienen ambos IHB
disminuye a medida que aumenta la polaridad del medio, es decilis@ncion de
cloroformo y acetonitrildiay masconformaciones con dos IHB que en solucion acuasa,
cual sélo contiene unHB. La diferenciacon los resultados obtenidos en gsteyecto de
tesis se puedatribuir al usode unfuncional que incluye términos de dispersion como
APFD y un conjunto de basgie incluye funciones difusas y doblemente polarizadas como
6-311+G(2d,p) respecto aA G(d,p)utilizado en el estudiprevio[29], ambas mejoras en

el nivel de teoriadescrib@ adecuadamente Id$iB. Ademés el modelo de solvatacion
SMD empleadadtiliza un potencial electrostatico contiowue rodea la molécula ddgo,
siendo versatil ylexible, 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, ataxomparacion con ehlodelo PCM
utilizado en [29]

En general, las conformaciones generadaseste proyecto de investigaciéon los

métodos MM y DFT §6 confdrmerosc on e ner g2 a3) codcueddankconalds mo |
obtenidas en gasigua, cloroformo y acetonitril@zalculadascon el modelo PCMZ9], y
usandeel nivelde teorigHF/63 1 G( d, p) con en®rg2as O 10 kcal

Por otro lado, losesultados del andlisis de poblac{@abla 2)muestran que en fase gas el
conformero G1 es el mas poblado con porcentaje d4.60 %, ademasG2 y G3 estan
significativamente poblados con un.@3% y un 1988 %, respectivamente, por lo glos
conférmerogle menor energia representan ell686 de la poblacion totaEsta poblacidon
es menor quia reportada previamente de 7% para el corfrmero mas estable en gas, y
los siguientes codfmeroscon 18.® y 1.30 % [29]. Con respecto a los resultados en
disoluciénimplicita, enel caso deagua,Al es el mas poblado con 26 @)y lossiguientes
conformeros tienen poblaciod06% entre 10.7A7.19 %. En cloroformo, C1 es el
conférmerosmas poblado con un940 %, C2 tiene una poblacion significativa del782
%, mientras que GEB5 disminuye considerablemensel poblacioncon valores en el
intervalo de $8-6.37 %. En acetonitrilo, el codfmeroAcl es el mas poblado con un
20.25 %, y los siguientes cadrimnerosAc2-Ac5 tienen poblaciones similares enrgérvalo

de 1196-15.54 %. Por ultimo, en DMSO, D1 es el mas poblado con u228. Como se
puede observa2 tiene una poblacion similar a D1 con porcentaje d1.66 %. Las
siguientes conformaciones HX¥ tienen unvalor de poblaciérentre 709-13.10 %. En
general, con estos resultados se puede observar que la conformacion extendida, que
preserva ambosHBS, es la conformacién dominante en fase gas (G1) disslucion

implicitade cloroformo (C1)ver Tabla 2

5.2. Andlisis conformacional con disolvente explicito

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

(como puede ser moléculas déisolvente), resulta adecuado utilizar metodologias que
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combinen la parte cuantica (QM1) con otra parte basada en mecénica clasica (MM) o
bien con otra parte cuantica 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 seusaeste tipo de métodos, donde el operadamiltoniano esta constituido

por la suma de la contribucién del soli@o vy el disolventéO , mas el término de
acoplamiento solutdisolventeO , donde la energia totastaddada por la suma

de los tres término®© (6] O (6]

Las energias totales de los sistemas saligolventeexplicito se obtuvieron usando
como estructurade partida las estructuras mas estables egpitatooptimizadas en
fase gagFigura ¥) y en disolvente implicit¢Figura B). Lasgeometrias optimizadas
de los sistemas soluttisolvente obtenidas mediante la solvatacion explicita con el
método ONIOM WwB97X-D3/Def2TZVP:XTB2) se caracterizaronomo minimos a
través de una andlisis de frecuencias vibracionales 7). En laTabla 3 se comparan
las energias totales de los diferentes sistemas en el modelo de disekmidi¢o
contemplando 31 moléculas de cada uno de los disolventes.

Tabla 3. Energias tofas (en u.d.y energias relativas (en kcal mplde los sistemas calculados
mediante el método ONIOMVBI7X-D3/Def2-TZVP:XTB2) con disolvent@xplicito obtenidosa partir
de los conférmeros mas establesfase gas y en disolucion implicitaEn agua(AG1E/ALE), en
cloroformo CG1ELI1E), enacetonitriio AcG1E/AclE) y enDMSO DG1EDIE).

Disolvente Fase Ga3 Disolvente DE
explicito implicito®
AG1E/AlE -1270.265219 -1270.265739 -0.33
CG1E/C1E -1617.743739 -1617.751660 -4.97
AcG1E/AclE -1382.303840 -1382.307069 -2.03
DG1E/D1E -1566.503477 -1566.501234 +1.41

aGeometria ini@al en fase gag>1).
bGeometria inicial que corresponde sglometrisoptimizada en disolucién implicitan agua
(A1), encloroformo (C1)enacetonitrilo (Acl)y enDMSO (D1).
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Es bien sabido que existe cierta estabilidad cuando el soluto estad rodeado por varias
moléculas de disolvente, lo cual corresponde a la primera capalwdgacion[92].
Comose 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@as la conformacion en disolvente
implicito (a partir de A1, C1 y Acl)excepto para aquel que se encuentra rodeado de
las 31 moléculas de DMSQa partir de D1) Para el conformero mas poblado de
caespitatoen cloroformg C1E, la energia de estabilizacion (como aquella mas
negativa) es de4.97kcal mof!, mientras que para los conférmeros AMNELEy D1E

la energia destabilizacion fue de0.33,-2.03 y +1.41kcal mol?!, respectivamente.

Los resultadognuestran que las 31 moléculas de cloroformo proporcionan mayor
estabilidad a la conformacién del caespitdtocual tieneforma extendida tanto en
disolvente implicitqver C1 enFigura 1) como explicitolver CG1E y C1lEenFigures

14 y 15). Por otro lado, las 31 moléculas alguay acetonitrilofavorecen la forma de
horquilla sobre la extendidaer ALE y AclEen Figura b), caso contrario se presento

con el conférmero en DMSO donde la energia de estabilidad fue la maslafth (

kcal moft), indicando que el conférmero en forma extendiga DG1E en Figura4)

es preferentemente favorecida sobre la forma de horquillaDd&renFigura Bb) e
indicando por lo tanto que los conformeros de caespaat®MSO pueden existir
preferentemente enforma 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:1E> Epie > Eacie> Eaie.
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AcG1E DGIE

Figura 14. Estructuras de las geometriagtimizadas de los sistemas caespitiitmlvente explicito
usando elmétodo ONIOM WwB97X-D3/Def2- TZVP:XTB2) obtenidosa partir del conformero mas
estables efase gagG1). En ggua (AG1E)encloroformo (CG1E)enacetonitrilo (AcG1E) yenDMSO
(DGLE)
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AlE C1E

AclE DIE

Figura 15. Estructuras de las geometriagtimizadas de losistemas caespitattisolvente explicito
usando el método ONIOMMBO7X-D3/Def2- TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conférmeros mas
estables en disolucion implicitan agua (Al).en cloroformo (C1),en acetonitrilo (Acl) yen DMSO
(D1). En ggua (A1lE),encloroformo (C1E)genacetonitrilo (Ac1lE) yenDMSO (D1E).
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Para evaluael efectoque tiene la solvatacicexplicitasobre las conformaciones mas
pobladas en fase gas y en disolucion implicita del caesgtatanalizan algunos
pardmetros seleccionados tanto en los sistemas en disolucion implicita como en
disolucion explicitaLos resultados obtenidos usardisolvente implicito y disolvente
explicito con el métoddONIOM s muestranen la Tabla 4. La idea fundamental es
conocer 6mo son afectadotos pardmetros al ser considerado el disolvente explicito

sobre las geometrias obtenidas con los céalculos del disolvente implicito.

Tabla 4. Parametros seleccionadf@sstancias en A y angulos de enlace en gradedps conférmeros
mas estables de espitato calculadogn el nivel de teoria APFDA311+G(2d,p)con el modelode
solvatacion implicitaSMD y calculados corel método ONIOM WB97X-D3/Def2 TZVP:XTB2)
usando solvatacién explicitin agua(A1/A1E), en cloroformo (CIC1E), enacetonitrilo (Ac1/Ac1E) y
enDMSO (DYD1E).

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

Parametros Al C1 Acl D1
0O15---H13 1.501 1.493 1.483 Y
015---H11 Yo % 7 1.503
041---H9 5 1.813 Y Y
041---H13 Yo 7 Yo 1.868
015--H13- 012 153.17 153.44 154.00 7
015---H1x 010 7 % Yo 152.94
041:--H9- 08 L) 150.45 7 L)
041:--H13- 012 L) L) Y 142.44
015 C14 C6-C5 -10.60 -0.80 -0.45 179.11
C5 C4-C26-C29 -115.87 9557 -123.20 -71.74

Disolvente explicito
ONIOM (WB97X-D3/Def2TZVP:XTB2)

Parametros AlE ClE AclE D1E
015---H13 1.791 1.642 1.516 Yo
015---H11 Y &7 Yo 1.556
041---H9 Yo 1.810 Yo &7
041.--H13 Yo % % 1.928
015--H13- 012 141.43 147.72 152.85 %
0O15---H1: 010 % L) Y 150.47
041:--H9- 08 % 156.14 Y L)
041:--H13- 012 %) % Yo 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 generallos conformeros de caespitato conservan su conformacion similar a la
obtenida en disolventienplicito cuando se rodean de cada uno de los disolventes de
forma explicita. 8 puede observam ligero incremento en la longitud de enlacéode
puentes de hidrogenouna ligera disminucion eions angulos de valencia en disolvente
explicito. También en todos losonférmers en disolvente explicit@e observa una
variacion en elngulo diedro formado por los atom@45 C14 C6- C5, indicando

que el &tomo de 015 se encuentra fuera del plano del anillo de florogln@aajue

en los conférmeros en disolucion implicita cadengrenilica conserva en general su
posicion, dada por el angulo diedt® 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 disojvemi&rmeros AGLE,
CG1E, AcG1E y DGI1E, conservan la conformacion extendida de Gljatores de

RMSD de 0.19 a 0.79 A (ver Figur®)lcon la mayor variacion usando DMSO (ver
DGI1E en Figura @). Los conformero®\G1E, CG1E yAcG1E conservaambos IHBs

como en el conformero Gijientras que DG1Enicamente conserva el segundo IHB

(ver Figura ®).

Por otra parte, la variacion des conférmeros Al, C1, 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 conformerosAlE 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 A1, Acly D1
en FiguraslO, 12 y 13). El conférmero C1E conserva tmnformacion extendida y

ambos IHBs como en disolucion implicita (ver C1 en Figdda 1
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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. Comparacién de las estructuras optimizadas del conférmero mas estaide gag (G1) (color
rojo) rodeado de disolvente implicitBn agua (AG1E)gen cloroformo(CG1E),enacetonitrilo (AcG1E) yen
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 conformeros mas estables en disolvente
implicito en agua (Al),en cloroformo (C1),en acetonitrilo (Acl) yen DMSO (D1) (color rojo) con la
estructura correspondiente mas estable en disolvente exmftibgua (AL1E),en cloroformo (C1E),en

acetonitrilo (Ac1E) yenDMSO (D1E) (color azul).
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5.3. Andlisis de reactividad quimica global

Los valores de las energias de los orbitales frontera HOMO y LUMO, asi como los
descriptores de reactividaguimicaglobal potencial quimicod ) , el ectronegatiyv
dureza (d), bl andura (S) para éob coAfamekiox mas de el
estables en fase gas y disolucion se presentan en la Tabla 5os descriptores de
reactividad quimica globale evaluarodeacuerdo con el enfoquie DFT conceptual [9],
usandolas ecuaciones 3.13.21.Los valores de energia HOM€&stanen el intervalo de

-6.12 a-6.03 eV en fase gas, mientragie en disolucion esin en elintervalo- 6.26 a

-6.11 eV. Los conférmeros G4 y G5 tiengalores mayores de energia HOM@fase gas
mientras que en disolucidos valores mayores de HOMO corresponden a los conformeros

en cloroformo C3, C4 y C5 Estos valores estan relacionadosn la habilidad
electrodonadora, un valor mayor de HOMO indica que estos conférmerasurenmayor
comportamiento donador en comparacién a los derfBags conformeros presentan
conformacdn en forma de horquilla gonservarsus dodHB, ver Figura 9y 11. Por otro

lado, los valores de energia LUMEstanen el intervalo de 1.29 a- 1.24 eV en fase gas
mientras que en disolucion se encuentran en el intervald.6k a - 1.36eV. Los valores

de menor energia LUMO correspondea los conférmeres G1, G2 y G3 en fase gas
mientras que en disolucidos valores demenorde energidUMO corresponde a los
conférmers en aguaAl-A5. Los conférmerosG1l, G2 y G3tienen unaconformacion
extendida commbosiHBsS, mientras quéos conférmeros en agti@nen una conformacion

de horquilla con el primer IHBexcepto A2 que tiene ambos IHB®r Figura®y 10. Los

valores pequefioge energia LUMOindican una mayor afinidad electrénica mayor
capacidad electroatractorfan este sentidel disolvente tiene influencia en la capacidad
electrodonadora y electroatractora de los conférmeros de caespitatoonférmeros en
cloroformo presentan una mayor capacidad electrodonadora, observada en el valor de las
energias de los orbitales HOMO, mientras que los conférmeros en agusnextibmayor
afinidad electronicabservada en los valores de las energias de los orbitales LUMO. En
relacion con la polaridad de los disolventes, se observa que los conférmeros en los
disolventes menos polares como acetonitrilo, cloroformo y DMSO presentaron una mayor
capacidad electrodonadora, mientras que los conformeros en el disohespelar, como

el agua presenteon mayor afinidad electronica
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Por otro lado, et Tabla 6 sgresentaros valores de las energias de los orbitales HOMO
y LUMO, y de los descriptores de la reactividad quimica globdal las geometrias
optimizadas en los sistemas caespitatlisolvente explicitp obtenidos a partir del
conférmero mas estable en fase (fat) rodeadocon losdiferentesdisolventes AG1E,
CG1E, AcGlE y DGIE (ver Figuradly a partir de los conformeros mas estables en
disolucion implicitarodeados de moléculas del disolvente correspondi&ig, C1E,
AclE y DI1E (ver Figura8). Los valores dereergia HOMOa partir de Glestan en el
intervalo de-6.20 a-6.02 eV, mientras quids valoresa partir de los conféormeros en
disolucién implicitason similaresen el intervalode - 6.26 a - 6.16 eV.Los conférmeros
AcGlE y DGI1E y AclE y DI1E tienen valores mayores de energia HONM@licando
mayorhabilidad electrodonadoraos conformeroAcG1lE y DG1E(al igual que AGLE y
CG1E) conservan leonformacion extendidde G1 El sistemaAcG1E conserval primer

IHB comoel conférmerdG1, mientras que DG1E no conserva el primer JldiB embargo,
ambos conférmeros conservan el segundo INMB; Figura ®. Por otro lado,los
conférmerosAclE y D1E tienen conformacion en forma de horquilkclE conserva el
primer IHB y D1E conserva ambos IHBal igual que en los sistemas con disolvente
implicito, ver Figura ¥. Por otro lado, los valores de energia LUM@artir de Glestan

en el intervalo de 1.32 a- 0.82 eV, mientras ques valoresa partir de los conféormeros en
disolucion implicita se encuentran en el intervalo-d&0 a - 1.38 eV. Los valores de
menor energia LUMO corresponden a los conférmeros AG1E y ACGRRE y AclE,
indicardo una mayor capacidad electroatractd€abe resaltar que el orbital LUMO del
conférmero DG1E (G1 rodeado de DMSQO) es mayor respecto a los sistemas rodeados de
agua, cloroformo y acetonitriioLos conférmeros AGlEy AcGlE conservan la
conformaciérextendidade G1ly ambosiHBs como en disolventienplicito, ver Figura 8,
mientras qUALE y AclEtiene conformacioen formade horquillay conservan el primer
IHB, al igual que en disolvente impliciteer Figura 17. En general, se observa una
similitud en las energias del orbital HOMO tanto en disolvente implicito como explicito
Las diferenciagmas notorias se observan en agua y en DMSO con valores de energia
HOMO ligeramente mayores con disolvente explicRor otro lado, los valores de las
energiagel orbital LUMO en disolventamplicito tienden a semenoresen comparacion

con los valorescon disolventeexplicito, lo cual indica qudos sistemasn disolvente
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implicito tienden a mostrarnamayor capacidagara atraer electronedebido a que en los
sistemas rodeados con disolvente explicito se forman interacciomesalentes 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 edgables

caespitato calculados en el nivel de teoria APFRII/B++G(2d,p) en fase gas y @isolucion

Conférmero | HOMO LUMO € G d S ¥
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 -1.5995 -3.9287 3.9287 4.6584 0.2147 1.6566
A4 -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
ca -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 1.5201
Ac4 -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 1.5351
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DMSO

D1 -6.1542 -1.4199 -3.7870 3.7870 47343 0.2112  1.5147
D2 -6.1977 -1.4376 -3.8177 3.8177 47601 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 métod ONIOM (WB97X-D3/Def2 TZVP:XTB2) con disolvente explicito obtenidos a partir de los
conférmeros mas estables en fase gas y en disolucion impkeitagua (AGLlE/ALE), en cloroformo
(CG1E/C1E), acetonitrilo (AcG1E/Ac1E) y DMSO (DG1E/D1E).

Conférmero | HOMO LUMO € G d S ¥
Fase Ga3
AG1E -6.1838 -1.3170 -3.7504 3.7504 4.8668 0.2055 1.4451
CG1E -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
DG1E -6.0148 -0.8242 -3.4195 3.4195 5.1906 0.1927 1.1264

Disolvente implicitd®

AlE -6.2600 -1.5056 -3.8828 3.8828 4.7544 0.2103 1.5854
C1E -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 1.5171

a8Geometria inicial en fase gés1).
bGeometria inicial que corresponde a la geometria optimizada en disolucién imgtieigaa (A1),
encloroformo (C1),enacetonitrilo (Acl) yenDMSO (D1).

La Figura18 muestra la distribucion de los orbitales frontera de los conférmeros mas
estables en fase gas y en disolucion. Las isosuperficies se graficaron con un isovalor de
2.0x10% u.a. Se observa una distribucion similar de los orbitales HOMO en los
conférmeros G1 y C1, con mayor contribucion de los grupos OH en posit®y del

anillo aroméatico, 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 aromatico. 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 conférmeros Al y Acl se observan mayores contribuciones de los grupos

OH, el grupo acilo y del anillo aromatico.

La Figura ® muestra la distribucion de los orbitales fronterdaggeometrias optimizadas

en los sistemas caespitatlisolvente explicito obtenidos a rfia del conférmero mas
estableen fase ga$G1) rodeadocon losdiferentesdisolventes(ver Figura #), mientras

que en la Figurd9 se muestran las isosuperéis de los orbitales frontera de las geometrias
optimizadas a partir de los conformeros mas estables en disolvente implicito (ver Figura
15). En la Figura 9, se observa una distribuciosimilar de los orbitalesHOMO en los
conféormerosAG1E, CGlE y AcGlE. En estosonférmerosse observauna mayor
contribuciéon tanto del anillo aromético 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 Figura20, se observa una distribucion similar de los
orbitales HOMO en los conférmeros C1E y AclE, con mayor contribudéranillo
aromatico y los grupos OH, mientras que los orbitales HOMO de A1E y D1E muestran
adicionalmente contribuciones de la cadena preniEdéos orbitales LUMOde la Figura

19, se observa una distribucion similar en todos los conform{&@4E, CG1E, AcG1E y
DG1E)donde las mayores contribuciones son del anillo aromatico, de los sustituyentes OH
y del grupo acilo.En la Figura20, la distribucionde los orbitales LUMCen AlE, C1E y

D1E es similar, puekas contribuciones mayore® les atribuyena los grupos carbonilo,

OH y al anillo aromatico, y no se observa contribucion de la cadena premitégtaras en

AclE se observa menor contribucion de los grupos metilo unidps@ acilo.En general

se observa qukas distribuciones de lasrbitalesHOMO 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 calculagosel nivel de teoriAPFD/6-311+G(2d,p) en fase gasey dsolucion.En
fase gas (G1), en aguaXA 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)lade diferentes
geometrias optimizadas de los sistemas caesjitstdvente explicito usandel método ONIOM WB97X-
D3/Def2- TZVP:XTB2) obtenidos a partir del conférmero mas estable en faggdpsEn agua (AGL1E)en
cloroformo (CG1E)enacetonitrilo (AcG1E) yenDMSO (DG1E).
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HOMO LUMO HOMO LUMO

AclE D1E
Figura 20. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera (HOMO y LUMO)adediferentes
geometriasoptimizadas de los sistemas caespithnlvente explicito usando el método ONIOM
(WB97X-D3/Def2- TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conférmeros mas estables en disolucion
implicita: enagua (Al).en cloroformo (C1).enacetonitriio (Acl) yenDMSO (D1).Enagua (A1E)en
cloroformo (C1E)genacetonitrilo (Ac1E) yeynDMSO (D1E).

Con respecto a los valordslos descriptores de reactividad global, los valores mayores del
potencial quimicog son de logonférmere G4y G5 (e -3.63eV) en fasegasmientras

qgue en disolucién los conférmeros @aroformoC3, C4y C5 (e -3.73eV) tienen valores
ligeramentanayoresque el restoEstosvalores representanayor intercambiale densidad
electronicacon el entornoDe forma contraria, estos conféormeros tienen los valores de
menor electronegatividad, es decir, presentan menor resistencia a la pérdida de densidad

electronica Los conformerosGl, G2 y G3en fase gage 4.83 eV)exhibenun valor
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ligeramente mayor de durezagpresentada pod , mi gueten disdlucion los
conformeros C1, C¥ D2 (e 4.76 eV)tienen valores ligeramente mayores a los demas
conférmeros, lo que indica que estos conférmeros presentan mas resistencia a cambiar su
distribucion de densidadelectrénica. De manera contraria, los conférmeros G4 y G5
(0.2084eV) en fase gas tienen valores ligeramente mayores de blandura, S, y en disolucion
los conformeros en agua A5 (e 0.215eV) son ligeramente mas blandos que en los
demas disolvente$o cual indica que estos conformeros pueden modificar con facilidad su
densidad electronicalPor otro lado,los conférmere que presenta mayor indice de
electrofilicidad, ¥, en fase gas soG1-G3 (e 1.42 eV), mientras que en disolucién los
conformeros en agua AA5 (e 1.66 eV) presentan valores mayores a los demas
conférmerosjo cual indica que ess conformera tienenun comportamiento como mejor

electrdfilo.

En el caso de los sistemas con disolucion explitit®,valores mayores del potencial
quimico, € ,son de los conférmeros DG1lE3(42 eV) a partir de G1 y todos los
conférmeros a partir de las geometrias mas estables en disolucién imgdid&ta €V)
Todos estos conférmeros serdn mas susceptibleealambiode densidad electronican

el entorno De forma contraria, estos conformeros tienen los valores de menor
electronegatividadg ,es decir, presentan menor resistencia a la pérdida de densidad
electronicaRespecto a los valores de duredaos conférmers DG1E (5.19eV) y C1E

(4.76 eV)tienen los valores mayores, lo que indica que estosformeros presentan mas
resistencia a cambiar su distribucion electronica. De manera contraria, los conformeros
AGI1E, CG1lEy AcG1E € 0.20 eV) y ALE y AclE € 0.212eV) son ligeramente mas
blandos, qudos demasy pueden modificar comayor facilidad su densidad electronica.
Por otro ladolos conférmera que presentamayorindice de electrofilicidady, sonAG1E
(1.45eV), y ALE y AclE (.59 y 1.53 eV, respectivamenjelo cual indica que ess
conférmera tienenun mejorcomportamiento como electréfdcEn generalse observa que

los valoresde los indices de reactividaglobal en disolvente explicito son ligeramente

mayores a los del disolventaplicito.

La Figura2l muestra el mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) en fagegas

disolucién Las isosuperficiese graficaon con un isovalor de 4.0x¥u.a. en un intervalo
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de- 3.0x10? e u.a.® (regiones en color rojo) a 3.0x1@ u.a (regiones en color azul). Se
observa que la mayor densidad electronica se concentra sobre el atordel deupoi OH

en posicidrpara del anillo arométicy ligeramente sobre el atomo ded€ grupo acileen
los conférmeros Al y Aclmientras queen los conférmeros G1, C1 y D1, la mayor
densidadse concentra en el atomo de O del grupo acilo y los atomos de O tleslos
gruposi OH del anillo aromaticoLas zonas deficientes densidad electronicseobservan
enla regiénsobreel atomode Hdel grupoi OH en posiciérorto que no forma puentes de
hidrogenoen losconférmeros G1, Al, C¢ Acl, mientras que en D1 s#servasobre el
atomo deH del grupai OH en posiciorpara quetampocoforma puente daidrogenoOtra
zona de menor densidad electronicalesetilodel grupo éster de la cadena prenilada
todos los conférmerpgquese atribuyeal efectoinductivo 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 muestra los MEP para los sistemas en disoluciénplicita En
general, s@bserva qu@ara la mayoria de los conformert@ssmayor densidad electronica

se concentra sobe anillo aromaticoel &tomo de Qe los sustituyentdOH en posicion

orto y paradel anillo aromaticpsobre el atomo de @el grupo aciloy en el &tomo de O

del grupo éster de la cadena preniladalos conformeros AG1lE, CG1E, AcGlE, DGIE,
C1E y D1E, mientras que en los conférmeros A1E y AclE, la mayor dessidamhcentra

en el &tomo de @el grupo carbonilo y en el atomo de O del grégterde la cadena
prenilada.Las zonas deficientes dkensidad electrénicee observaren la regionsobrela
cadena prenilada para los conférmeros AG1lE, CGlE, AcGlE, DG1E, C1E y DI1E,
mientras que para A1E y AclE se obsesuhrelos grupos metilo yalgunosprotones del

anillo aromatico

En generalse observa pocasdiferenciasen la distribuciorde los MEPen los sistemas
empleanddisolucion implicitay explicita. En el primer caso, se aprecia una concentracion
dela densidacklectrénicaen el anillo aromatico y en los sustituyentes @et Figura 2),
mientras que, en el segundo cas@lsservauna disminucion de la densidakkctronicaen

estos grupqgdo cual se puede atribuir a la interaccion con las moléculas de disolvente que

las rodean (ver Figuray 23).
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Acl D1

Figura 21. Potencial Electrostatico Molecular (MEP) de losnférmeros mas estables de caespitato
calculadosen el nivel de teoridPFD/6-311+G(2d,p) en fase gasey dsolucién.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 (MER)e las geometrias optimizadas de los sistemas
caespitatedisolvente explicito usanda método ONIOM WwB97X-D3/Def2- TZVP:XTB2) obtenidos a partir
del conférmero mas estables en fase @&%. En agua (AG1E), en cloroformo (CG1E), en acetonitrilo

(AcG1lE) y en DMSO (DG1E).
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AclE D1E

Figura 23. Potencial Electrostatico Molecular (MEP) tis geometriagptimizadas de los sistemas
caespitatedisolvente explicito usando el método ONIOWBQ7X-D3/Def2 TZVP:XTB2) obtenidosa
partir de los conformeros mas estables en disolucién implaitagua (Al),en cloroformo (C1),en
acetonitrilo (Acl) yenDMSO (D1) En agua (A1E), en cloroformo (C1E), en acetonitrilo (AcC1E) y en
DMSO (D1E).
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5.4. Analisis QTAIM

Los puentes de hidrégeno intramoleculares (IHB) son especialmente releparaes
estudio demoléculas biolégicamente activas debido a sus funciones en el reconocimiento
molecular, la actividad anticancerigenasédectividad quimica y las interacciones entre la
molécula y su diana biolégica. La capacidad interesante de esta molécula para formar dos
IHBs ha sido estudda en trabajos anteriores3fl 136]. En nuestro caso, el primer IHB

esta formado por OBH13 u O1E H11. El segundo IHB esta formado por G449 u

O41E H13, ver Figure4. La Figura24 muestra los grafos moleculares de los conférmeros
mas establesen fase gas y en disoluciéhos puntos criticos de enlace (BCPs) estan
indicados en puntos de color verde y los puntos criticos de anillo (RCPs) en color purpura.
Enla Tabla 7semuestra los valores de la densidad electronita», el Laplacianale la
densidad electronica ” », la energia cinética Lagrangiaii@ », la densidad de energia
potencial @ », la energia cinética Hamiltonigri® », la energia de interaccipB ¢ y la
distancia interatdmigainter, €l angulo de valencid\inter, Y l0s indices de deslocalizacion

DI, de los BPCs correspondientes a ambos IHRBss valores de densidad electronica,

" », de los puntos criticos de enlace (BCPllg/los puntos criticos de anillo (RCP)

muestran la formacién de enlacescovalentes @ H y la formacion de anillos estables en

todos los conférmero€l primer IHB corresponde al BCP OEH13 para G1, Al, Cly
Acl,yal BCP OlEHllparaDlcor al ores de J(r) en el interv
mientras que el segundo IHBrresponde al BCP OEH9 de los conférmeros GLC1, y

al BCP O4E H13 paraD1 convaloresd e  fdg 0.0p6 a 0.030 u,andicando que el

primer IHB es mas fuerte que el segundos valorespositivos det ” » en los BCPs

confirman la existencia de enlacesauvalentes de tipo puente de hidrogelébiles o de

fuerza mediaexhibiendo una disminucion local de la densidad electronica & 1)

[137]. Ademas el signo positivo del parametrdO » indica que no haysuficiente
acumulacionde densidad deargasobreel puente de hidrogenpara considerarse como

enlacede puente de hidrégeno fuertdsi, el signo positivo déO » indica que la
acumulacion de densidad de carga sobre el enlace de hidrégeno tiene un efecto
desestabilizate [13]. EI parametro’O » se interpreta como una consecuencia de la
acumulacion de densidad de carga en teracion del BCP [19. Los enlaces de puente

de hidrégeno débiles o de fuerza media muestran valores positivos’ de y O »
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[140]. Los valores denergia de interacciofo g , para el primer IHBse encuentraanel
intervalo de 28.43 a 30.4kcal mol', siendo el conformero Acl el de mayor magnitud.
Para el segundo IHB de los conformeros G1, C1 y D1, los vadstéaeen el intervalo de

6.62 a7.72 kcalmol?, siendo C1 el conformero de mayor valor. Cabe mencionar, que los
valoresde % g del primer IHB sorclaramentenayores 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 hidrégeno indica que los puentes de
hidrogeno fuertes tienen una energia det@%cal mott y los puentes de hidrogeno de
fuerza media o moderada tienen energia -d& %cal mott [141]. De acuerdocon esta
clasificacion el primer IHB es un puente de hidrégeno fuerte y el segundo es un puente de
hidrogeno de fuerza mediRor otra parte, los indices de deslocalizacién, DI, tienen valores
< 1.0 correspondientes a interaccionesavalentepara ambos IHB4.os DI para el BCP

de los enlaces covalent@d2 H13 yO10 H11 tienen valores dg 1.0 u.a, indicando que
estosenlaces tienen una fuerza deun enlace sencilloy que los atomos H13 y H11
contribuyenen menor extensioa la formacion del puente de hidrégeno con Olas
distanciagle enlacale ambos puentes de hidrégedié H, Diner @ 1.50 y 1.80A, indican

que podria tratarse de enlaces fuertem embargo, los angulos de valencia®E H no

son optimosAintere 142.5156.0 °)para la formacion de puentes de hidrogeno fuertes, los
cuales deben tener un valor cercano a 1882]. Con respecto a( rehlos RCP, los
valores del primer IHB de todos los conférmeros son simjlaresin intervalo de 0.02B9
0.0243 u.a.mientras qudos valores de ( re)n RER del segundo IHBonde 0.0079
0.0091 u.a.mostrandoque las estructuras de anillo formadas pgousinte de hidrégeno
O1% H13 u O1FE H11 estabilizan a la estructura en el mismo orden a cioso
conférmeros, mientras que el anillo &% conféormeros Gl C1 con la formacién de
O41EH9, y D1 con la formacionO41E H13 no contribuye significativamentea la
estabilizacion del sistemdambién se observan otras interaccionesavalentes de tipo
electrostatico, poejemplo,la interaccion formada entre los atomos de hidrogeno del grupo
metilo del grupo acilo y el atomo de oxigenoldsgrupcs OH enposicidonorto que no

forma elprimerIHB y algunas otras interacciones en la cadena prenlad&igura 2.
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Para el caso de los sistemas caespdeolvente explicitoobtenidos a péir del
conférmero mas estabém fase gafG1) rodeado con los diferentes disolventes (ver Figura
13) y a partir de los conférmeros més estables en disolvente implicito (ver Fajusa 1
observa en la Tabla 8 que halores de densidad electronitap, para elprimer IHB que
corresponde al BCP OEFH13 para AGIE, CGIE, AcGI1E, AlE, CI1E y AclE u
O15 H11 paraD1E estaren el intervalo de 03B a 0.076 u.a.Cabedestacar que el primer
IHB no se conserva en ebnformeroDG1E (ver Figura 3). El segundo IHB corresponde
al BCP O4E H9 paraAGI1E, CGIE, AcG1E, DGIE, C1E u O41E H13 paraD1E con
val ores deaf@Yu)a (verd-iguda. 28)Estos valores indicague el primer
IHB es mas fuerte que el segundd igual que en disolucion implicita, logalores
positivos den ” » y 'O » en los BCPindican la presencia de enlaces-oovalentes
(débiles o de fuerza medif}40]. Los valores deenergia de interaccioiQ ¢ , para el
primer IHB se encuentraren el intervalo del0.61 a 27.29 kcal mof!, siendo los
conférmeres AG1Ey AclElosde mayor magnitud. Para el segundo JiHi3 valores estan
en el intervalo de 31 a 765 kcal mot!, siendo CG1E/ C1Elos conférmers de mayor
valor. De forma similar dos valores d® ¢ de solvatacion implicitepara el primer IHB
sonmayoresa los del segundo IHB, lo quedica un mayoefecto estabilizadadel primer
IHB en comparacién con el seguném cuanto dos valores dédl, se observa quson<

1.0, indicando que correspondenirderacciones naovalentesAdemas los DI paralos
enlaces covalentes O213 y O10H11 tienen valoresle e 1.0 u.a.,correspondientes a
enlacs sencillcs, indicando qudos atomos H13 y H11 tienemntribucionesnenoesen la
formacion delos puents de hidrégeno con Ol15.as distancias de enlace de los dos
puentes de hidrégenoEH, Diner e 1.52'y 1.90A, y los angulos de valencia-E H,
estan en el intervalo d&ner € 141.7-156.7°. Estos parametros, al igual que disolucion
implicita no sondeales para la formacion de puentes de hidrégeno fuertes. Ademas, en el
caso detonformeroDG1E, la distancia de enlace del primer puente de hidrogErté €

de 2.74 A, y el angulo de valencia ®E H es de 109.59°, lo que indica que el puente de
hidrégeno no se conserva en este casaliferencia del conformero G1 en disolucion
implicita. En cuanto & » en los RCP, los valores del primarentede hidrégeno (IHB)

en todos los conformeros seimilaresen elintervalode 0.20-0.023u.a, mientras que

para elsegundo IHB varian entre 0.00810M8 u.a. Esto indica que las estructuras de
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anillo formadas por el puente de hidrogeno BHA3 u O41E H13 estabilizan el sistema

en todos los conformeros, excepto en DAd. otro ladola formacion del anilldormado

por el puente de hidréger®41E H9 u O41E H13 no contribuye significativamente a la
estabilizacion del sistemAdemas, se pueden apreciar otras interacciones no covalentes de
naturaleza electrostéatica, como la interaccion entre los &tomos de hidrogeno presentes en el
grupo metilo del grupo acilo y los atomos de oxigeno en posixiorde los grupos OH,

gque no participan en la formacién del primer enlace de hidroggrmlgunas otras
interacciones en la cadena prenilada, como se muestra Eiguass 25 y 26. De manera
general,las energias de interaccid¥, ¢ , de los sistemas caespitatisolventeexplicito

son menores (10.687.30 kcal mot para el primer IHB y 5.28.55 kcal mot para el
segundo IHB) respecto a las obtenidas con disolvente impl28t@330.37 kcal mot?

para el primer IHB y6.627.72kcal mot! para el segundo IHB), lo cual se puede explicar
debido a las interacciones-novalentes entre las moléculas de disolvente que rodean a la

molécula de caespitato en los sistemas AL1E, C1E, AclE y D1E.

Tabla 7. Parametros topoldgicos &), E+_v (kcal mol?), distancias interatomicas (R, A) y angulos de
enlace (Awer, °) de los confrmerosmas estables de caesptaialculadosen el nivel de teori®APFD/6-
311+G(2d,p) en fase gaseydisolucionimplicita. En fase gas (G1), en agual{/\en cloroformo (C1), en
acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).

BCP r() Bx() G V() H()  Ew»v  Dier  Aimter DI RCP

Gl

O15E H13 [ 0.0792 0.1694 0.0666 -0.0908 0.1574 28.49 1.50190 152.76 0.1542 0.0241
O41EH9 | 0.0289 0.1195 0.0269 -0.0240 0.0509 7.53 1.81314 155.80 0.0693 0.0091

Al

O15EH13 | 0.0789 0.1700 0.0665 -0.0906 0.1571 28.43 1.50109 153.17 0.1528 0.0239

C1

O15E H13 | 0.0813 0.1701 0.0682 -0.0939 0.1621 29.46 1.49256 153.44 0.1579 0.0242
O41EH9 | 0.0294 0.1205 0.0274 -0.0246 0.0520 7.72  1.81260 150.45 0.0698 0.0082

Acl

O15E H13 [ 0.0833 0.1701 0.0698 -0.0971 0.1669 30.47 1.48306 154.00 0.1605 0.0243

D1

O15E H11 | 0.0793 0.1704 0.0668 -0.0910 0.1580 28.54 1.50269 152.94 0.1555 0.0240
O41E 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 @), E+_v (kcal mol?), distancias interatémicas ¢, A) y angulos de

enlace (Awer, °) de las geometrias optimizadas de los sistemas caespitativente explicito usando el
método ONIOM WwB97X-D3/Def2 TZVP:XTB2) obtenidos a partir del conformero mas estable en fase gas

(G1) y de los sistemas caespitatlisolvente exficito usando el

método ONIOM wB97X-

D3/Def2 TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conformeros mas estables en disolucion implicagua
(AG1E/ALE), en cloroformo (CG1E/C1E), acetonitrilo (AcG1E/AclE) y DMSO (DG1E/D1E).

Fase Ga3
BCP r(r) P () G(r) V(r) H(r) Et» v Dinter  Ainter DI RCP

AG1E

O15E H13 | 0.0759 0.1742 0.0651 -0.0866 0.1517 27.17 1.517 151.82 0.1468 0.0239

O41EH9 | 0.0226 0.0993 0.0211 -0.0174 0.0385 545 1.925 139.23 0.0535 0.0058
CG1E

O15E H13 | 0.0554 0.1542 0.0475 -0.0565 0.1040 17.73 1.639 148.38 0.1194 0.0220

O41EH9 | 0.0283 0.1193 0.0266 -0.0235 0.0501 7.373 1.840 141.71 0.0666 0.0051
AcG1E

O15EH13 | 0.0672 0.1678 0.0578 -0.0736 0.1314 23.092 1.564 150.94 0.1359 0.0232
O41EH9 | 0.0254 0.1090 0.0237 -0.0201 0.0474 6.306 1.857 156.73 0.0622 0.0087

DG1E

O1EH13 | - - - - - -~ 2741 10959  -- -
O41EH9 | 0.0257 0.1104 0.0241 -0.0206 0.0447 6.463 1.867 144.68 0.0607 0.0065

Disolvente implicito®

BCP r (r) P (r) G(r) V(r) H(I’) En» v Dinter Alinter DI RCP

AlE

O15EH13 | 0.0379 0.1299 0.0331 -0.0338 0.0669 10.605 1.516 152.84 0.0839 0.0198

ClE

O15E H13 | 0.0550 0.1561 0.0476 -0.0562 0.1038 17.633 1.642 147.71 0.1178 0.0221
O41EH9 | 0.0293 0.1197 0.0271 -0.0244 0.0515 7.655 1.809 156.13 0.0712 0.0098

AclE

O15EH13 | 0.0762 0.1731 0.0651 -0.0870 0.1521 27.296 1.516 152.84 0.1480 0.0238

D1E

O15EH11 | 0.0689 0.1688 0.0591 -0.0760 0.1351 23.845 1.556 150.46 0.1398 0.0231
O41EH13 | 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. Grafosmoleculares de los conférmeros mas estables de caespitato calewaosvel de teoria
APFD/6-311+G(2d,p) en fase gasen deoluciéon.En fase gas (G1), en agual(jfAen cloroformo (C1), en
acetonitrilo (Acl) y en DMSO (D1).
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AcGI1E DGIE

Figura 25. Grafos moleculares de los conférmeros mas establies deometrias optimizadas de los sistemas
caespitatadisolvente explicito usando el método ONIOWBO7X-D3/Def2 TZVP:XTB2) obtenidos a partir
del conférmero mas estables en fase @%. En agua (AG1E), en cloroformo (CG1E), en acetonitrilo

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

Figura 26. Grafos moleculares das geometrias optimizadas de los sistemas caesgisativente explicito
usando el método ONIOMWBI7X-D3/Def2 TZVP:XTB2) obtenidos a partir de los conférmeros mas
estables en disolucion implicitan agua (Al),en cloroformo (C1),en acetonitrilo (Acl) yen 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 désdlvente mediante espectros@pPMN

Para validados resultadogsle las estructura de losconformercs mas estables debespitdo
considerandel disolvente implicito y explicito, se realizartos calculos de los espectros
de RMN detH y 13C y se compararon con los espectros experimentales en cloro6mo |
Los despl azami ent ¥sy 3¢ ued mpncse obtuvietbdi utilizarelo
tetrametilsilano (TMS) como referenci®ara validar el nivel de teoria utilizado y
confirmar que los desplazamientos quimicos corresponden a la conformacion extendida de
caespitat en fase gas (G1) gn cloroformo utilizandolos modelos implicito y explicito
(C1l y C1E) = lleva a cabo una correlaci@ntre los valores calculadog los datos
experimentaleseportados en cloroformo [26Las Tablas9 y 10 muestran los valores
experi mept alcad c{dl ayd orse c(aticaq del desplazamiehitd quimico
de los espectros de RMN dE y 1°C, respectivamentd. 0 SV aral@SE €SEMAandn
mediante una ecuacion de regresion lineal simple, 1 -®7a, con pendienten

y ordenada al origeh [143. Para asignar lodesplazamientos quimicge utilizoel nivel
de teoriaAPFD/6-311+G(2d,p) en fasgasy en disolucion implicita y explicitde acuerdo

conla Figura27.

Figura 27. Estructuranumerada deaespitato paréa asignacién déos desplazamientos quimic¢s) de
RMN de!H y *C.

Los c8lculos del despl azéaneroextantdido de cagsptiac o ( U)
(G1, Cl1l y C1E) se llevaron a cabo para validar la metodologia utilizada en este trabajo y
verificar que la conformacion extendida del caespites la mas estableeportada

experimentalmente?p]. Los valores déas Tablas9 y 10 muestran un&uenacorrelacion
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entre los valores experimentales, los calculados vy rémsmlculados.Se obtuvieron
coeficientes de correlacion’Rn el intervalo de .9753 a (995 paralH y de 09986 a
0.9991 B°C. En la Tabla9, paralos U de H algunos valoresalculados en fase gas
sobreestimarios datos experimentalesin embargo, considerando el disolvente implicito
varios valoresnejorany finalmente,considerand@l disolvente explicito la mayoria de los
valoresconcuerdarcon los datos experimentalés laTablal0, se observa una tendencia
similar paralos Ui de'®C. En fasegasalgunos valoregstansobreestimados respecto a los
valoresexperimentales, pero considerando el disolvente implicito los resuttsgjosany

finalmenteconsiderando el disolventem@icito se obtienda mejorcorrelacion

Tabla 9. Desplazamientos quimicale RMN de'H experi ment al es, calcul ados
respecto al TMS del conformero més estable del caespitato calcetadd nivel de teoriaAPFD/6-

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

Experimental Fase Gas Disolvente implicito Disolvente explicito
Asignacién Uexp. Ucalc. Urecalc.? Ucalc. URrecalc.? Ucalc. Urecalc.®
3H,d, GH-C; 1.17 1.092 1520 0.906 1.014 1.111 1.202
3H,d, GH- C; 1.17 1.209 1.614 1.075 1.183 1.124 1.216
3H,s =Cs- Cs 1.73 1.782 2.077 1.722 1.836 1.637 1.731
3H,s, CO- Cs 2.12 2169 2391 1934 2.049 2.038 2.133
2H, brd, G- C; 3.40 3.760 3.678  3.339 3.464 3.309 3.410
1H, septup) CGH 3.96 3.899 3.790 3.606 3.733 3.853 3.956
2H,s, H-Cg 4.79 4875 4580 4.803 4.938 4.507 4.613
1H, brt, H- Co 5.49 5,506 5.090 5.957 6.101 5.292 5.401
1H,s, H- Cio 5.98 5913 5419 5.705 5.847 6.014 6.126
2H, bs on H Oy3; H- Oy 7.90 7583 6.770 7.442 7.596 7.782 7.902
1H,bs on H Os3 12.90 16.128 13.682 12.658 12.848 12,778 12.918
2 ——Mm  mxuo
ol 878; 2 T@OwWwUL P
9 8—8 n2 T8O W W L
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Tabla 10. Desplazamientos quimicae RMN de®Ce x per i ment al es, calculados y re
respecto al TMS del confdrerosmas estable del caesgiib calculadoen elnivel de teoria APFD/6-311+G

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

Experimental Fase Gas Disolvente implicito Disolvente explicito
Asignacic')n Uexp Ucalc. Urecalc? Ucalc Urecalc? Ucalc URrecalc®
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- Cr 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- C3 39.60 43.799 41.800 40.653 39.920 42.830 40.843
Hz- Cs 64.80 66.789 64.021 64.508 63.330 65.386 62.718
H- Cio 95.70 96.263 92.509 95.194 93.444 96.499 92.893
Cus 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
0oC=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
8 —m mwde
B E;—8;2 T8O W W G
9 é—s n2 T80 W W.U P

5.6. Acoplamiento moleculaen AutoDock Vina

Los resultados del acoplamiento semiflexible pasaenzimadnhA, MabA, UGM y PanK
conlos ligantesmas establede caespitaten fase gas (G1) y en disolucién (Al, C1, Acly
D1) no simularon los datos experimentaldsbido a que se perdié la conformacion del
ligantey, en colsecuencia, también la de los IHfue son muy importantes para mostrar la
actividad biologica descritd.os resultados del acoplamiento semiflexible se presentan en
el Anexo A.En cambio, los resultados del acoplamiento rigido mostraron mejores energias
de afinidad, se consemzm ambos IHB y se observaron interacciones con los aminoacidos
esenciales con cada blanco terapéuticoontinuaciénse muestran los resultados usando

acoplamiento rigido
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5.6.1. Acoplamientarigido con la enzima InhA

Enla Tablally en la Figura &, en los complejotnhA-G1r, InhA-Alr, InhA-C1r, InhA-

Aclr e InhA-D1r, las etiquetasGl, Al, C1 Acl y D1 se refierena los conférmeros
optimizados mas estables en cada jalseletra r se refiere al acoplamiento rigiéara los
complejos con la enzima |IhhA, lagergias de afinidad sétieneren el intervalo de7.0 a

- 7.8 kcal mot, con el mejor valor para el complejo InH@dr (- 7.8 kcal mot?), sin
embargo, no se observan interacciones relevantes con los aminoacidos importantes de la
enzima InhA para este complejover Tabla 11. En la Figura B se observan las
interaccioneslel acoplamiento rigido de los complejos con la enzima.lEmAel complejo
InhA-G1r, el ligante presenta una interaccion de puente de hidrégeno con la cadena lateral
del residuo Met98. El residuo Met98 es importdi#l], ya que pertenece al sitio activo
previamente identificado 8D]. En los complejos InhAAclr e InhAD1r se observa la
interaccion de puente de hidrégeno con el residuo Arg43. La cadena lateral del residuo
Arg43 constituye un bolsillo nobservado de la enzinja45]. En InhAD1r, se observia
interaccion de puente de hidrégeno con el residuo Alal198. El residuo Alal98 es importante
ya que pertenece al bucle de unién al sustrato que se encuentra en el sitid actbién

se observa una interaccion de puente de hidrégeno con el cofactor NAD en los complejos
INnhA-G1r, InhAAlr e InhAAclr, sin embargo, en InhALr no seobservarinteracciones
fuertes con ningin aminoacido del sitio activo al igual que en el acoplamiento semiflexible.
Las interacciones con el cofactor NAlanindicios de la afinidad del ligante por unirse al

sitio con el cofactor, el cual esta involucrado efatenacorresistencia a la isoniazida

En general, como se observa en la Tdlidlan todos los complejos con la enzima InhA las
energias de afinidad del acoplamiento rigido son mejoras7(Geai 7.8 kcal mott) que en

el caso del acoplamiento semiflexible {de7 a1 6.5 kcal mot).
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Tabla 11. Energias de afinidad (kcal m9le interacciones principaledel acoplamiento moleculaigido en
AutoDock Vinade los conférmeros mas estables de caespitattase gas y en disoluci@on la enzima
InhA.

. . Energia de S . . -
Medio Complejo afinidad Aminoacidos Tipo de interaccion
Met98 Puente de hidrégeno
Fase gas INnhA-G1r -7.1 Pheal * _alquilo
NAD1301 Puente de hidrégeno
Agua InhA-Alr -7.0 NAD1301 Puente de hidrégeno
Cloroformo InhA-C1r -7.8 Y% Y
Arg43 Puente de hidrégeno
Acetonitrilo InhA-Aclr -7.3 NAD1301 Puente de hidrégeno
Arg43 Puente de hidrégeno
DMSO InhA-D1r 7.1 lle16 _-alquilo
Phe4l “-alquilo
Alal198 Puente de hidrégeno
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Figura 28. Representacion gréafien 3D y 2Ddel acoplamiento molecular rigiden AutoDock Vinade los
complejes de la enzim#hA con los conférmeros mas estables de caesm@tatdsitio activa (a) InhAG1r,
(b) InhA-Alr, (c) InhAC1r, (d) InhA-Aclry (e) InhAD1r.
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5.6.2 Acoplamientaigido con la enzima MabA

Las energias de afinidad sbtienenen el intervalo dg 7.4 a1 8.4 kcal mol! para los
complejosconla enzimaMabA. El complejo MabAC1r muestrauna mejor energia de3.4

kcal mol?, sin embargpa pesar devalor de energia de afinidad obtenido, este complejo no
presenta interacciones relevantes con los aminoécidos impodaresnzima MabAver
Tablal2. En la Figura ® se observa la interaccion con el residuo Tyrl53 en los complejos
MabA-G1r y MabAD1r via puente de hidrégenmientras queen MabAAlr y MabA-

Aclr existe una interaccion desfavorable aceptare pt or y unda, i nter a
respectivamente. El residuo Tyrl53 pertenece a la triada catalitica y juega un papel
importante en la catalisis acitb@se de la enzima MabA. Los complejos MabZ y
MabA-C1r muestraninteraccion via puente de hidrogeno con el cofactor NBfas
interaccionessefalan laafinidad entre el ligate caespitato y el cofactor, gderma un

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

En general, los datos reportados en la TaBlandican queentodos los complejos con la
enzima MabA las energias de afinidad del acoplamiento rigiddigenamentemejores
(17.4 a18.4 kcal mott) que en el caso del acoplamiento semiflexibieQ a1 7.3 kcal

mol?Y).
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Tabla 12. Energias de afinidad (kcal m9le interacciones principales del acoplamiento molecigato en

AutoDock Vinade losconférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucién con la enzima

MabA.
. . Energia de L . . -
Medio Complejo afinidad Aminoacidos Tipo de interaccion
Tyrl53 Puente de hidrégenc
Gly139 Enlace GH
- lle27 Alquilo
Fase gas MabA-G1r 17.5 Pro183 Alquilo
Ser92 Desfavorable
donadofrdonador
lle186 Alquilo
Desfavorable
Tyrl53 aceptoraceptor
Agua MabA-Alr 17.7
NAP1249 Puente de hidrégenc
Cloroformo MabA-C1r 18.4 NAP1249 Puente de hidrégenc
Acetonitrilo MabA-Aclr 17.8 Tyrl53 -0
Tyrl53 Puente de hidrégenc
DMSO MabA-D1r 17.4 Ser140 van der Waals
Met190 Alguilo
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(e

Figura 29. Representacion grafien 3D y 2Ddel acoplamiento molecular rigidm AutoDock Vinade los
compleja de la enzimdabA con los conformeros mas estables de caesptat@lsitio activa (a) MabA
G1r, (b) MabAAlr, (c) MabAC1r, (d) MabAAclry (e) MabAD1r.
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5.6.3 Acoplamientaigido con la enzimaJGM

Lasenergias de afinidad de los complejos con la enzima Y&®hcuentraen el intervalo
de17.4 a19.9 kcal mol*, siendo el complejo UGMNC1r mejor en valor de energia de
afinidadcont 9.9kcal motf?, ver Tablal3. Enla Figura30se observan las interaccioroke
acoplamiento rigidale los complejos con la enzima UGI8e observan las siguientes
interacciones con el residuo Arg180: en el complejo UGM muestra una interaccion via
puente ddn i d r - glanador, UGMALr muestra la interaccion de puente de hidrégeno e
interaccion desfavorable donaewnador, UGMC1r muestra una interaccion puente de
hidrogenoy UGMAc 1r muestra | as i nter acaelqunEls de
residuo Argl80 juega un papel esencial en la catalisis de [I36]. Con el residuo
Tyr366 se observan las siguientes interacciones: con el complejoc®IBMe observa la

i nt er aatgeilo, eMUGMCL1r se observa la interaccion desfavorable aceyueptor

y en UGM-Alr y UGM-D1r se observan interaccionesle puente de hidrégeno

convencionalEl aminoacidoryr366esta implicadoeh a est abi | i zfastato- n d el

del sustrato UDP. Por otro lado, en los complejos UGM, UGM-C1r y UGM-D1r se
observan i Alt ecroanc ceéilonesf act or FADC1r tantbhiérm§ s
muestrauna interaccionvia puente de hidrégeno con el cofactor FAEsta interaccion
favorable indica que el ligante tiene afinidad por el cofat@renzima UGM necesita de
FAD reducido paraatalizar la interconversion reversible de Ugdactopiranosa (UDP
Galp) y UDRgalactofuranosa (UDBalf).

En general, los datos reportados en la TaBJandican quesntodos los complejode la
enzimaUGM, las energias de afinidad del acoplamiento rigido son mejode3 &1 9.9
kcal mott) que en el caso del acoplamiento semiflexib® T ar 8.9 kcal molt), excepto

en los complejos UGMc1r y UGM-D1r coni 7.4 yi 8.4 kcal mof, respectivamente
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Tabla 13. Energias de afinidad (kcal m9le interacciones principales del acoplamiento molecidédo en
AutoDock Vinade los conférmeros méasstables de caespitato en fase gas y en disoluciéon con la enzima
UGM.

Medio Complejo En(_arg|a de Aminoacidos Tipo de interaccion
afinidad
Puente de hidrogenc
Arg180 " - donador
Asnl77 Puente de hidrégenc
FAD401 “-a
Fase gas UGM-G1r 193 Leuls1 “-alquilo
Tyr382 “-alquilo
Tyr366 “-alquilo
Puente de hidrégenc
y desfavorable
Arg180 donadordonador
Tyr366 Puente de hidrégenc
Agua UGM-Alr 19.6
Arg180 Puente de hidrégenc
Tyr366 Desfavorable aceptor
aceptor
Puente de hidrégenc
Cloroformo UGM-C1r 719.9 FAD401 y -0
Puente de hidrégenc
Arg180 y -alquilo
Acetonitrilo UGM-Aclr 174 Tyr366 Puente de hidrégenc
Tyrl61
Leul81 “-alquilo
B Tyrl9l “-alquilo
DMSO UGM-D1r 18.4 . )
Phel192 -alquilo
Arg180 van der Waals
FAD401 -0
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Figura 30. Representacion gréafien 3D y 2Ddel acoplamiento moleculafgido en AutoDock Vinade los
complejes de la enzim&GM con los conférmeros mas estables de caesptatelsitio activa (a) UGM-

G1r, (b) UGM-ALr, () UGM-CL1r, (d) UGM-Aclry (e) UGM-D1r.
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5.6.4 Acoplamientaigido con la enzim@anK

Las energias de afinidad de los complejos con la enzima Ban&n valores similaresn

el intervalo der 8.8 a19.0 kcal mol?, ver Tablal4. En la Figura3l se observan las
interaccioneslel acoplamiento rigidde los complejos con la enzirRanK Enel complejo

PankG1r se observa la interaccidénalquilo con el residuoPhe254 mientras que el

complejo PankKD1r muestrauna interaccion de van der Waalsambién se observa la
interaccion via puente de hidrégeno con el residuo Tyr257 en -8anK Ambos
aminoacidos, Phe254y Tyr257, forman parte del recubrimiento de un tunel preformado en

el sitio activo de la enzima que no interviene en la union del sustrato de la coenzima A.
Tambi ®n se observeaeniaei et eamcoo8aoai do -Tyr 182
G1r, PankKAlr y PankAclr, mientras que los complejos Pa@lr y PankD1r muestran

i nteracciones de puente de hi dr -dgnadoroconc o nv e n c
Tyrl82, respectivamente. El amino&cido Tyrl82 constituye el tinel preformado en el sitio
activo de la enzimaPor otra parte, se observa una interaccion desfavorable aceptor
aceptor una de puente de hidrégeno convencional d e -dlquilp enlo$ complejos

PankcAlr, PankC1lry PankD1r, respectivamentaon el residuo Tyr235El complejo

PankC 1 r tambi ®1 presenta wuna i n-dorada coniel- n de
residuo Asn27/mientras que el complejo PaiiKLr muestrainteraccion de van der Waals

con este aminoacid@mbos residuos, Tyr235 y Asn277, son importantes ya que su cadena
lateral de estos residuos recubre el tunel preformado (superficie mayormente hidrofébica)

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

En general, los datos reportados en la TaBlindican queentodos los complejode la
enzimaPanK las energias de afinidad del acoplamiento rigiolo mejoresi@.8 a1 9.0

kcal molt) que en el caso del acoplamiento semiflexible( a1 7.3 kcal mot?).
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Tabla 14. Energias de afinidad (kcal m9le interacciones principales del acoplamiento molecidgdo en
AutoDock Vinade los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con la enzima
PanK.

. . Energia de S . . -
Medio Complejo afinidad Aminoécidos Tipo de interaccién
Phe254 “-alquilo
Tyrl82 o
B Tyr257 Puente de hidrégeno
Fase gas Pank-G1r 19.0 Phe247 “-alquilo
lle272 “-alquilo
Met242 Alquilo
Desfavorable aceptor
Tyr235 aceptor
Agua Pank-Alr 18.8
Tyrl82 -
Puente de hidrogeno
Asn277 “-donador
PankC1r Tyr235 Puente de hidrégeno
Cloroformo 19.0 Tyrl82 Puente de hidrogeno
Acetonitrilo PankAclr 18.9 Tyrl82 =
Tyrl82 Puente ddiidrogeno y
“-donador
Lysl174 Puente de hidrogeno
Phe254 van der Waals
DMSO Pank-D1r 19.0 Tyr235 “-alquilo
Phe239 “-alquilo
Phe247 “-alquilo
le276 “-alquilo
Asn277 van der Waals
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Figura 31. Representacion gréafien 3D y 2Ddel acoplamiento moleculafgido en AutoDock Vinade los
compleja de la enzim®anKcon los conformeros mas estables de caesptatisitio activa (a) PankG1,
(b) PankA1, (c) PankC1, (d) PanKAcl y (e) PanKD1.
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5.7. Acoplamientamolecularen Glide

En esh secciorse presentan los resultados de los célculos de acoplamiento rigido (proteina
y ligante rigidosye los conférmeros mas estables de caesmtatase gas y en disolucion

con las enzima InhA, MabA, PanK y UGMrealizados con ehdduloGlide implementado

en el program&chrodingerLos resultados del acoplamiento semiflexible se detallan en el
Anexo B. Estos resultados mostraron que los complejos formados por UGM y PanK con
todoslos conférmeros tienen las mejores energias de afinldaglcomplejos formados por
InhA presentaron interadr desfavorablecon Thrl96, aminoacido clavga que esta
implicado en el proceso de fijacidlel cofactor NAD en el sitio activoedesta enzimé&s
relevante destacar que todosligantesadoptaria misma conformacién, sin importar si las
estructuras de entragaesentanliversas configuraciones, ya sea extendida u horqudk.
complejos con la enzima Inhéonservarel primer IHB y los complejos con la enzima
PanK conservarel segundo IHB, mentras 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 funcién de puntuaciéon de Gli{decking scorgy las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la BrizAm&e
observaque los complejos con la enzima InhA tienen un valaldatking scorade1 4.70 a

1 5.94kcal mol!, siendo elcomplejo INnhAC1r el de mejordocking scoe (1 5.94kcal mot

1. A diferencia de los resultados obtenidos en AutoDock Vina, en Glide si se observaron
i nteracci ones d-alquilo@an losl @aninoatMmsa Phel}9lyrls8 de la
triada catalitica para el complejo IM@4dLr. En la Figura32 se muestran los diagramab

y 2D de interacciordel acoplamiento rigidde los complejogon la enzima InhA Los
complejos INhAG1lr e InhAAclr muestran interaccion de van der Waals con el
aminoacido Alal198, mientras que Ink®dr, INhA-Clre InhADlIrmue st ran FFnteracc
alquilo con este mismo residu&n AutoDock Vina, elcomplejo InhAD1r presento
interaccion de puente de hidrégeno con AlaBI8aminoacido Alal98 esta involucrado en

la estabilizacion de intermediarios y pertenece al bucle de unién al s{BB@torambién

se observa la interaccion de van der Waals con Met199 en los compleje8IngAnhA-
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C1r. EIl residuo Met199 es responsable de la union del sustrato al sitio de Loson.
complejos INhA-Alr y InhA-Clr muestraninteraccionesde van der Waalson el
aminoacidoTyrl58 Por otro lado, el complejo Inh&1r tambiénmuestra interaccion-
alquilo con el aminoacido Phel48mbos residugsPhel49 y Tyrd8, forman parte de la
triada catalitica (Phel49, Tyrl58 y Lys165) de la enzima [&aB8]. Ademas,Tyr158 esta
involucrado en la interaccion de InhA y su sustrato natdrainbién, se observa la
interacciénde van der Waals cofhr196 en el complejo InhAC1r. El residuoThr196
ayuda a fijar al cofactor NAD en el sitiactivo de InhA.Finalmente,se observa una
interaccion de puente de hidrogeno con el cofactor NAD en los complejosGhha
InhA-D1r, ademas en Inh®1r se observa una interaccidralquilo con este cofactor,
mientras que en los complejohAAlr y InhA-Clr seobservarinteraccionesle van der
Waals con NAD. Elcofactor NAD esta involucrado en la farcoaresistencia a la

isoniazida.

Respecto atlocking rigido en AutoDock Via, éstepresentanejor energia de afinidad que

el docking scorale Glide Las interacciones encontradas con el progré@iige involucran
interacciones de van der Waals yalquilo con los aminoacidos de la triada catalitica
(Phel49 yTyrl58) en los complejos InhAAlr e InhA-C1r, mientras que en AutoDock

Vina no seobservarinteracciones con los aminoécidos de la triada catalRmaotro lado,

en Glide se encuentran interacciones débiles con Alal198, Met199 y Thr196 de tipo van der
Waals y” -alquilo, mientras quen AutoDock Vina sebservannteracciones dpuente de

hidrégeno con amino&cidos importantes de la enzonao Met98, Alal98 y Arg43
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Tabla 15. Docking scorgkcal mot?) e interacciones principales del acoplamiento molecigiato en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fasegdsglucion con la enzima InhA

Medio Complejo Docking score Aminoacidos Tipo de interaccién
Ala198 van der Waals
Fase gas InhA-G1r 15.48 NAD1301 Puente de hidrégeno
Ala198 “-alquilo
Agua InhA-Alr 14.70 Met199 van der Waals
Tyrl58 van der Waals
NAD1301 van der Waals
Tyrl58 van der Waals
Alal198 "“-alquilo
Cloroformo InhA-C1r 15.94 Phel49 “-alquilo
Thr196 van der Waals
Met199 van der Waals
NAD1301 van der Waals
Alal198 van der Waals
Acetonitrilo InhA-Aclr 14.70 NAD1301 van der Waals
Alal198 “-aquilo
DMSO InhA-D1r 14.82 NAD1301 Puente de -h

alquilo
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Figura 32. Representacion gréfica &D y 2D del acoplamiento molecular rigidm Glidede los complejos
de la enzima Inh/&on los conférmeros més estables de caespitatostioehctiva (a) INhAGLr, (b) InhA-
Alr, (c) InhAC1r, (d) InhA-Aclry (e) InhAD1r.

123



5.7.2. Acoplamiento rigido con la enzima MabA

En la Tablal6 se reporta la funcion de puntuacion de Glidecking scorg y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la &fedirAa

El complejo MabAG1r es el que tiene el mejoalor dedocking scoralei 5.78 kcal mol?,
respecto a los demas complejos con valores eAtBY a1 5.71kcal mot!. En la Figurad3,

se muestran los diagram3b y 2D de interaccion de los complejognla enzima MabA.

Se observan las interacciones con el aminoacido Tyrl53 en los complejosGdabA
MabA-C1lr y MabAAclr de tipo van der Waals, adicionalmente el complejo MARBA
muestra interacciones de puente de hidrégeno y desfavorable ddpaddor con este
residuo. Por otra parte, el complejo MaBAL r mu e st r a-alquilo com MyaldX i - n
Todos los complejos en Glidauestraninteraccion en su mayoria de van der Waals con
Tyrl53, adiferencia de los resultados de AutoDock Vina dondebservannteracciones

de puente de hidrégeno con Tyrl&8los complejoson G y D1r. El aminoé&cido Tyr153

es importante por el rol central en la catalisis abidse de la enzimgpl]. Todos Is
complejospresentamna interacciometipo van der Waalgon el residuo Ser140, mientras
que el complejo MabM1lr presenta interaccion de puente de hidrégeno con este mismo
residuo.En el complejo MabAG1r se observa una interaccion de van der Waals con el
aminoécido Lys157.Finalmente, MabA-G1r, MabAC1lr y MabAAclr muestran
interaccion via van der Waals con el cofactor NAP, mientras que MdbAnuestra una
interaccion via puente de hidréogeno con el cofadodiferencia de los resultados en
AutoDock Vina, dondelos complejos MabAAlr y MabA-C1lr muestraninteraccionevia
puente de hidrégenmn NAP. La interaccidon con el cofactor es importante pues forma un

aducto covalente con la isoniazi@®)].

Respeto al dockingrigido en AutoDockVina, la energia de afinidagls mejorque los
valoresde docking score de Glide De losresultadosen Glidese observajue todoslos
complejosmuestraninteraccioneslébilesde tipo van der Waals o-alquilo con al menos

dos aminoacidos de la triada catalitf¢grl53, Serl40 y Lys157e la enzima MabAy
solamente el complejo MabAlr presenta una interaccion de puente de hidrégeno con
Serl40 Esto contrasta con los resultados en AutoDock Vina, dond®bservan
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interaccionesle puente de hidrégemon un solo aminoacido de esta triéfgrl53) en los
complejos MabAG1r y MabA-D1r.

Tabla 16. Docking scorgkcal mot!) e interacciones principales del acoplamiento molecigisto en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fasegdsglucion con la enzimislabA.

Medio Complejo Docking score Aminoacidos  Tipo de interaccion
Tyrl53 van der Waals
Fase gas MabA-G1r 15.78 Ser140 van der Waals
Lys157 van deWaals
NAP1249 van der Waals
Tyrl53 Puente de hidrégenc
y desfavorable
donadordonador
Ser140 Puente de hidrégenc
Agua MabA-Alr 14.87 NAP1249 Puente de hidrégenc
Tyrl53 van der Waals
Ser140 van detWaals
Cloroformo MabA-C1r 15.51 NAP1249 van der Waals
Tyrl53 van der Waals
Acetonitrilo MabA-Aclr 15.58 Ser140 van der Waals
NAP1249 van der Waals
Ser140 van der Waals
DMSO MabA-D1r 15.71
Tyrl53 "-alquilo
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Figura 33. Representacion gréafica &D y 2D del acoplamiento molecular rigidm Glidede los complejos
de la enzimavlabA con los conférmeros mas estables de caespitato siticelctiva (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 Tablal7 se reporta la funcion de puntuacion de Glidecking scorg y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato@wintaaUGM. El
complejo UGMCL1r tieneel mejorvalor de docking scoralei 5.79kcal mot?, al igual que

en los resultados de AutoDock Virlzos demascomplejos formados con la enzima UGM
tienen valores ddocking scoreen el intervalo dé4.10ai 5.65kcal moft. En la Figura34,

se muestran los diagramaB y 2D de interaccion de los complejosn la enzima UGM

Los resultadognuestranuna variedad de interacciones &aos los complejos con el
aminoécido Arg180. En el caso de UGBAr y UGM-D1r, seobservan interacciones via

van der Waals. Por otro lado, en los complejos UGM y UGM-Aclr, se destacan las
interacciones de puente de hidrégenb igual que en AutoDock Vina esl complejo
UGM-C1r. El complejo UGMALr muestra una interaccidde puente de hidrégeno y
desfavorable donadatonador con el mismo residuo, lo cual se asertaj®iéna los
resultados de AutoDock Vin&l residuoArg180participa en la catalisis de UGNor otro

lado, entodos los complejoscon UGM tambiénse observaninteracciones con el
aminoéacido Tyr366El complejoUGM-GL1r presenta interaccionese api | -andgent o
t i padquilo. EnUGMD1r se observan interaccdlqulnes de p
En UGM-C1lr y UGM-Aclr se observan interacciones de van der Waals ¢l easo de
UGM-ALlr se establecen interacciones mediante puente de hidrogefyr8a, al igual

gueen AutoDock VinaEl aminoacidolyr36e s cr uci al para | a estabi
fosfato del sustrato UDFPor otro lado, en los complejdsGM-C1lr y UGM-Aclr se
observa interaccions “-alquilo con el cofactor FAD a diferencia de AutoDock Vina
donde las interacciones con FAD son del fipben los complejos UGMG1, UGM-C1ry
UGM-D1r, y adicionalmente de tipo puente de hidrégeno en L3y

Respecto al docking rigido en AutoDock Vina, la energia de afinidad es mejor que la de
docking scorede Glide. Con respecto a las interaccionen, Glide se observan
interacciones de puente de hidrégeno con Argl88mente en los complejasGM-Clry
UGM-Aclr, mientras queen AutoDock Vina, los complejo§GM-G1r, UGM-Cl1r y
UGM-Aclr muestrannteraccionesle puente de hidrégenBor otro ladocon relacion al
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residuo Tyr366, sebservarinteracciones de puente de hidrégeno en los complejos-UGM
Alr y UGM-D1r tantoen Glidecomoen AutoDock Vina.

Tabla 17. Docking scorgkcal mot?) e interacciones principales del acoplamiento molecidédo en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fasegdsglucion con la enzimdGM.

Medio Complejo Docking score Aminoacidos  Tipo de interaccién
Arg180 van der Waals
B Tyr366 Apil amien
Fase gas UGM-G1r 15.65 “-alquilo

Arg180 Puente de hidrégeno
desfavorable donador

donador
Agua UGM-A1r 14.10 Tyr366 Puente de hidrégenc
Arg180 Puente de hidrégeno
Cloroformo UGM-C1r 15.79 Tyr366 van der Waals
FAD401 “-alquilo
Arg180 Puente de hidrégeno
Tyr366 van der Waals
Acetonitrilo UGM-Aclr 15.37
FAD401 " -alquilo
Arg180 van der Waals
Puente de hidrégeno
DMSO UGM-D1r 15.61 Tyr366 " -alquilo
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Figura 34. Representacion gréfica &D y 2D del acoplamiento molecular rigigm Glidede los complejos
de la enzimdJGM con los conférmeros méas estables de caespitato siticelactiva (a) UGM-G1r, (b)
UGM-Alr, (¢) UGM-C1r, (d) UGM-Aclry (e) UGM-D1r.
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5.7.4. Acoplamiento rigido con la enzima PanK

En la Tabla 8 se reporta la funcion de puntuacion de Glidecking scorg y las
interacciones principales del acoplamiento molecular de caespitato con la BPank&l
complejo PankA1r tiene unmejor valor dedocking scorede1 8.07 kcal mol! respecto a

los valores da 6.29 a 17.19 kcal mol* de los demas complejo&n la Figura35, se
muestran los diagram& y 2D de interaccion de los complejos de la enzitaaK Los
resultadognuestramue en los complejos ParB&lr, PankAlr y PankAcl seestablecen
interacciones de tipo van der Waals con el aminoacido Phe254, mientras que en los
complejos PankC1lr y PanKD1r se observaninteraccionesde tipo "-" . De maner a
adicional, el complejo PanK1lrmuestrau na i nt er a ealguilo con edtemismb p o
residuo.En AutoDock Vina tamlgin se observaimteracciones de tipo van der Waals$-y

alquilo en algunos complejos con Pankos complejos PariG1lr y PankC1r muestran

una interacciévia puente de hidrogenmon el residuo Tyr257mientras quéos complejos
ParK-Alr, PankAclr y PankD1lr muestran interacciones de van der Waals este
aminoéacido En contraste con los resultados de AutoDock Vidaendesolo el complejo
PankG1r presentauna interacciorde puente de hidrégeno con este residu@ cadena

lateral de estos aminoacidos, Phe254 y Tyr257, recubren el tanel preformado del sitio
activo que interviene en la union del sustrato de la coenziniRoRotro ladotodos los
complejos, excepto en el caso de P&, muestranuna interaccionde puente de
hidrogeno con Tyrl82. Ademas, el complejo UEBMIrmuestrau na i nt er aeci - n de
alquilo con este residud diferencia de lo observado en AutoDock Vidandesolamente

enlos complejos PanC1r y Pank-D1r se observainteraccionevia puente de hidrégeno
coneste residucEl aminoacido Tyrl82orma parte de un tanel preformado del sitio activo
delaenzimaL a i nt er a c-alquilomron él@mirtoacipmTyr235 grmaen todos

los complejos evaluadan Glide En contrastegon los resultados d&utoDock Vina,en
donde se observauna interaccion viguente de hidrégenanicamenteen el complejo
Pank-C1r. Por otro ladose observauna interaccidén de tipo van der Waals con el residuo
Asn277 ertodoslos complejosexcepb en PanKC1r donde no se obserirgeraccion con
Asn277 Mientras queen AutoDock Vinasolo el complejo PanKC1r exhibeinteraccon

de puente de hidrégeny el complejo PankD1r de tipo van der Waalson Asn277 Los

residuos Tyr235 y Asn277 estan involucrados en la unién de pantotenato y fosfotenato
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[68]. Adicionalmente el complejo PanKC1r muestra unanteraccionvia enlace €H con

Arg238. El residuoArg238 sirve comoconector entre el pantotenato fosforilade\ATP
[147].

Respecto aldocking rigido en AutoDock Vha, la energia de afinidads mejor en
comparaciorcon eldockingscore de Glide En relacion coras interacciones conyr257,
en Glide se observalnteraccionessia puentede hidrogendanto en PanKz1r como en
Pank-C1r, a comparacion de los resultados de AutoDock Vina donde ssvalesta
interaccion Unicamenten el complejo ParkG1r. En relacion conTyrl82, se observan
interaccionesvia de puente de hidréogeno en todos los complejos excepto en@®anK
mientras queen AutoDock Vina erse observa Unicamente efos complejos PardClr y
Pank-D1r.Con respecto a los residuos Tyr235 y Asn2i/ se observaimteraccionegor
puente de hidrogenen ninguno de los complejos evaluadosentras que eAutoDock
Vina seidentificaninteracciones via puente de hidrégeno en el complejo €dmiCon

ambos residuos.
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Tabla 18. Docking scorgkcal mot?) e interacciones principales del acoplamiento molecigidto en Glide

de los conférmeros mas estables de caespitato en fasegdsglucion con la enzimBank.

Medio Complejo Docking score Aminoacidos  Tipo de interaccién
Phe254 van der Waals
Tyr257 Puente de hidrégenc
Tyr235 “-alquilo
Fase gas PankG1r 17.19 Tyr182 Puente de hidrogenc
Asn277 van der Waals
Phe254 vander Waals
Tyr257 van der Waals
Agua PankAlr 16.29 Tyr235 "-alquilo
Tyrl82 Puente de hidrégenc
Asn277 van der Waals
Phe254 “-alquiloy -~
Tyr257 Puente de hidrégenc
Arg238 Enlace GH
Cloroformo PankC1r 18.07 Tyr235 “-alquilo
Phe254 van der Waals
Tyr257 van der Waals
Acetonitrilo Pank-Aclr 16.96 Tyr235 " -alquilo
Tyrl82 Puente de hidrégenc
Asn277 van der Waals
Phe254 -
Tyr257 van der Waals
B Tyr235 "-alquilo
DMSO PankD1r 16.97 Tyr182 Puente de hidrégenc
y -alquilo
Asn277 van der Waals
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Figura 35. Representacion grafica &D y 2D del acoplamiento molecular rigiéa Glidede los complejos
de la enzim@anKcon los conformeros mas estables de caespitatosttivedctiva (a) PankG1r, (b) Pank

Alr, (c) PankC1r, (d) Pank-Aclry (e) PankD1r.
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Cabe mencionar questes resultadoson similaresa los obtenidos en el acoplamiento
rigido con AutoDock Vina(ver Seccion B), tanto erla tendencia observada deeaergia
de afinidad como en las interacciones encontratas. resultados del acoplamiento
molecular obtenidos en Glide de esta seccion se utilizaron peétcelo de MM/GBSA,

cuyos resultados se presentan en la seccgdn 5.

5.8. Validacion de los calculos de acoplamiento molecular

Con el propésito de validar los célculos de acoplamiento molecular, se llevo a aabo un
dockingde los blancos InhA& UGM junto con los sustratdeans-2-hexadecenib-(n-acetl-
cisteamim)-tioéster (THT) y uridi-5-difodate (UDP), respectivamente, mientras que en
el caso de PanK se realiz6 ue-docking utilizando el inhibidor N-[1-(5-{[2-(4-
fluorofenox)etil]sulfanil}-4-[ (4-fluorofenil)metil]-4H-1,2,4triazol 3-il)etil] -2-(trifluorome
tibenzamida(ZvVW).

A continuacion, se presentan los resultadosrelelockingmolecular para los complejos
INhA-THT, UGM-UDP y PankZVW. En cuanto alre-docking rigido, las energias de
afinidad obtenidas con AutoDock Vina son superiores en todos los casos en comparacion
con Glide (Tabla 9). Al analizar los valores de RMSD, se observa que tanto en AutoDock
Vina como en Glide, todos los valores son inferiores B, 20 que indica una mayor
similitud con la conformacion inicial de cada uno de los ligantes. No obstante, se destaca
gue en AutoDock Vina existena mayor similitud con los conférmeros de los ligantes de
referencia en comparacién con los obtenidos en Glide. En cuante-didcking
semiflexible, es importante sefialar que en comparacion con AutoDock Vina, Glide alcanz6
una energia libre de unién superior para KIHAT y ligeramente mayor para UGMDP.

En cambio, en el caso de PadKW, la energia de afinidad fue ligeramente mayor en
AutoDock Vina. Segun los resultados obtenidos mediante la metodologia MM/GBSA, los
valores sn mas favorables en el acoplamiento siexible parainhA-THT y UGM-UDP,

(Tabla ®). Sin embargo, en el caso del complejo Pa@WRV, la energia de union resultd
superior en el acoplamiento rigido en comparacion con los resultados obtenidos en el
acoplamiento senflexible. Al analizar los valores de R8D, seobservaque para InhA

THT y UGM-UDP, AutoDock Vina muestra resultados mas favorables en comparacion con
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Glide (Tabla B). No obstante, en el caso de PafikW, 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 IneRRHT y PankZVW superan los B, indicando la falta de

similitud con las conformaciones iniciales.

Por otro lado, los valores obtenidos deldockingse compararon con los obtenidos del
acoplamiento rigido y semiflexible del ligante caespitato y las 4 enzimas propGestes.
conclusion, se observé gea 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 ligargigatags

gue mantiene los dos IHB y que se optime&d DMSO, destacando su relevancia debido a
su aplicacion en ensayos biologicos. En el complejo 1DAA el valor de afinidad de
unién (Tabla 11) fue inferior en mas de dos kcal*hablcomplejo sustrattnhA (1 9.5 kcall

mol?) (Tabla B), contrariamente a lo esperadarg mostrar actividad inhibitorid®ara la
enzima MabA, el valor de la puntuaciéndteckingobservado para el complejo MatibALr
(Tabla 12), al igual que para el complejo IrDAr, fue inferior en mas de dos kcal Mall
inhibidor de control de MabA (isonicotiraci-NADH), cuyo valor de puntuacion fue de
19.5 kcal mot* [57]. Para la UGM, el valor de la energia de afinidad para el complejo
UGM-D1r fue menor en mas de seis de kcal @abla B) con respecto al complejo
sustrateUGM comun {13.6 kcal mott). Para la enzima PankK, el valor de afinidad del
complejo PankD1r fue menor en cinco kcal mb(Tabla 13) al inthidor ZVW. Para los
valores dedockingsemiflexible tanto en AutoDock Vina y en Glide los valores no fueron
mejores en comparacion a los obtenidos con el sustrato y los inhibidores.

Para & validaciondel acoplamiento molecular cda enzima MabA se reprodujeron los
valores de energia de afnidad ©@6.5 kcal mof con el inhibidor dinucledtido de
isonicotiniceacetiknicotinamidaadenina como ligant@PDB ID: 1ZID), ademas también

se identificaron las interacciones reportadas [57] de los aminoacidos Gly22, Asn24, Arg47,
Gly90, Asn88, lle27, 1lel86, Lys157, Thrl96 que pertenecen al sitio de unién de dicha

enzima
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Tabla 19. Energias libres de unién (kcal mply RMSD (A) de las simulaciones dae-dockingde InhA,

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

Complejo Rigido RMSD Semiflexible RMSD
Enzima-ligante (kcal mol?) A (kcal mol?) A
A G M A G A G M A G
INhA-THT 195 132 156.09| 0.74 0.76 | 151 180 193.51| 5.05 7.27

MabA-Inhibidor
UGM-UDP 113.6 110.2 165.44| 0.13 0.67 |110.3 1111 173.23| 0.40 1.4
PankZVW 1141 17.4 183.90| 0.34 0.43 | 187 181 174.84| 6.83 4.89

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

5.9. Estudio MM/GBSA

El método Prime MM/GBSA148] se utilizépara mejorar los valores de puntuacién de los
calculos de acoplamiemtmolecularobtenidos erel modulo Glide. A continuacién,se
presentan los resultados del acoplamiento rjgaocuales presentaron mejsrvalores de
energia dafinidad y mejores interaccionds los complejos de las proteinas InhA, MabA,
PanK y UGM conlos ligantes més estableptimizads en fase gas (G1), agua (Al),
cloroformo (C1), acetonitrilo (Acl) y DMSO (D1).

En la Tabla20 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 disclocdm,
MM/GBSA-gpGenlace = Complejoi Receptor i Ligantge MM/GBSA-giG-enlace
(Coulomb)= Complejoi Receptoii LiganteenunidadeCoulomh MM/GBS A oG enl
(NS) = Complejoi Receptor (del complejo optimizadd) Ligante (del complejo
optimizado) = MMGB S A @G TeTerlsiGncdel Receptar Tension del Ligantey
finalmente MM/GBSA-giG-enlace(NS) (Coulomb), el cual se refiere dMM/GB S A G
enlace (NSen unidade€oulomb NS significa no deformacion; esta energia no considera

los cambios conformacionales necesarios para la formacion del complejo.

Como se observa en la Tal#t§, los complejos de la enzima InhA que presentaron las
mejores energias de enlapg&sson InhAA1y InhA-Acl. Para los complejos con la enzima
MabA, MabA-C1 present6 mejor energia de enlge&deT 54.29 kcal mol* respecto a los
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demas complejosPor otro lado, los complejos UGM1, UGMC1l y UGMD1
presentaron las mejores energias de enkicelmente,de los resultados de la enzima
PankK, el complejajue presentanejor energia de enlacp Ges PankG1 de159.59 kcal

mol?, seguido de Pan®1, PankC1 y PankA1l, con energias muy similares quarian

en menos de-2 kcal mol! respecto a Pan®1. Mientras que el complejo Parkcl
presentd una energia no tan bueri®.49 kcal mof') con respecto a al complejo PaiK.

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 enzimaBor otro lado, podemos observar en la Ta@flaue los
complejos que tiememejor energia de enlace MM/GBSAG ( NGM-Cly UGM-D1,
presentan los mejores valores de energia de enlace MM/GBSA

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

estables de caespitato en fase gas y disolucién con las enzimas InhA, MabA, UGM y PankK.

InhA
Conférmero MM/GBSA-p G MM/GBSA-p G MM/GBSA-pG  MM/GBSA -gpGenlace
enlace enlace(Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl 140.81 19.47 144.22 17.74
Al 154.72 115.85 159.26 116.29
C1 147.59 12.76 153.63 11.85
Acl 154.72 115.85 159.26 116.29
D1 143.89 16.97 139.22 15.54
MabA
Conférmero MM/GBSA-p G MM/GBSA -G MM/GBSA-pG  MM/GBSA -gpGenlace
enlace enlace(Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl 147.12 16.85 154.05 16.29
Al 149.37 110.91 154.53 110.79
C1 154.29 18.17 157.03 17.84
Acl 150.20 110.18 157.32 19.33
D1 147.83 116.04 158.00 114.28
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UGM
Conférmero MM/GBSA-p G MM/GBSA -gp G MM/GBSA-pG ~ MM/GBSA -gpGenlace
enlace enlace(Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl 153.16 18.86 161.69 16.95
Al 147.29 17.58 158.49 110.66
C1 164.03 116.4 172.23 116.95
Acl 147.77 15.48 157.56 15.53
D1 158.89 14.38 169.43 18.55
PanK
Conférmero MM/GBSA-p G MM/GBSA -gp G MM/GBSA-pG ~ MM/GBSA -gpGenlace
enlace enlace(Coulomb) enlace (NS) (NS)(Coulomb)
Gl 159.59 118.99 162.62 117.42
Al 157.03 113.74 160.67 113.92
C1 158.80 13.08 164.68 15.12
Acl 156.49 118.88 161.95 118.40
D1 158.96 14.41 163.08 14.29

En la Tabla2l se presentaros parametros energéticos MM/GBSAa s e ne bigd2 as oG
Lipo vy oG bind vdW son | as daentinarilsbenergiaones m
libre promediode union de todos los complejd®ara la enzima InhAe observa que los

complejos InhAG1, InhAC1 e InhAAcl se estabilizan medianteslaontribucbones G

bind vdW, oG b i nydpGL ib$olv &Bcontribuyen sin embargogpG b i ndesHbond

el quemenos contribuyeo que indicague hayunapobre estabilizacion de los enlaces de
hidrogenoen todos los complejason losaminoacidos dénhA. El t ®r mi no @G bi
revelaque no haypuen contacto entre el sitio activo lddA y los ligantesG1ly Acl. Por

otra parte, | a bicdd.ipd indick que iel-sitio dd eniémpddhA es

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

Para la enzima MabA, se observa quesknaso del complejo MabR1, la contribucion
que estabiliza al complejo @G b i n,da cwaltevéla un buen contacto entre el sitio
activo deMabA y Al. Ademasel valor degppG b i n d eStarbierdawiBble para su

estabilizacion.

Para los complejodge la enzima UGMjue mostraron mejor energia de enlge& se

observa que el térmirgp Ghind vdW tiene una buena contribucién para la estabilizacién de
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los complejos UGMG1, UGM-C1 y UGM-D1, mientras quel términopG b i ndnoHb ond

mostiB una contribuciéon favable

Finalmente, para los complejos con la enzima RaeKobserva quBarK-Aly PankD

seguido potel complejo PankAcl con una diferencia de 2 kcal moAmbos complejos
obtuMerons u estabilizaci-n mediante | as contri bu
per o @G bi n dpardietoogud menas comttibuye, o que indica una pobre
estabilizacion de los enlaces de hidrogeno €atrg D1,y los residuos de aminoacidos de

PanK. ElI t®r mino G bind vdW revel aDbn buen
seguido por el del complejo Pas&L. Por ot ra parte, HndLipoontri bu
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
complejosUGM-G1 y UGM-D1 alcanzan la estabilidad por diferentes contribuciones, pero

ambos pueden formarse mejor que los otros compbegasinaG1 yproteinaD1.

Tabla 21. ParAmetros energéticos de MM/GB®#al mol?) de los complejos entre los conférmeros mas

estables de caespitato en fase gas y disolucién senzama InhA, MabA, UGM y PanK

InhA
Conférmero G b Hbordl PG blippd PG b Soiv&B G bvdwd
Gl 10.99 122.58 14.57 122.95
Al 10.61 126.86 11.96 125.99
c1 10.74 135.44 18.05 130.95
Acl 10.61 126.86 11.96 125.99
D1 10.83 1211 12.77 120.89
MabA
Conférmero @G b Hbord PG blippd PG b SoivE&B G bvdwd
Gl 10.43 129.69 19.01 131.77
Al 10.77 130.35 27.81 138.14
Cc1 10.8 128.49 18.3 136.97
Acl 10.78 130.38 16.38 127.77
D1 10.76 131.68 21.44 129.77
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UGM
Conférmero G b Hbordl PG blippd PG b SolvGB G bvdwd
Gl 11.89 136.12 20.49 131.33
Al 11.72 136.91 21.25 126.45
C1 11.27 137.67 24.8 137.39
Acl 10.89 136.67 14.84 122,71
D1 12.49 136.65 17.36 136.19
PanK
Conférmero G b Hbordl PG blippd PG b Soiv&B pG bvdwd
Gl 10.7 129.86 20.34 132.57
Al 11.3 128.37 20.56 135.37
C1 10.41 136.42 12.09 131.52
Acl 11.3 128.26 21.12 132.02
D1 10.53 134.87 14.21 134.89

Con estos resultadose puedededucir que la actividad biolégica de la molécula de
caespitat se debe a que impide un pasdatereaccioescatalizada por las enzima UGM

y PanK Los resultados muestran hallazgekvanesdebido a que ambas enzimas no son
exclusivas deMtb, y por lo tantoel caespitato presentanisn posible efecto antibacteriano
especifico en infecciones provocadas pocoli, B. ammoniageneg 49, 150] en el caso de

Panky L. majory K. pneumoniag¢l51, 152] en el caso de UGM.

152



CONCLUSIONES

En esh tesissegeneraron 8@&onformeros de caespitatmn energias relativaBE O 6 k ¢ a |
mol! mediante MM Posteriormente, se realizomo primer filtrouna optimizaciérusando
calculos DFTen el nivel de teoriAPFD/6-31+G(d)para obteneestructuras estables con
energiaDE O 4 k't Adontimiacion, utilizandain nivel de teoria méas altAPFD/6-
311+G(2d,p)como segundo filtrose realiz6 la optimizacion y el calculo de frecuencias

vibracionalegpara obteneestructuras estables con ener@®@® 2 k ¢.al mo |

Se realizarorios célculosen fase gas gndisoluciénimplicita conlos disolventesie agua,
cloroformo, acetonitrilo y DMSOSe obtuvieron24 conférmeros en fase g#§), 10 en
agua(A), 26 en cloroforma(C), 33 en acetronitrildAc) y 34 en DMSO(D).

Las estructuras mas estables en cada fase presectaformacion extendidan fase gas

(G1) y en cloroformo (Cl)mientras que en agua (Al), acetonitrilo (Acl) y DMSO (D1)
tienen conformacién en forma de horquilla. Las formas extendidas G1 y C1 conservaron
dos puentes de hidrogeno intramoleculares (IHBs), mientras que en las conformaciones de
horquilla solamente Dtonserva ambos puentes de hidrogen@ntras que Al y Acl

solamente presentan un IHB.

El analisis de poblaciones, basado landistribucion de Boltzmann, indic6 quea
conformacion extendida, queeservaambos IHBs, es la conformacion dominante en fase
gas (Gl)on un 24.60 % en disolucion implicita de cloroformo (Cd9n un 49.10 %

Para evaluar el efecto delisolventede forma explicita se construyeron sistemas de
caespitato rodeados por 31 moléculas de cada disolvente usandimdalogéa ONIOM
(WB97X-D3/Def2TZVP:XTB2). Se obtuvieron estructuras optimizadas a partir del
caespitato en fase gas (AG1lE, CG1lE, AcGlE y DGI1E) y a partir de las estructuras en
disolvente implicito (A1E, C1E, AclE y D1E).os resultados mostraron una mayor
energia de estabilizacién4(97 kcal molt) para el caespitato rodeado de cloroforque

para los demas disolvent@sambién se observo 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 explicitasc1dEcie > EpcidEpie > Eaccid/Eacie > Eacie/Eate. EN

153



general, los conformeros daespitato conservan su conformacion similar a la obtenida en
disolvente implicito cuando se rodean de cada uno de los disolventes de forma eplicita
cual fue evaluado mediante lamlores de RMSD entre cada pae conférmeros en

disolucion implicita y explicita.

Se analizaron los diferentes descriptores de reactividad global mediante el etd@ftie
conceptuala partir de las energias duslorbitalesnolecularegronteraHOMO y LUMO,

tanto endisolvente implicitacomoexplicito. En general, sebserva que los valores de los
indices de reactividad global en disolvente explicito son ligeramente mayores a los del

disolvente implicito.

Por otro ladpel analisis QTAIM,utilizado para caracterizéws IHBs en las estructuras de
caespitato, mostrque las energias de interacciBne yson menores en los sistemas con
disolvente explicitorespecto a las obtenidas con disolvente impliddocual se puede
explicar debido a las interacciones-cavalentes entre las moléculas de disolvente que

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

Los resultados del acoplamientaolecular semiflexible obtenidos en el programa
AutoDock Vina, entre las enzimas InhA, MabA, UGM y PanK y losnférmerosmas
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 hidrégeno (IHB), que son cruciales para la

actividad biologica asociada a estos sistemas.

En contraste, los resultados del acoplamiento rigitdtenidos erel programa AutoDock

Vina y en el modulo Glide del programa Schrodingerpjaron energias de afinidad mas
prometedoras. En esenfoque, se logré mantenearmbos puentes de hidrégeno (B

se observaron interacciones especifieaslos sitios activos deada 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

farmacosen interaccion comstas dianas terapéuticas.

Finalmentese utilizéel método hibrido MM/GBSAvara mejorar los valores de puntuacion
de los calculos de acoplamiennolecularLos complejos UGM51, UGM-D1, ParK-G1
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y ParK-D1 mostraronuna mayorestabilidad a través des diferentes contribuciones
energéticas Estos resultados destacala importancia de considerar las interacciones
especificas entre la proteina y el ligante, asi como las diferentes contribuciones que
desempeiian un papel importaete la formacion de complejos establess resultados
obtenidos somrelevantes debido a quas enzimasUGM y PanKno son exclusivas de
Mycobacterium tuberculosis (Mthy por lo tanto el caespitato presentanigposible efecto
antibacteriano especifico en infecciones provocadasajory K. pneumoniaeen el caso

de UGM vy por E. coli, B. ammoniagenesn el caso de Pankor lo que es recomendable

llevar a cabo estudios 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 TablaAl se observan las interacciones principaleda molécula caespitaem 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 kdaEmdh TablaAl

y en la FiguraAl, en los complejonhA-G1s, InhA-Als, InhA-C1s, InhA-Acls e InhA

D1s las etiquetass1l, Al, C1 Acly D1 se refierema los conformeros optimizados mas
estables en cada fagela letra s se refiere al acoplamiento semiflexilila el caso del
acoplamiento semiflexible, las energias de afinidad estan en el interv&l@ @e 6.5 kcal

mol! paratodoslos complejoson elligante En la FiguraAl se observan las interacciones

del acoplamiento semiflexiblde los complejos con la enzima InhA. En los complejos
InhA-G1s y InhA-Als se observa la interaccion de puente de hidrégeno con el cofactor
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD)nientras que InhACls, ademas de tener
interaccién con NAD via puente de hidrégeno, también presenta interacciones de enlace C
H ycation. InhAD1s tiene interacciones con NAD del tipo enlaekl @ una interaccion
desfavorable donadalonador. La interaccion con el residuo Alal98 se observa en los
complejos InhAG1s con interaccion de puente de hidrégeno, #a1iA e InhAD1s con

i nt er aabqailo,-ednhAAcls con interaccion tipo alquilo. El residuo Alal98 tiene
participacion en la estabilizacion de intermediarios y pertenece al bucle de union al sustrato
gue se encuentra en el sitio activo de la enzima. En el complejeAhiAo se observaron
interacciones con aminoacidos importantes de la enzima InhA. ERGidkAe InhAD1s,

se observa la interaccién via puente de hidrégeno con el residuo Tyr158. Esta interaccion
importante ya que el aminoacido Tyr158 pertenece dadatrcatalitica (Phel49, Tyrl58 y
Lys165), ademas esta involucrado en la interaccion de InhA y con su sustrato natural.
Finalmente, se observa que en IrBAs, InhAAls, INhA-C1s e InhAD1s no se conserva
ningun IHB, mientras que en InkAcls se forma un segundo IHB, O41---H13, mientras

gue el primer IHB de la conformacién inicial (O15---H13) no se conserva.
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Tabla Al. Energias de afinidad (kcal m9l e interacciones principales del acoplamiento molecular

semiflexibleen AutoDock Vinade 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 interaccién
Alal198 Puente de hidrégenc
Fase gas INhA-G1s 15.9 Ninguno
NAD1301 Puente de hidrégenc
Agua InhA-Als 5.8 Ninguno NAD1301  "uente de hidrogenc
Puente de hidrégenac
NAD1301 Enlace GH —y
cation
Cloroformo InhA-Cls 16.4 Ninguno Tyrl58 Puente de hidrégenc
Ala198 “-alquilo
Acetonitrilo InhA-Acls 15.7 2do IHB Alal198 Alquilo
Tyrl58 Puente déidrégeno
Alal198 “-alquilo
DMSO InhA-D1s 16.5 Ninguno NAD1301 Enlace GH y
Desfavorable
DonadofDonador
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Figura Al. Representacién grafien 3Dy 2D del acoplamiento molecular semiflexitda AutoDock Vina
de los complejos de la enzima InhA con @ férmeros mas estables de caespitato esitielactiva (a)
INnhA-G1s, (b) InhAA1ls, (c) INhAC1s, (d) InhAAclsy (e) InhAD1s.
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A.2. Acoplamiento semiflexible con la enzirivabA

En la TablaA2 se muestran las interacciones principales y los valores de energia de
afinidad en kcal molen fase gas y en los diferentes disolventes con la enzima MabA. En el
caso del acoplamiento semiflexible, las energias de afinidad estan en el intenvald ale

17.3 kcal mott para todos los complejos recepligante con MabA. En la FigurA2 se
observan las interacciones del acoplamiento semiflexible de los complejos con la enzima
MabA. En los complejos Mab&1s y MabAD1s se observa la interaccion via puente de
hidrogeno con el residuo Tyrl53, mientras que en los complejos 4@akA/ MabAAcls

ademas de mostrar esta interaccién via puente de hidrégeno, muestran una interaccién de
apil ami enctoon ‘est e mi s+Abs soloepsesedta ta.interdslcaibnAde
apil ami enba el residuo Tyr 153. trigdacatalisgcai d u o
[51] y tiene participacion en la catalisis acidase de la enzima. En MabXls y MabA

D1s se observan las interacciones de puente de hidrégeno con los residuos Serl40 y
Lys157. Los residuos Serl40 y Lys157 también pertenecen iada tatalitica (Tyr153,
Serl40 y Lys157) y desempefian un papel importante en los procesos de la catalisis acido
base de la enzima MabA. El complejo MabBAs muestra interaccion con el cofactor NAP

via enlace €H y una interaccion desfavorable donadonador, 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 mYl e interacciones principales del acoplamiento molecular
semiflexibleen AutoDock Vinade los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con
la enzima MabA.

. . Energia de Conservacion L . . L
Medio Complejo afinidad de IHBs Aminoacidos  Tipo de interaccion
Fase gas MabA-G1s 17.0 Ninguno Tyrl53 Puente de hidrégenc
Ser140 Puente de hidrégenc
MabA-Als Tyrl53 Apil ami el
Agua 17.3 Ninguno Lys157 Puente de hidrégenc
Puente de hidrogenc
Cloroformo | MabA-Cls 17.0 Ninguno Tyrl53 y Apil ami
Puente de hidrégenc
Acetonitrilo | MabA-Acls 17.0 Ninguno Tyrl53 y Api |l ami
Ser140 Puente de hidrégenc
) _ Tyrl53 Puente déidrégeno
DMSO MabA-D1s 7.2 Ninguro Lys157 Puente de hidrégenc
NAP1249 Enlace CHy
Desfavorable
DonadorDonador
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(b)
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(d)
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(e)

Interactions
I Corventional Hydrogen Bond Bl Fisiome
[] carbon mydrogen Bond [ pramy

B unfovorable Donee-Donor

Figura A2. Representacion grafien 3Dy 2D del acoplamiento molecular semiflexit#e AutoDock Vina
de los complejos de lanzima MabA con los conférmeros mas estables de caespitatcsitio ektiva (a)
MabA-G1s, (b) MabAAls, (c) MabAC1s, (d) MabAAcls y (e) MabAD1s.
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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 molen 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 0.7 ai 8.9 kcal mot. En la Figura A3 se observan las
interacciones del acoplamiento semiflexible de los complejos con la enzima UGM. En los
complejos UGMG1s, UGMAcls y UGMD1s se observan las interacciones via puente de
hidrogeno y alquilo con el residuo Argl80, mientras que en el complejo-OGVise
observa Unicamente la interaccion via puente de hidrogeno con este residuo. El residuo
Arg180 participa en la catalisis de UGM. Por otro lado, todos los complejos muestran una
i nterac<€li comnv%d °<cofactor FAD. Tambi ®n se o0b:
hidrogeno con el residuo Tyr366 con el UGDMs. El residuo Tyr366 es crucial para la
estabi | i za cfosfato detl sidtratagUDR. Con rdspecto a los IHB, los complejos

no conservan ningun IHB, a excepcion del complejo UGM que forma un nuevo primer

IHB con O15---H11 y no conserva sus dos IHB de la conformacién iniGiab(--H13 y
041---H9).
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Tabla A3. Energias de afinidad (kcal m9l e interacciones principales del acoplamiento molecular
semiflexibleen AutoDock Vinade los conférmeros mas estables de caespitato en fase gas y en disolucion con
la enzima UGM.

. . Energia de Conservacion L ) . L
Medio Complejo afinidad de IHBs Aminoécidos Tipo de interaccién
Arg180 Puente de +h
Fase gas UGM-G1s 18.7 Ninguno alquilo
FAD401 “-a
Agua UGM-Als 18.9 Ninguno FAD401 “-a
Arg180 Puente de hidrégeno
i Tyr366 Puente de hidrégeno
Cloroformo UGM-Cl1s 18.7 ler IHB FAD401 -
Arg180 Puente de hidrégeno y
Acetonitrilo UGM-Acls 18.8 Ninguno alquilo
FAD401 -0
Arg180 Puente de hidrégeno y
DMSO UGM-D1s 18.8 Ninguno alquilo
FAD401 “-Q
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