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Resumen

El objetivo principal del presente trabajo fue realizar el estudio quimico estructural del eucaliptol
y el establecimiento del acoplamiento molecular con la proteasa viral del SARS-CoV-2. Desde los
inicios de la pandemia del coronavirus fueron planteados muchos tratamientos para combatir o
atenuar los sintomas de la enfermedad. A nivel local, en abril de 2020 se plante6 como alternativa
el uso del eucalipto para este propdsito. No se reportaron estudios sobre las propiedades
estructurales del eucaliptol, tampoco trabajos referidos a la reactividad de esta molécula, como las
funciones Fukui. El presente trabajo se basa en los estudios de Sharma y Kaur (2020) quienes
estudiaron el potencial inhibidor de la replicacion del SARS-CoV2 del eucaliptol, a una de las
principales proteasas implicadas en la reproduccién del virus. Para este prop6sito en una etapa
inicial se calcularon algunas propiedades moleculares de manera computacional, las propiedades
moleculares, y descriptores de reactividad del eucaliptol fueron calculadas con el fin de entender
el comportamiento reactivo mediante la Teoria Funcional de la Densidad (DFT) y los métodos
Hartree Fock, simulado en condiciones de vacio y en medio etandlico, los valores encontrados
fueron comparados con los datos de referencia del Banco de Datos Europeo. Para el acoplamiento
molecular, la estructura de la proteasa viral del SARS-CoV-2 se tomd del banco de datos de
proteinas PDB (Protein Data Bank, es un centro de datos de EE. UU. para el archivo global de
datos estructurales en 3dimensiones para macromoléculas biol6gicas esenciales para la
investigacion y la educacion en biologia fundamental, salud y energia. y biotecnologia) designada
como 6LU7, esta se prepar0 para el acoplamiento eliminando las moléculas de agua, cofactores y
algunas moléculas con las que viene resuelta su estructura cristalina. Se utilizaron el software PyRx
— Virtual Screening Tool que utiliza a Autodock vina y a sus herramientas, el command prompt y
seis 6 servidores en linea; 1-click docking, Covid 19 docking server, CB dock, , Docking server,
Webina, Amdock. Para el acoplamiento se tomaron los parametros: libre rotacion de todos los
enlaces del ligando con libertad conformacional, adicion de cargas de Gasteiger a la proteina y al
ligando, adicion de hidrégenos a la proteina, generacién de 100 poses para el ligando y empleo del
Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). Este ultimo se utilizé bajo las siguientes condiciones:
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https://mcule.com/apps/1-click-docking/
https://ncov.schanglab.org.cn/
https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/php/blinddock.php
https://www.dockingserver.com/web
https://durrantlab.pitt.edu/webina/

100 corridas del GA, 150 tamafio de poblacién, 250000 maximo numero de evaluaciones de

energia.

En cuanto a las longitudes de enlace intramolecular para el eucaliptol se encontré que no hay
diferencia estadistica significativa entre las longitudes de enlace en cuatro tratamientos cuanticos.
En los orbitales frontera, un band gap de 8,1 eV entre los orbitales HOMO LUMO muestra que la
molécula es muy estable, los orbitales HOMO-1 y LUMO+1 de 9,8 eV indica que se necesitaria

mucha energia para que ocurra una transicion electronica.

En el docking molecular, se obtuvieron las conformaciones del eucaliptol en el sitio activo de la
proteasa del SARS Cov-2, seis de las conformaciones obtenidas con seis servidores y/o software
presentan un RMSD (Desviacion cuadratica media de las posiciones atomicas del inglés root-mean-
square deviation; es la medida de la distancia promedio entre los atomos) de cero que corresponden
a la energia de union o energia de acoplamiento méas probable, con valores de -4,5 Kcal/mol esta
energia corresponde a la energia libre de Gibbs, por tanto, mientras mas bajo sea el valor, mas alta
sera la afinidad entre el ligando y el receptor. Se podria aseverar que esta conformacion obtenida
del eucaliptol es la méas probable, pero hasta la fecha actual 04 de septiembre 2023 en el banco de
datos de proteinas (PDB) no esta reportado o archivado la molécula de eucaliptol acoplada con la
main proteasa del SARS Cov2. Razdn por la cual, no se pudo realizar una comparacion con un
modelo experimental. El entorno aminoacidico que rodea al eucaliptol constituyen los mondémeros:
Phe 140, Leu 141, Ser 144, Cys 145, His 163, His 164, Met 165, Glu 166, His 172 que se repiten
en cada uno de los software y servicios en linea utilizados. Existe una predominancia de fuerzas de
interaccién hidrofébica intermolecular en el acoplamiento, ya que también existen caracteristicas
hidrofobicas en el sitio activo, debido a que la mayoria de los aminoacidos encontrados en este
sitio activo son de caracter hidrofobico.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION



1.1. Pandemia Covid 19 y Eucaliptol

Desde inicios de la pandemia Covid 19, se han planteado diversos esquemas de tratamientos para
combatir o atenuar los sintomas de esta enfermedad. A nivel local, en abril de 2020 se planteo la
posibilidad de emplear el Eucalipto para este propdésito. Si bien la OMS no avala el uso de este tipo
de esquemas de tratamiento, el uso de plantas medicinales, el empleo extendido del Eucalipto para

el tratamiento de los sintomas se extendié ampliamente, sobre todo en Latinoamérica.

Hasta ese momento no se tenian publicaciones que muestren este tipo de tratamientos, recientes
publicaciones como la de Ramirez [1] describen como la herbolaria puede ser empleada para
contrarrestar los sintomas del coronavirus. En nuestro pais ocurrié lo propio con los esquemas de

tratamiento contra el Covid19 [2].

Con respecto a los estudios del Eucalipto a nivel mundial, se tiene conocimiento que, desde su
lugar de origen, Australia hasta su exportacion a Etiopia y a las Américas en 1895, los estudios
sobre las sustancias extraidas, se resumen a procesos de extraccion de los aceites esenciales [3].
Sin embargo, este aceite esencial denominado Eucaliptol, no cuenta con estudios especificos que

expliquen la manera en la cual actla.

Todos los estudios estan referidos a la extraccién, en 2019 trabajos como el de Amaya [4] que
realiza una evaluacion de la extraccion. El trabajo de Montero [5] que estudio la eficacia

antimicrobiana del Eucaliptol.

Los trabajos realizados en 2019 por Boom [6] se enfocan en la evaluacion de la actividad
antioxidante. También se tiene ensayos sobre la actividad antifingica realizados por Amaya [4] y
los estudios sobre la actividad insecticida realizados por Quispe [7]. Sin embargo, en ningln

estudio explica los mecanismos a nivel molecular.

El SARS-CoV-2 virus causante de la enfermedad produce una enzima, una proteasa Mpro, también

Ilamada 3CLpro, proteasa principal responsable de la replicacion viral. Es hasta el 31 de marzo del



afio 2020 fecha en la cual se publica un preprint sobre la posible manera en que actla el Eucaliptol

con la proteasa principal del coronavirus.

El interés principal es el de confirmar o no, si es el caso, el acoplamiento del Eucaliptol,
quimicamente denominado 1,8 Cineol, con la proteasa viral del coronavirus, para este propdésito se
determinaré en una primera etapa las propiedades quimicas del Eucaliptol y su reactividad, ya en
la segunda etapa se realizara el acoplamiento molecular entre el Eucaliptol y la proteasa viral del

coronavirus.

1.2. Alcance de la investigacion

El alcance del trabajo es de caracter exploratorio y descriptivo, exploratorio ya que se quiere
ampliar el conocimiento sobre un tépico poco conocido o estudiado como es la interaccion entre el

Eucaliptol y la proteasa principal del coronavirus.

Y descriptiva ya que se pretende desarrollar una imagen o representacion del acoplamiento entre

el Eucaliptol y la proteasa viral del coronavirus.

1.3. Estudios previos con Eucaliptol

Los estudios sobre el Eucaliptol, se reducen a procesos de extraccion, no se reportaron estudios
sobre las propiedades estructurales del Eucaliptol, tampoco trabajos sobre la reactividad de esta

molécula, como las funciones Fukui.

El afio 2020 Sharma y Kaur [8] estudiaron el potencial inhibidor de la replicacion del SARS-CoV2
por parte del 1,8-cineol o Eucaliptol, estos autores se enfocan en el posible acoplamiento del
Eucaliptol a la proteasa principal del coronavirus.[8]

Planteamientos como este, se basan en el hecho de que anteriormente ya se han desarrollado
farmacos antivirales usando proteasas como proteinas diana, pues en muchos casos estas proteasas

virales juegan un papel esencial en su reproduccion.



1.4. Hipdtesis

Ho No hay diferencia estadistica significativa entre los pardmetros geométricos estructurales
(4ngulos de enlace, longitudes de enlace) en el Eucaliptol determinados por los métodos mecano

cuanticos.

Ho El entorno y la energia de acoplamiento entre el Eucaliptol y la proteasa Mpro/3CLpro del

SARS-CoV?2 estudiado es el mismo respecto al trabajo de referencia.



CAPITULO 2: PROBLEMA DE INVESTIGACION



2.1. Problema de Investigacion

Desde los inicios de la pandemia se han planteado el uso de muchos tratamientos para combatir o
atenuar los sintomas de la enfermedad causada por el coronavirus. En nuestro medio en abril de

2020 se planted la posibilidad del uso del eucalipto para este propdsito.

El 31 de marzo del 2020 se publicé un preprint [8] hasta entonces no revisado por pares, donde se
trata de explicar la manera en que el aceite esencial del Eucalipto denominado Eucaliptol se acopla

a la proteasa principal del coronavirus.

Este constituyo un punto de partida para el desarrollo del presente trabajo, donde se pretende
plantear la forma en que el Eucaliptol se acopla a la proteasa principal del coronavirus, que es la

proteasa principal del SARS-CoV2 y que juega un papel central en la reproduccion del virus.

Como se menciond, en los coronavirus la proteasa Mpro estd implicada en la maduracién
proteolitica del virus y se ha examinado como posible diana o blanco, mediante la inhibicién de la

escision de la poliproteina viral, y asi prevenir la propagacion del virus.

Los resultados que obtuvieron Sharma y Kaur [8] muestran una afinidad entre el Eucaliptol y la
estructura proteica de la proteasa Mpro, asi el Eucaliptol o 1,8-Cineol podria ser una molécula
inhibidora de la propagacién del COVID 109.

El presente trabajo tiene la finalidad de encontrar la forma en la cual el Eucaliptol se acopla a la
proteasa viral Mpro/3CLpro del SARS-CoV-2. ElI Acoplamiento entre el Eucaliptol y la proteasa
viral se realizara una vez que la estructura del Eucaliptol este modelizada y la estructura de la
proteasa esté preparada para el acoplamiento, una vez realizada esta interaccién, encontraremos el

arreglo molecular de esta interaccion.

¢Por qué seleccionamos estas moléculas? La razon es que la proteasa principal (Mpro, también

Ilamada 3CLpro) es esencial para procesar a la poliproteina que se traducen en ARN viral del



SARS-CoV-2 Es de suma importancias en estos tiempos generar conocimiento a nivel molecular
y asi disponer de herramientas a genetistas, biélogos moleculares y bioquimicos sobre estos detalles
moleculares. En sintesis, inhibir la actividad de esta enzima bloquearia su replicacion viral, por

tanto, la enfermedad motivo de la actual pandemia.



CAPITULO 3: OBJETIVOS



3.1. Objetivo General

Establecer el acoplamiento molecular entre la proteasa viral Mpro/3CLpro del SARS-CoV-2 y el

ligando 1,8-cineol o Eucaliptol.
3.2. Objetivos Especificos

- Determinar las propiedades moleculares del 1,8-cineol.

- Determinar los parametros de reactividad del 1,8-cineol.

- Localizar el sitio activo donde se producira el acoplamiento molecular entre el blanco
o diana: la proteasa y el ligando 1,8-cineol o Eucaliptol.

- Hallar la estructura més estable en el acoplamiento o docking molecular en términos
energeticos.

- Determinar los residuos de aminoacidos en la proteasa viral que interaccionan con el
1,8-cineol o Eucaliptol.

- Describir las interacciones quimicas en el entorno de acoplamiento.



CAPITULO 4: ANTECEDENTES
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4.1. Estructura del virus

En diciembre del 2019 y enero del 2020 se produjo un incremento de casos de neumonia viral
atipica en China, sus manifestaciones clinicas sugerian que el agente etioldgico de este nuevo brote
estaba relacionado con coronavirus, que habian causado epidemias en Asia el SARS (siglas en
inglés): sindrome respiratorio agudo severo en 2002 y en Arabia Saudita el MERS de sus siglas
Sindrome Respiratorio de Oriente Medio en 2012; por este motivo a esta nueva enfermedad viral
se la denomino COVID-19 y al virus causante SARS-CoV-2 [9]

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronavirinae (genero Betacoronavirus o Beta-CoVs). Los
Betacoronavirus causan trastornos respiratorios en humanos, con sintomas que van desde el
resfriado comun hasta el sindrome respiratorio agudo severo SARS-CoV ; SARS-CoV-2 y MERS-
CoV [10,11]

La estructura del virus microscépica y estructural esta constituida principalmente por proteinas,
glicoproteinas, acidos nucleicos y fosfolipidos; morfoldgicamente se definen dos regiones: la
envoltura y el nucleocapside [10]

4.2.Estructura genomica del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 tiene un RNA gendmico monocatenario de sentido positivo con una longitud de
aproximadamente 30 Kb [12] ademas presenta una cola poliadenilada (poli-A) en el extremo 3" y
un capuchon metilado en el extremo 5” teniendo una similitud estructuralmente al RNA mensajero

de células eucaridticas [13].

Este RNA consta de 15 marcos abiertos de lectura ORFs (open reading frames) que son secuencias
de RNA comprendida entre un codon de inicio de traduccion y un codon de terminacion [14]. En
SARS-CoV , MERS-CoV y SARS-CoV-2 los dos tercios proximos al extremo 5° - terminal de su
genoma se encuentran los ORF1ay ORF1b que codifican las poliproteinas 12 (PP1a) y 1ab (PP1ab)
respectivamente [14]. El clivaje de estas poliproteinas origina a las 16 proteinas no estructurales
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(Nsp1-16) que conforman el complejo viral replicasa-transcriptasa [14]. En el tercio préximo al
extremo 3" se encuentran los ORFs S, E, M y N que codifican a las proteinas spike(S), envoltura
(E), nucleocéapside (N) y membrana (M) respectivamente; y los ORFs 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9a, 9b,
y 10 que codifican a las proteinas accesorias [14,15] como se puede observar en la Figura 1. La
comparacion de secuencia gendmica de SARS-CoV-2, MERS-CoV y SARS-CoV. (B) Poliproteina
lab (PPlab) y poliproteina 12 (PP1a) codificadas por ORF la y ORF 1b, con sus respectivas
proteinas no estructurales (Nsps). Los triangulos azul y verde indican los sitios de escision de la

proteasa Plpro y 3Clpro respectivamente.[16]

(a)

MERS-COV 4 &7 3] 4 '
(wn::p w ORF 1a ORF 1b s b ERMEH 3
SARS-CoV ORF 1a - Eiwel 2 = ,'9 3

LoV + cr ] n L
(27,9 kb) 5 ORF 1b

SARS-COV-2 & 5
(30 kb)

® /

. . b 7 nip? Y nep8 H@’d napi2 'M,u 'nlpl‘ ' nepls ' m;xc

PLe™© 3(}9‘0

Figura A Secuencias genomicas de SARS-CoV-2, MERS-CoV y SARS-CoV.(A)

4.3.Proteinas del SARS-Cov-2

El SARS-CoV-2 cuenta con 16 proteinas no estructurales (nonstructural proteins Nsps), 4 proteinas
estructurales y 8 proteinas accesorias [14].

Las 16 proteinas no estructurales provienen del clivaje proteolitico de las poliproteinas PPla y

PPlab expresadas por ORFla y ORFlab [14]. Estas proteinas cumplen un papel vital en la
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replicacion del virus dentro de las células huésped (humano) y algunas de ellas son objetivo de

diversos farmacos en desarrollo [15,16]
Proteinas no estructurales. -
Nspl

Esta proteina interactda con el ribosoma de la célula huésped, especificamente con la subunidad
ribosomal 40 S, a través de los residuos de Lis164 e His165, a través de esta subunidad conseguira
el acceso al RNAm del huésped [17]. EI Nspl impide la union de la unidad ribosomal 40 S con la
subunidad 60 S, inhibiendo asi la traduccién del RNAm [17].

Nsp2

Esta proteina se une a las proteinas prohibitinas PHB1 y PHB2 (prohibitin 1 y 2) de la célula
huésped, que participan en el progreso del ciclo celular, migracion celular, diferenciacion celular,

apoptosis y biogenesis mitocondrial [18].
Nsp3

Esta es la proteina méas grande del SARS-CoV-2 y a partir del extremo N-terminal, presenta de
forma secuencial un dominio similar a la ubiquitina que se une al RNA, a un moédulo de unién a
ribosa ADP, a un dominio de unién de poli (A), a una proteasa viral de tipo papaina, a un dominio

de union a &cido nucleico y a un receptor C acoplado a proteina G [19].

Esta proteina junto con Nsp4 y Nsp6, regula el sitio de replicacion reclutando a la proteina replicasa
a la membrana del huésped [18]. EI dominio proteasa similar a la papaina (PLpro) del Nsp3 es
responsable de la liberacion de Nspl, Nsp2 y Nsp3 de la region N-terminal de las poliproteinas la
y lab [19]. Este dominio se puede unir a las proteinas RIG-1, NEMO, TRAF6 para que no activen
los factores de transcripcion IRF3 'y NFKB, quienes coordinan la expresion de los interferones tipo
I. En consecuencia, se bloquea la produccion de citocinas importantes involucradas en la activacion

de la respuesta inmune innata del huésped contra la infeccion viral [19,20].
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Nsp4

La coexpresion de Nsp4 con el tercio C-terminal de Nsp3 permite la redistribucién del reticulo
endoplasmatico a la region perinuclear para la induccion de la formacion de vesiculas de doble
membrana, pero cuando se expresa individualmente la Nsp4 se localiza en el reticulo

endoplasmatico [21].
Nsp5

La proteasa principal de SARS-CoV-2 (Mpro, Nsp5, 3CLpro) es una cisteina proteasa
homodimérica de 67,6 KDa altamente conservada, que difiere solo en 12 aminoacidos con la

correspondiente proteasa Mpro del SARS-CoV [15].

Esta conformada por los dominios | (residuos 8-101), dominio Il (residuos 102-184) y dominio Il

(residuos 201-303), con un bucle largo (residuos 185-200) que conecta los dominios 11y 111 [15].

El residuo Glu 166 es un aminoéacido clave implicado en la dimerizacion de Mpro y en la creacion
de bolsillo de union al sustrato [22]. Ademas, los residuos Cysl141l e His41l forman una diada

catalitica en el sitio activo de la proteina, esencial para su funcion [15,22,23].

La proteasa principal se escinde de las poliproteinas para producir enzimas maduras y luego escinde
mas proteinas no estructurales Nsp downstream en 11 sitios para liberar Nsp4-Nspl16; ademas actla

como mediador en la maduracion de Nsps, que es esencial en el ciclo vital viral [22,24]
Nsp6

Proteina transmembrana, consta de 290 aminoacidos y se localiza en el reticulo endoplasmatico
[25]. La parte de su estructura que se encuentra en la regién de la membrana externa posee multiples
residuos de fenilalanina, lo cual favorece la afinidad de esta proteina con la membrana del reticulo

y haria su union mas estable [26].

Nsp6 forma complejos con Nsp3 y Nsp4, ademas, esta implicada en la formacion de vesiculas de
doble membrana derivadas de reticulo endoplasmico durante la replicacion del coronavirus [25].
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Nsp7 y Nsp8

Ambas Nsp7 y Nsp8 son predominantemente alfa helicoidal [26,27], las dos forman un complejo
hexadecamerico que adopta una estructura cilindrica hueca y puede participar en la replicacion
viral actuando como primasa [28].

Nsp9

La proteina Nsp9 tiene la capacidad de unién a RNA 'y DNA, por lo que media la replicacién viral,
lavirulencia general y la reproduccion viral del RNA gendmico, siendo probablemente un miembro

del complejo de replicacion [29].
Nspl10

Es una proteina pequefia de 139 aminoéacidos, el dominio C-terminal del Nsp10 forma mudltiples
interacciones con el dominio ExonN de Nsp14, lo que afecta su actividad nucleolitica, mejorando
hasta 35 veces [30]. Esta proteina también actia como cofactor de Nsp16 aumentando la actividad
de su dominio 2"-O-MTasa [30].

Nspl12

Posee un dominio denominado RdRp que tiene actividad RNA polimerasa dependiente de RNA,
pero solo si presenta baja actividad, por ello requiere factores accesorios, como las proteinas Nsp7
y Nsp8 con los que conforma un complejo, incrementando la union al molde-primer de RNA
[28,31].

Nspl3

Esta proteina presenta cinco dominios, a concentraciones elevadas de ATP la actividad helicasa de

esta proteina presenta una mayor afinidad por el RNA duplex [32]
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Nspl4

Esta proteina funciona como una metiltransferasa dependiente de S-adenosil metionina (SAM)
(guanina-N7)-metil transferasa (N7-MTasa) [33]. Después de la hidrolisis del RNA naciente por el
Nspl3, se forma RNA-pp. Una guanililtransferasa (GTasa) desconocida hidroliza GTP, transfiere
el producto GMP a RNA-pp y crea RNA-Gppp. Luego SAM metila la guanina 5° del RNA-Gppp
en la posicién N7, formando la tapa 5" (m7GpppN-RNA) [30,33]

Nsp15

Esta proteina es una endoribonucleasa, el sitio activo esta ubicado en un surco poco profundo entre
dos hojas beta, lleva seis residuos de aminoacidos clave: His235, His250, Lis290, Tre341, Tir343,
Ser294, de los cuales la triada catalitica la conforman los residuos de His235, His250 y Lis290
[34,35].

Nspl6

Su estructura contiene una tétrada catalitica altamente conservada (Lis-Asp-Lis-Glu), que distintiva
de las RNA 2"-O-MTasas, dentro de un nucleo compuesto por un pliegue de lamina beta decorado

con once hélices alfa, siete cadenas beta y bucles [36].
Proteinas estructurales. -

El SARS-CoV-2 tiene cuatro proteinas estructurales, las cuales tambien estan presentes en otros

coronavirus. Son las proteinas Spike(S), Envoltura(E), Membrana(M), y Nucleocapside(N).
Proteina Spike(S)

Tiene un peso molecular de 180KDa [14]. Su estructura contiene subunidades funcionales S1y S2

ubicadas en su ectodominio [37].
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La subunidad S1 presenta un dominio N-terminal, un dominio C-terminal [37] y un dominio de
union al receptor conservado llamado dominio de enlace del receptor (RBD) que contiene un

nucleo y un receptor denominado: motivo de union al receptor (RBM) [37].

La subunidad S2 posee en su estructura un dominio péptido de fusion (FP), dominios de repeticion
y un dominio transmembrana (TM), que le permiten la fusion de las membranas viral y celular
[37,38].

La proteina S requiere un clivaje por una proteasa para la activacion de su potencial de fusién. Se
han propuesto dos pasos secuenciales para el modelo de clivaje, un clivaje inicial entre S1y S2'y
la posterior activacion de clivaje en el sitio S2 [39]. Ademas, presenta una gran superficie mutada
con cuatro insertos nuevos en la proteina, de los cuales tres se ubican en el primer dominio NTD
(dominio N-terminal), mientras que el cuarto se sitla antes del sitio de escision S2 y dentro de la

interfaz de interaccion de homo-trimerizacion [14].
Proteina de envoltura. -

Esta proteina es la mas pequefia de las cuatro proteinas estructurales, con 76 aminoacidos de
longitud [40,41]. Su estructura posee un extremo amino hidréfilo corto negativo conformado de 7
a 12 aminoacidos, seguido de un dominio transmembrana hidréfobo (TMD) grande de 25
amino&cidos, y termina con un extremo carboxilo hidrdfilo largo de carga variable [40,41].

La region hidréfoba del dominio transmembrana (TMD) contiene una hélice alfa anfipatica que se
oligomeriza para formar un poro conductor de iones en las membranas, una parte del TMD consta
de dos aminoacidos neutros no polares, Val y Leu, que confieren una fuerte hidrofobicidad a la

proteina [41].

El extremo C-terminal también exhibe cierta hidrofobicidad, pero menos que el TMD debido a la
presencia de un grupo de aminoacidos basicos cargados positivamente, ademas contiene un residuo
de prolina conservado centrado en una regién denominada motivo B-coil-B que probablemente

funciona como una sefial de direccion hacia el complejo de Golgi [41].
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Proteina de membrana. -

Es una glicoproteina integral de membrana proporciona la morfologia al virion [42,43]. Tiene una
longitud de aproximadamente 220-260 amino&cidos con un dominio N-terminal de longitud corta,
integrada en la membrana del virus por medio de tres dominios transmembrana denominados tm1,
tm2, tm3 [42,44]. Su extremo terminal amino corto glicosilado constituye un ectodominio fuera de
la membrana, mientras su endodominio C-terminal se localiza en el lado citoplasmatico de la
membrana del virus [42,43]. El ectodominio puede ser glicosilado, afectando el tropismo de los
organos a infectar y la capacidad inductora de interferon (IFN) de algunos coronavirus [43,44].
Ademas, presenta la insercién de un residuo de serina en la posicion 4 como caracteristica unica
en el SARS-CoV-2 [45].

Proteina Nucleocapside(N). -

Conformada por dos dominios bien plegados, denominados dominio N-terminal (NTD) y dominio
C-terminal (CTD) [46], ambos dominios son ricos en cadenas Beta, pero CTD tiene ademas algunas
hélices cortas [46]. Se une directamente al RNA viral y le provee estabilidad [47]. Ademas, se ha
encontrado que antagoniza al RNAI antiviral e inhibe la actividad del complejo ciclina-CDK
(ciclina dependiente de kinasa), esta inactivacion resulta en la hidro fosforilacion de la proteina

retinoblastoma y a su vez inhibe la progresion de la fase S en el ciclo celular [48].
Proteinas accesorias. -

Estas proteinas son expresadas por los genes ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS,
ORF9a, ORF9b, y ORF10 (ORFs open reading frames o marcos abiertos de lectura). Varias de
estas proteinas tienen funciones aln desconocidas, se sospecha que no intervienen en la replicacion

viral, pero pueden tener funciones importantes en la patogénesis viral [48].
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4.4 Bioinformatica

La bioinformatica permite investigar, desarrollar y aplicar herramientas informéticas y

computacionales para permitir y mejorar el manejo de datos biol6gicos [49].

La simulacién experimental a través de sistemas informaticos tiene el nombre de anélisis in silico.
Una de las herramientas entre los analisis in silico es el acoplamiento molecular o Docking
molecular, el cual utiliza diferentes softwares informaticos que buscan establecer uniones e
interacciones entre ligandos y un blanco, receptor o target. EI Docking es especialmente Gtil para
establecer conformaciones del ligando que le permite formar una unién fuerte con el receptor. Este

tipo de analisis siembra la base antes de avanzar al analisis in vitro e in vivo [50].
4.5. Acoplamiento molecular
4.5.1. Acoplamiento molecular

El docking o modelado molecular es una herramienta informatica que predice uniones entre un
ligando y un receptor de estructura tridimensional, los acoplamientos exitosos estan determinados
por la forma de la unioén, interacciones Coulombicas o electrostaticas, Van Der Waals, puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofdbicas, interacciones que en conjunto representan la afinidad de

enlace [51].

El docking se basa en la premisa de hallar acoplamientos entre ligandos y receptores, la prediccion

de acoplamientos mediada por software presenta las ventajas de costo y sencillez [52].
4.5.2. Acoplamiento molecular rigido

Se basa en el modelo de llave y cerradura de Emil Fisher, en este se asume que el ligando y el
receptor estan rigidos durante su interaccién. Los programas de acoplamiento molecular dan
resultados basados en calculos matematicos de campos de fuerza, ecuaciones de Coulomb,

interacciones electrostaticas y fuerzas de Lennard-Jones y Van Der Waals [53].
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4.5.3. Acoplamiento molecular semiflexible

En este tipo de acoplamiento el receptor permanece inmovil, mientras que el ligando
se desplaza libremente de manera sistematica o al azar buscando enlazarse con la proteina.  La
solucion que se toma como correcta para estos analisis es representada por el valor de menor

energia [54].

Algunos problemas estan ligados a la falta de algoritmos capaces de replicar las interacciones
naturales entre los ligandos y receptores, y al hecho de que no se ha logrado sumar la contribucion
de las moléculas de agua durante la formacién del complejo ligando-receptor, al menos no de forma
rapida y precisa [55].

4.5.4. Afinidad de enlace

Binding affinity es uno de los resultados del acoplamiento molecular, este representa la fuerza de
las interacciones entre una biomolécula y un ligando. Las unidades del Binding affinity son
kcal/mol unidades de energia, por tanto, mientras mas bajo sea este valor, el complejo formado
sera mas estable y su afinidad sera alta. EI Binding affinity también puede medirse como constante
de disociacion (Kd), esta constante permite estimar el grado de solidez de las interacciones, de

igual manera que con la energia, mientras mas bajo sea el Kd mayor seré la afinidad de union [56].

La afinidad de unidn viene dada por las interacciones intermoleculares no covalentes, como los
puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas, Van Der Waals
[56].

4.5.5. Interacciones intermoleculares no covalentes

Las interacciones o fuerzas intermoleculares son las responsables de las atracciones o repulsiones

entre distintas moléculas o iones, este tipo de interacciones determina las propiedades fisicas de las
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sustancias, propiedades como el estado de agregacion, punto de ebullicién y fusién, solubilidad,
densidad entre otras [57].

Las interacciones intermoleculares se diferencian de los enlaces covalentes en que en este tipo de
fuerzas no se comparten pares de electrones, son de 10 a 100 veces mas débiles, por ende, se
requiere muy poca energia para romperlos, no obstante, al acumularse pueden ser tan fuertes o

incluso maés fuertes que un enlace covalente [58].

Si se desea ver la importancia de estas interacciones a nivel energético se debe conocer la fuerza
de cada interaccion; asi las fuerzas de interaccion son: puente de hidrogeno (P-H) -1 a -40 kcal/mol;
interacciones hidrofobicas -0,7 a -1,5 kcal/mol, interacciones aromaticas -1,6 a -2,5 kcal/mol [59];
Pi-Anion -2 a -5 kcal/mol [60].El motivo por el cual estas energias se dan en rangos es porque la
distancia de las interacciones es importante, ya que mientras mas grande es la distancia mas débil
es la interaccion. Esto deja en evidencia que los puentes de hidrogeno juegan un rol importante, no
obstante, el tipo de puente de hidrogeno también es importante ya que los puentes tipo carbén y

tipo Pi donor son significativamente mas débiles que los convencionales [61].

En lo que refiere a las interacciones hidrofobicas, si bien por si solas son muy bajas, en conjunto

Ilegan a ser significativas, mas aun cuando son entre grupos aromaticos [58].
4.5.5.1. Puentes de hidrogeno

El enlace por puente de hidrogeno (P-H) convencional es la interaccion entre un atomo de
hidrogeno de un enlace polar como N-H O-H o F-H y un atomo electronegativo de O, N, o F [58].
Los puentes de hidrégeno son sumamente importantes para los organismos vivos ya que
determinan la estructura y las propiedades de muchos compuestos, por ejemplo, son capaces de
determinar la conformacion de enzimas para que estas puedan catalizar reacciones bioguimicas,
también son responsables de la conformacion de la doble hélice en el DNA [57]. Ademas de los

puentes de hidrogeno convencionales existen también los no convencionales como el puente de
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hidrégeno carbono PH-Carbono, y el puente de hidrégeno pi donor. Pero estos son

significativamente méas débiles que los convencionales.
4.5.5.2. Puentes de hidrogeno-Carbono

El puente de hidrogeno-carbono es una interaccion que se da entre un atomo electronegativo (O,

N, F) y un carbono aledafio a un a&tomo electronegativo, el carbono funciona como donador [62].
4.5.5.3. Puentes de hidrogeno-Pi donor

El enlace n-donor se da entre los donadores X---H vy el electron 7 de nube electrénica de un

compuesto ciclico [61].
455.4. Fuerzas electrostaticas

Las fuerzas electrostaticas se dan entre los atomos de las moléculas involucradas, es decir son los

electrones los que estan interactuando [63].
¢ Interacciones Pi-alquilo

Es una interaccion de la nube de pi-electrones sobre un grupo aromatico y un grupo de electrones

de cualquier tipo alquilico [64]
e Interacciones Pi-Pi

Las interacciones Pi-Pi arilo-arilo son interacciones en la nube de pi-electrones entre dos grupos
aromaticos [65]. Las interacciones arilo-arilo se presentan en diversas formas, como de “T” de
borde a borde y la disposicion de apilamiento desplazada en paralelo. Mientras que en las proteinas
la disposicion de apilamiento desplazado en paralelo se observa més a menudo, las dos

disposiciones son de una energia similar -1,6 a -2,4 kcal/mol [59].
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e Interacciones Pi-sulfuro

La nube de electrones pi del anillo aromatico interactta con el par solitario de la nube de electrones
del &tomo de azufre [66].

e Interacciones Pi-anién

Es la interaccion entre grupos arométicos y aniones. Ciertos estudios han establecido que estas
interacciones son tan importantes como los puentes de hidrogeno ya que estas interacciones pueden
aumentar la energia de union en 2-5 Kcal/mol. Ademas, también se ha reportado que las

interacciones Pi-cation juegan un papel importante en procesos bioldgicos [60]

45.5.5. Interacciones hidrofobicas
Estas interacciones se dan entre las cadenas laterales de los aminoacidos hidrofobicos (A, V, L, I,
M, Y, F, W) este tipo de fuerzas son las mas débiles de todas las interacciones no covalentes, e

intervienen en el correcto plegamiento de las proteinas [67].
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CAPITULO 5: MARCO TEORICO
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5.1. Marco Tedrico

A finales del afio 2019 en la ciudad de Wuhan, China, se originé la enfermedad COVID-19, que es
provocada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 [68]. Este virus se extendio con rapidez por todo
el mundo y en marzo del 2020 fue declarada una pandemia por la Organizacion Mundial de la
Salud OMS [69].

Hasta el momento no existe un tratamiento definitivo, sin embargo, han surgido muchas propuestas,
entre ellas la cloroquina, hidroxicloroquina, azitromicina, ivermectina, corticoides, interferén beta
la (IFN-B 1la), lopinavir, ritonavir, tociluzimab, remdesivir, favipavir, umifenovir, plasma
convaleciente, por mencionar algunos, pero hasta el momento ninguno ha demostrado efectividad
comprobada [70]. Como lo menciona Vellingiri [71] las plantas tienen actividad antiviral positiva
in vitro e in vivo, se ha observado que su efecto puede ser diferente contra los virus RNA o DNA,

con o sin envoltura, incluso contra diferentes tipos o cepas de un virus.

El Eucalipto es un arbol perenne que pertenece a la familia Myrtaceae, originaria de Australia,
actualmente distribuida por todo el mundo. La hoja de eucalipto, a través de su compuesto principal
el Eucaliptol (1,8-cineol) ha demostrado su efecto antiviral en la influenza-A H1N1 a traves de la
inhibicion del RNAm [72] y accion en el virus de la bronquitis infecciosa aviar, un tipo de

coronavirus, mediante la inhibicién del ingreso en fase de penetracion y de replicacién viral [73].

En marzo del 2020 se publicé un prepint [8] donde se reportd un estudio in silico y se menciona
sobre la posible capacidad del Eucaliptol de actuar sobre la proteasa principal del coronavirus
3CLpro (Mpro/proteasa similar a la quimotripsina) proteasa importante en la replicacion viral del
SARS-CoV-2 [8]. En mayo del 2020 los mismos autores [74,75] publican un trabajo que realizaron
sobre las moléculas bioactivas del aceite esencial del eucalipto, como potenciales inhibidores del
coronavirus. En los coronavirus la proteasa Mpro esta implicada en la maduracion proteolitica del
virus y se ha examinado como posible diana mediante la inhibicién de la escision de la poliproteina
viral y asi prevenir la propagacion del virus. Las secuencias de las proteinas Mpro del SARS-CoV
y del SARS-CoV-2 son idénticas en un 96% de forma que es plausible que el Eucaliptol pudiera
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actuar sobre el nuevo coronavirus. Mediante simulacion computacional se pueden obtener

diferentes grados de unién entre los receptores de la proteasa y el ligando, en este caso el Eucaliptol.

Los resultados que obtuvieron Sharma y Kaur [74,75], muestran una afinidad entre el Eucaliptol y
la estructura proteica.

El presente trabajo de investigacion tiene la finalidad de encontrar la forma en la cual el Eucaliptol

u 1,8-cineol se acopla a la proteasa viral Mpro/3CLpro del SARS-CoV-2.

El acoplamiento molecular o docking molecular es una aplicacion de la mecéanica molecular
utilizada para predecir energias y modos de enlace entre ligandos y proteinas, proporciona
informacion de gran utilidad para el estudio de nuevos compuestos con efectos terapéuticos; en
estudios donde se aplica el acoplamiento molecular, usualmente la mejor conformacion o pose es
considerada como aquella que reporta la menor energia de union, alternativamente puede ser
seleccionada del cluster mas poblado entre los clusters obtenidos después del acoplamiento
molecular y también considerando el menor valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) con
respecto a una estructura de referencia [76].

Cuando se trabaja con proteinas y particularmente con enzimas como moléculas blanco, deben
considerarse tres factores importantes: La especificidad o selectividad molecular de la proteina o
enzima, la afinidad o fuerza con que se fija el sustrato o ligando a ella y la geometria del sitio de
unién.[76].
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Segln Sanchez [77] para describir la metodologia del acoplamiento o docking molecular, es Util
dividirla en una serie de etapas:

Primera etapa: el ligando. - Consiste en disponer de la estructura del ligando (generalmente
pequefia en relacion al blanco) candidato, molécula orgéanica con estructura tridimensional

conocida y que se encuentran en condiciones adecuadas para simular su unién al blanco.

Segunda etapa: el blanco. - Esta etapa requiere de la estructura tridimensional de la molécula
blanco o diana también denominada tarjet, la cual debe ser acondicionada o preparada para los
calculos subsecuentes y sobre la que debe identificarse el sitio de union de una molécula de prueba

o ligando.

Tercera etapa: el Acoplamiento. - Que es una parte importante del método, consiste en el
acoplamiento molecular o docking molecular, el cual usa un algoritmo del programa o software
computacional, toma al ligando y lo coloca dentro del sitio de unién o acoplamiento en una gran

cantidad de orientaciones [77].

6.1. Primera etapa: el ligando

Se recopilaron datos experimentales disponibles del ligando 1,8-cineol o Eucalyptol, en particular
se buscaran los datos de los parametros moleculares de intereés, es decir de longitudes de enlace, de
angulos e informacion espectroscépica. Posteriormente se trabajara con los programas
computacionales bajo plataforma Windows, utilizado para realizar la totalidad de los célculos
tedricos. Todos los célculos mencionados se realizaron en dos clusters instalados en el
departamento de Quimica Teorica y Computacional del Instituto de Investigaciones Quimicas 11Q
dependiente de la Carrera de Ciencias Quimicas FCPN UMSA y otro en el laboratorio de Quimica
General e Inorganica de las Carreras de Quimica Farmacéutica y Bioquimica dependiente de la
Carrera de Quimica Farmacéutica Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas FCBF

UMSA, en ambos cluster se usaron computadoras con procesador Intel Core i7 en un entorno
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Windows , se emplearon los programas de modelado molecular Spartan v18 y el programa quimio

informéatico molinspiration de la web .

La estructura del ligando Eucalyptol se traz6 usando la interfaz de Spartan; esta fue sometida a
calculos de optimizacion geométrica inicialmente de Mecénica Molecular para obtener la
estructura mas estable, posteriormente todas las estructuras fueron analizadas mediante el método
semiempirico PM3 para obtener valores mas confiables de energia y geometria. Para el método ab
initio se usaron la base 6-21G. Posteriormente la molécula se guarda como archivo mol2, en todos

los casos se realizaron las optimizaciones en medio acuoso y en medio etanolico.

Las geometrias moleculares optimizadas son consideradas como la conformacion con el minimo
de energia porque los modos vibracionales fueron calculados al mismo nivel de teoria y se observé
que todas las frecuencias de las estructuras sean positivas (numeros reales) por tanto se confirmé
que corresponden a minimos verdaderos en la superficie de energia potencial SEP del sistema. La
minimizacién de la energia de las estructuras se desarrollé por el método Fletcher-Reeves de
gradiente conjugado hasta un valor de gradiente RMS (Root-Mean-Square) menor a 0.100
kcal/(A°mol) o un méximo de 100 ciclos de iteracion, el limite de convergencia SCF empleado fue
de 0.001 kcal/mol.

6.2. Segunda etapa: el blanco

Para el desarrollo del presente estudio se utilizé como blanco (también denominado receptor, tarjet)
la proteasa viral Mpro/3CLpro del SARS-CoV-2 tomado de la base de datos del PDB (Protein
Data Bank) con la designacion 6LU7, el cual estad disponible unido a otro ligando. Hasta el

momento actual no se encuentra en este banco de datos de proteinas el cristalizado con Eucaliptol.

Las moléculas de proteinas estas indexadas en este banco de datos en forma purificada, cuyas
estructuras estan al estado cristalino y estan asociados a moléculas de agua y algunas moléculas

con las cuales han sido aisladas y resueltas.
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La preparacion del receptor consiste en la eliminacion de moléculas de agua, cofactores y algunas

moléculas con las que viene resuelta su estructura cristalina.

Para trabajar con la proteina denominada proteasa viral Mpro/3CLpro del SARS-CoV-2 primero
fue necesario descargar su archivo PDB de la pagina del Protein Data Bank PDB designado 6LU7;
obtenido este archivo se procedio a prepararla para el acoplamiento molecular, de la siguiente

manera.

e Elarchivo 6LU7 se cargo o importo en la interfaz de UCSF Chimera.

e En el menu superior de UCSF Chimera se abre la pestana “Actions “luego
Atoms/Bonds/Show y aparecen moléculas de agua, iones y otras moléculas con las que la
cristalografia fue resuelta.

e Parapreparar a la proteina se deben eliminar moléculas de agua, y moléculas que no forman
parte de la estructura de la proteina, para esto se selecciona la pestafia “Select” luego
“Residue” y se van seleccionando todo lo que se desea eliminar a continuacion se abre la
pestana “Actions” luego Atoms/Bonds/delete. Esto elimina todo lo seleccionado.

e Se somete a la proteina a una dinamica molecular durante 5ns para que estén los residuos
flexibles, el archivo refinado de salida obtenido fue etiquetado como 6LU7.Ref5 en formato
PDB.

Para la basqueda de las propiedades geométricas y topoldgicas de la proteina, cavidades
superficiales, internas y canales incluyen al sitio activo en el blanco, se usé el servidor CASTp [78]

que ofrece servicios en linea y es ampliamente utilizado desde 2003.

6.3. Tercera etapa: el Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se llevé a cabo de la siguiente manera. Con el software PyRx — Virtual
Screening Tool que utiliza a Autodock vina y a sus herramientas, con el command prompt y con

servidores en linea.
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6.3.1. Acoplamiento o docking molecular con PyRx- Virtual Screening Tool

PyRx— Virtual Screening Tool [84] Assisted Molecular Docking with Autodock4 and Autodock
Vina SOFT es un software de libre acceso, ejecuta el acoplamiento utilizando varios software de
codigo abierto como Autodock Vina Autodock4 Autodock tools Python, open Babel y sus

herramientas.

PyRx— Virtual Screening Tool incluye un asistente de acoplamiento con una interfaz de usuario
facil de usar que lo convierte en una herramienta valiosa para el disefio de farmacos asistido por
computadora. PyRx también incluye una funcionalidad similar a una hoja de calculo quimica y un
potente motor de visualizacion que son esenciales para el disefio de farmacos basados en la

estructura.

Para realizar el acoplamiento molecular o docking molecular utilizando PyRx— Virtual Screening
Tool se deben disponer del ligando y del blanco; en este estudio el ligando es el Eucaliptol
debidamente modelado y optimizado en la primera etapa, el archivo a utilizar es con la extension
mol2 es decir EucaliptolSpartan.mol2; el blanco tarjet o diana es la proteina proteasa
Mpro/3CL3CLpro del SARS-CoV?2 etiquetado en el banco de datos del PBD data bank como 6LU7
debidamente preparado en la segunda etapa como 6LU7.Ref5 en formato PDB.

PyRx ejecuta el acoplamiento en Autodock Vinay Autodock; y se procede de la siguiente manera:

Se importan a la proteina en extension PDB, una vez cargada se selecciona el icono Molecules,
luego ir a File load molecule, entonces seleccionar el archivo de la carpeta en formato mencionado

6LU7.Ref5.pdb y se carga apareciendo en la interfaz.

Todo lo descrito en el siguiente proceso, consiste en agregar hidrégenos, quitar hidrégenos no

polares, agregar cargas y guardar en formato Pdbqt.

Se selecciona a la proteina en la ventana de la izquierda, haciendo click derecho y se establece a la

macromolécula, make macromolecule Autodock, Make Macromolecule, y se verifica si se formo

31


https://pyrx.sourceforge.io/

el archivo respectivo seleccionando en el icono Autodock y en el icono de la macromolécula se

desplaza en + y aparece el archivo 6LUT.Ref.Pdbqt.

Para el ligando, se procede a cargar en PyRx, se importa la molécula en formato mol2,
EucaliptolSpartan.mol2 se abre, luego se establece a este como ligando, seleccionando make ligand
en Autodock, y se verifica si se formd el archivo Pdbqt del ligando respectivo en la ventana de
Autodock.

Obtenidas las carpetas con el ligando y la macromolécula, el docking se corrié de la siguiente

manera.

e En el menu inferior se selecciona “Vina Wizard” y se dio clic en “Start”.

e Se¢ marcaron al ligando de la carpeta de “Ligands” y la macromolécula de
“Macromolecules” (estas selecciones se pueden verificar en la parte inferior de la ventana)
y se presiona en “Forward” y enseguida aparece en la interfaz un cubo (caja de seleccion o
grid).

e Se escogid la zona de interés determinada citada en bibliografia y obtenida por Computed
Atlas of Surface Topography of proteins CASTp ir CASTp [78] con los amino&cidos
Glul66 His163 Cys145 seleccionando en el ment superior “molecules” luego en el signo
+ aparecen todos los aminoacidos constituyentes de la proteina, es aqui donde se
seleccionan los aminoéacidos; luego se da clic en el botdn rosado (Toogle Selection Spheres)
del menu superior y aparecen los aminoacidos en la interfaz, a continuacion se dan los
parametros de la caja de cetro en los ejes x,y,z y las dimensiones en Amstrong de X,Y,Z.

e Antes de iniciar el acoplamiento molecular, se establecio el grado de exhaustividad en 8 'y
luego se dio clic en “Run Vina”.

e Una vez terminado en acoplamiento, se vieron los datos obtenidos en la pestaia “Analyze

Results™.
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Para analizar graficamente las estructuras se guardaron en formato .pdb las que presentaron los
valores més bajos de binding affinity, esto desde la pestafia “Navigator” en la subpestafia

“Molecules” y la opcion “Save As”.

Todo este proceso se llevd a cabo 25 veces; estos procesos pueden durar mas 0 menos tiempo en

funcién de la potencia del PC que se utilice.

6.3.2. Acoplamiento o docking molecular con el simbolo del sistema 0 command prompt

El acoplamiento molecular utilizando el simbolo del sistema o command prompt consiste en
realizar los célculos usando el ejecutable de Autodock Vina, para este propdsito se requieren los

siguientes archivos:

e Archivos del receptor en formato pdbgt se utiliz6 como: receptor.pdbgt y también el
ligando: Eucaliptol Spartan. pdbqt.

e Archivo denominado configuracion del texto config.txt; donde se define el receptor, el
ligando, el centro en coordenadas x,y,z y las dimensiones de la caja o0 box que encierra al
sitio activo del receptor, la exhaustividad, y la generacion de los archivos de salida donde
se generan los resultados.

Una vez que se disponen de estos archivos, se evoca al ejecutable de Autodock Vina, en el
command prompt o simbolo del sistema, y Autodock Vina ejecuta segun las érdenes dadas en la

configuracion de texto, asi:

e Abrir el Command prompt
e Dar laruta: C:/Users/PC/Desktop/Docking CMD/CMD Euca2>vina.exe —config config.txt
6.3.3. Acoplamiento o docking molecular en linea

Se utilizaron servicios en linea para realizar el acoplamiento molecular, cada servicio requiere de
los archivos de la proteina que actiia como blanco tarjet o diana en formato pdb y del archivo del

ligando en este caso el Eucaliptol también en pdb.
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Los recursos utilizados fueron:
1-click docking, Covid 19 docking server, CB dock, , Docking server, Webina,

Los softwares PyRx que utiliza los archivos de Autodock vina y autodock tools, Amdock
Assisted Molecular Docking with Autodock4 and Autodock Vina SOFT y el Command prompt o

CMD que también utiliza los motores de Autodock vina y autodock tools

Para el acoplamiento se tomaron los parametros: libre rotacion de todos los enlaces del ligando con
libertad conformacional, adicién de cargas de Gasteiger a la proteina y al ligando, adicion de
hidrogenos a la proteina, generacion de 100 poses para el ligando y utilizacion del Algoritmo
Genético Lamarckiano (LGA). Este ultimo se utiliz6 bajo las siguientes condiciones: 100 corridas
del GA, 150 tamafio de poblacion, 250000 maximo nimero de evaluaciones de energia.
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CAPITULO 7: RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1. Andlisis y discusion de resultados
7.1.1. Resultados del modelado molecular del ligando 1,8-Cineol o Eucaliptol

Geometria molecular: Los resultados obtenidos en cuanto se refiere a la geometria molecular del
Eucaliptol, se presentan en las figuras 1,2, y figuras 3 se muestra la geometria de la molécula de
Eucaliptol optimizada por el método Hartree Fock y la teoria del funcional de densidad DFT
B3LYP 6-31G* ambos estudios al vacio y en medio etanolico y la numeracion respectiva. La tabla
A muestra los valores de las longitudes de enlace en Amstrong vy la tabla B los angulos de enlace
y finalmente la tabla C los angulos dihedrales.

Figuras 1,2,3 Estructuras Optimizadas del Eucaliptol al vacio; en medio etanolico y la numeracion
de los 4&tomos.

Figura 1 Estructura Optimizada del Eucaliptol por el método DFT B3LYP 6-31G* al vacio

Nota: Foto obtenida por optimizacion geométrica mecano cuantico del Eucaliptol método DFT
B3LYP 6-31G* al vacio con SPARTAN v18.
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Figura 2 Estructura Optimizada del Eucaliptol por el método DFT B3LYP 6-31G* en medio
etanolico

Nota: Foto obtenida por optimizacién geométrica mecano cuantico del Eucaliptol método DFT
B3LYP 6-31G* medio etanolico con SPARTAN v18.
Figura 3 Numeracion en la estructura Optimizada del Eucaliptol por el método DFT B3LYP 6-
31G*

Nota: Foto obtenida por optimizacion geométrica mecano cuantico del Eucaliptol método DFT
B3LYP 6-31G* con SPARTAN v18.
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Tabla A Longitudes de enlace (A) en el Eucaliptol

Longitudes | Longitudes | Longitudes Longitudes | Longitudes | Longitudes
de enlace | enlace (A) | enlace (A) en!ace ) en!ace (A) | enlace (A)
entre dos método método metodo metodo DATA
atomos HF vacio | DFT vacio HF DFT BANK
ETANOL | Etanol EUROPA
Ci1-C2 1,534 1,544 1,534 1,543 1,530
C1-Cé6 1,534 1,544 1,534 1,543 1,530
Ci1-C7 1,519 1,524 1,518 1,522 1,530
C1-O0 1,418 1,443 1,425 1,452 1,420
C2-C3 1,548 1,555 1,548 1,554 1,530
C2-H2.1 1,085 1,096 1,085 1,096 1,090
C2-H2.2 1,086 1,097 1,085 1,096 1,090
C3-C4 1,537 1,542 1,537 1,542 1,530
C3-H3.1 1,083 1,094 1,083 1,094 1,090
C3-H3.2 1,086 1,097 1,085 1,096 1,090
C4-C5 1,537 1,542 1,537 1,542 1,530
C4-C8 1,546 1,552 1,546 1,552 1,530
C4-H4 1,086 1,097 1,085 1,096 1,090
C5-C6 1,548 1,555 1,548 1,554 1,530
C5-H5.1 1,083 1,094 1,083 1,094 1,090
C5-H5.2 1,086 1,097 1,085 1,096 1,090
C6-H6.1 1,085 1,096 1,085 1,096 1,090
C6-H6.2 1,086 1,097 1,085 1,096 1,090
C7-H7.1 1,084 1,095 1,085 1,095 1,090
C7-H7.2 1,086 1,096 1,085 1,095 1,090
C7-H7.3 1,084 1,095 1,085 1,095 1,090
C8-C9 1,531 1,537 1,53 1,536 1,530
C8-C10 1,531 1,537 1,53 1,536 1,530
C8-0 1,424 1,453 1,431 1,462 1,400
C9-H9.1 1,084 1,095 1,085 1,096 1,090
C9-H9.2 1,082 1,093 1,082 1,093 1,090
C9-H9.3 1,086 1,097 1,086 1,096 1,090
C10-H10.1 1,084 1,095 1,085 1,096 1,090
C10-H10.2 1,086 1,097 1,086 1,096 1,090
C10H10.3 1,082 1,093 1,082 1,093 1,090
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ANOVA: Minitab v19, SSPSv26; Excel: P=0,999 FC=0,0211 FT=2,434
La significancia valor de p es mayor P > 0,05 es valida la Hipotesis nula

Nota: elaboracion propia con datos obtenidos por optimizacion geométrica mecano cuantico del
Eucaliptol con SPARTAN v18.

Se calcularon las propiedades moleculares con los métodos Hartree Fock al vacio y en medio
etanolicoy el método DFT también al vacio y medio etanolico, en este caso referido a las longitudes
de enlace intramolecular se encontré que no hay diferencia estadistica significativa entre las
longitudes de enlace en los 4 tratamientos cuanticos utilizados y el de referencia.

Las pruebas para verificar la igualdad de varianzas en los tratamientos dieron una Significancia
sig= 0,985 mayor a 0,05 el Ft es mayor al calculado Fc. Por tanto, es valida la Ho, es decir no hay
diferencia significativa entre las longitudes de enlace en el Eucalyptol determinados por los
métodos mecano cuanticos.

Por consiguiente, hay igualdad de varianzas, hecho que se evidencia a partir de las desviaciones
estandar.

En cuanto se refiere a los angulos encontrados la prueba de normalidad Kolmogorov-
Smirnov para los cuatro tratamientos, esto es para Hartree Fock al vacio y en medio etanolico; para
DFT al vacio y en medio etanolico muestra (una significancia de 0,2 mayor a 0,05) que los datos
se ajustan a una distribucién normal.

No se encontraron valores de angulos de esta molécula en los bancos de datos, por
consiguiente, se realiz6 un ANOVA de un factor para los datos encontrados por los cuatro

tratamientos cuanticos.
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Tabla B Angulos en grados (°) entre tres a&tomos en el Eucaliptol

DFT DFT ETANOL | HF VACUO | HF ETANOL
VACUO

0—C1—C7 105,4 105,6 105,9 106,06
0—C1—C2 108,5 108,49 108,43 108,37
C7—C1—C2 112,28 112,23 112,07 112,06
0—C1—C6 108,5 108,49 108,43 108,37
C7—C1—C6 112,28 112,23 112,07 112,06
C2—C1—C6 109,66 109,6 109,75 109,72
C1—0—C8 115,2 114,87 116,32 116,14
C1—C2—C3 109,43 109,53 109,37 109,44
C1—C2—H2.1 108,29 108,51 108,36 108,51
C1—C2—H2.2 109,74 109,51 109,88 109,73
C3—C2—H2.1 111,13 111,28 110,87 110,99
C3—C2—H2.2 111,26 111,24 111,25 111,21
C4—C3—C2 108,68 108,73 108,44 108,52
C4—C3—H3.1 111,25 111,28 111,48 1115
C4—C3—H3.2 108,79 108,78 108,89 108,86
C2—C3—H3.1 110,96 111,01 111,01 111,04
C2—C3—H3.2 110,89 110,87 110,84 110,82
H3.1—C3—H3.2 106,24 106,14 106,17 106,08
H2.1—C2—H2.2 106,93 106,7 107,03 106,89
C8—C4—C5 109,91 109,94 109,87 109,87
C8—C4—C3 109,91 109,94 109,87 109,87
C5—C4—C3 107,04 107,18 106,76 106,88
C8—C4—H4 109,16 108,99 109,29 109,22
C5—C4—H4 110,39 110,39 110,51 110,49
C3—C4—H4 110,39 110,39 110,51 110,49
C4—C5—C6 108,68 108,73 108,44 108,52
C4—C5—H5.1 111,25 111,28 111,48 1115
C4—C5—H5.2 108,79 108,78 108,89 108,86
C6—C5—H5.1 110,96 111,01 111,01 111,04
C6—C5—H5.2 110,89 110,87 110,84 110,82
H5.1—C5—H5.2 106,24 106,14 106,17 106,08
C1—C6—C5 109,43 109,53 109,37 109,44
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Cl1—C6—H®6.1 109,74 108,51 108,36 108,51
C1—C6—H®6.2 109,74 109,51 109,88 109,73
C5—C6—H6.1 111,13 111,28 110,87 110,99
C5—C6—H®6.2 111,26 111,24 111,25 111,21
H6.1—C6—H6.2 106,93 106,7 107,03 106,89
0—C8—C9 107,12 107,25 107,46 107,55
0—C8—C10 107,12 107,25 107,46 107,55
C9—C8—C10 108,38 108,31 108,37 108,33
O0—C8—C4 108,42 108,38 108,24 108,18
co9—C8—C4 112,75 112,69 112,53 112,5
C10—C8—C4 112,75 112,69 112,53 112,5
C8—C9—H9.1 109,35 109,85 109,42 109,82
C8—C9—H9.2 112,05 112,36 111,89 112,11
C8—C9—H9.3 111,14 111,14 111,12 111,2
C8—C10—H10.1 109,35 109,85 109,42 109,82
C8—C10—H10.2 111,14 111,14 111,12 111,2
C8—C10—H10.3 112,05 112,36 111,89 112,11
Cl1—C7—H7.1 110,27 110,74 110,29 110,63
C1—C7—H7.2 110,82 110,75 110,88 110,87
C1—C7—H7.3 110,27 110,74 110,29 110,63
H7.1—C7—H7.2 108,61 108,25 108,59 108,32
H7.1—C7—H7.3 108,18 108,01 108,12 107,96
H7.2—C7—H7.3 108,61 108,25 108,59 108,32
Prueba de normalidad SSPSv26 significancia sig=0,2 para los 4 tratamientos. ANOVA:
Minitab v19, SSPSv26; Excel: P=0,999 FC=0,001278 FT= 2,6464 La significancia valor
de p es mayor P > 0,05 es valida la Hipotesis nula

Nota: elaboracion propia con datos obtenidos por optimizacion geométrica mecano cuantica del
Eucaliptol con SPARTAN v18.

El ANOVA tanto en Minitabv19; SSPSv26 y Excel muestran que no hay diferencia estadistica
significativa entre los angulos de enlace entre tres atomos en el Eucalyptol determinados por los 2

métodos mecano cuanticos al vacio y en medio etanolico.
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Estos estadisticos nos muestran que la estructura molecular, conformacional, espacial del
Eucaliptol encontrado y calculado por estos métodos computacionales en comparacion con los

valores experimentales del Data Bank Europeo, se asemejan.

Tabla C Angulos Dihedros en grados (°) entre cuatro atomos en el Eucaliptol

Angulo dihedro DFT VACUO DFT ETANOL | HF VACUO HF ETANOL
Cc2—C1—0—C8 59,54 59,5 59,55 59,51
C6—C1—0—C8 -59,54 =NeE -59,55 -59,51
0—C1—C2—C3 -60,1 -60,02 -59,92 -59,83
O0—C1—C6—C5 60,1 60,02 59,92 59,83
C7—C1—C2—C3 -176,19 -176,32 -176,45 -176,52
C7—C1—C6—C5 176,19 176,32 176,45 176,52
C6—C1—C2—C3 58,25 58,27 58,35 58,33
C2—C1—C6—C5 -58,25 -58,27 -58,35 -58,33
C1—C2—C3—C4 3,09 250 3,36 3,22
C4—C5—C6—C1 -3,09 -2,9 -3,36 -3,22
C2—C3—C4—C8 54,96 55,4 54,23 54,57
C8—C4—C5—C6 -54,96 -55,4 54,23 -54,57
C2—C3—C4—C5 -64,38 -64,06 -64,87 -64,6
C3—C4—C5—C6 64,38 64,06 64,87 64,6
C1—O0—C8—C9 121,95 121,92 121,78 121,76
C1—0—C8—C10 -121,95 124,92 -121,78 -121,76
C1—O0—C8—C4 0 0 0 0
C5—C4—C8—0O 58,78 58,88 58,58 58,66
C3—C4—C8—0 -58,78 -58,88 -58,58 -58,66
C5—C4—C8—C9 -59,65 -5964 -60,03 -60
C3—C4—C8—C10 59,65 59,64 60,03 60
0—C1—C2—C3 -60,1 -60,02 -59,92 -59,83
C7—C1—C2—C3 -176,19 -176,32 -176,45 -176,52
C3—C4—C8—C9 -177,22 -177,41 -177,19 -177,31
C5—C4—C8—C10 177,22 177,41 177,19 177,31
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Prueba de normalidad SSPSv26 significancia sig=0.2 para los 4 tratamientos.
ANOVA Minitab v19, SSPSv26; Excel: P=0.411 FC=0.97 FT=2.70

Nota: elaboracion propia con datos obtenidos por optimizacién geométrica mecano cuéntico del
Eucaliptol con SPARTAN v18.

No se encontraron valores de referencia de angulos dihedros en los bancos de datos, los célculos
mostrados se basan en el analisis de los dos métodos cuanticos que comprenden a los cuatro
tratamientos DFT al vacio (método 1) y etanol (método 2) y Hartree Fock al vacio (método 3) y
etanol (método 4).

El anélisis ANOVA realizado muestra que no existe diferencia estadistica significativa entre los
valores de angulos diedros en la molécula de Eucaliptol calculados por los cuatro métodos.

Los angulos dihedrales nos ayudan a visualizar mejor a la molécula, asi por ejemplo si observamos
el angulo que forman los dos planos gque contienen a los atomos C1 C2 C3 C4 la interseccion de
estos dos planos nos da una lectura de 3°; en cambio si realizamos la misma medida en los &tomos
de carbono C4 C5 C6 C1 el angulo es -3° asi muestra la simetria presente en el Eucaliptol. Otro
angulo dihedro formado por los &tomos de carbono C3 C4 C5 C6 da un angulo dihedral de 64.06°
y -64.06° entre los carbonos C2 C3 C4 C5 ver tabla C

Tabla 1 Propiedades moleculares predichas para el Eucaliptol utilizando el método DFT
B3LYP, 6-31G

DFT B3LYP 6-31G Vacio | DFT B3LYP 6-31G Etanol
Propiedad Molecular
Formula Ci10H180 Ci10H180
PM(g/mol) 154,25 154,25
Energia (ua) -467,13 -467,14
Momento dipolar (Debye) | 1,3 1,75
E HOMO (ev) -6,24 -6,46
E LUMO (ev) 1,86 1,80
Propiedades QSAR
Area (A% 195,66 195,70
Volumen (A%) 181,95 181,96
PSA ( A% 6,505 6,637
LogP 1,86 1,86

Nota: elaboracion propia con Valores encontrados en el presente estudio SPARTAN v18
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Tabla 2 Descriptores de reactividad calculados para el Eucaliptol

DFT Vacio DFT Vacio DFT etanol | DFT etanol

ev Hartree ev Hartree
E HOMO (ev) -6,24 -0,229 -6,46 -0,237
E LUMO (ev) 1,86 0,068 1,80 0,066
AE (ev) 8,1 0,297 8,26 0,303
Potencial de ionizacion: 6.4
I=- E HOMO (ev) ’ 0,229 6,46 0,237
Electroafinidad:
A= - E LUMO (ev) -1,86 -0,068 -1,80 -0,066
Electronegatividad: 219 0,08 2,33 0,085

X = (1+A) /2 (ev)
Dureza total: 405 0,148 4,66 0,171
n=(I-A)/2 (ev) ;

Suavidad o blandura:

6 =1/n g 0,21

Potencial quimico: 219 0,08 -2,33 -0,085
U = (HOMO+LUMO)/2 :

indice de electrofilicidad: 0.592

w = P2/2n - 0,022 -0,582 -0,0213

Nota: elaboracion propia. I: potencial de ionizacion, A: electroafinidad, y: electronegatividad, n:
dureza total, o: blandura, p: potencial quimico, ®: indice de electrofilicidad global. Valores

encontrados en el presente estudio SPARTAN v18.

En la tabla 2 se puede ver el potencial quimico p que guarda una relacion directa con la
electronegatividad y, el potencial describe como la densidad electronica del sistema puede fluctuar,
expresando el flujo de electrones de una zona de alto potencial quimico a una region de menor
potencial quimico, la magnitud encontrada de p=-2.19 ev muestra que la densidad electrénica del
sistema puede variar de manera espontanea, debido a su valor negativo. En la misma tabla 2 se
muestra el valor de la electronegatividad y de 2.19 ev e indica como la molécula tiende a atraer
electrones sin cambiar su densidad electronica.

Se puede entender este potencial (ver figura 4) de la siguiente manera, si tuviéramos una carga

puntual positiva lejos de la molécula en estudio, y aproximamos esta carga positiva y se detecta si
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es atraida o repelida; en nuestro caso la figura 4 muestra la region cercana al oxigeno donde se

ejercera una fuerza de atraccion hacia una carga positiva.

Figura 4 Mapa del potencial del Eucaliptol, estructura Optimizada por el método DFT B3LYP
6-31G*

Nota: Foto obtenida por optimizacién geométrica mecano cuantico del Eucaliptol método DFT
B3LYP 6-31G* con SPARTAN v18.

En la tabla 3 y figura 5; se presentan los valores calculados de energia de los orbitales frontera
HOMO, HOMO-1; LUMO Yy LUMO+1 Yy los band-gap del Eucaliptol al vacio, los orbitales frontera
en medio etanolico son similares a estos y no se lo presenta, por consiguiente, el analisis es igual
en ambos medios. Se puede apreciar que la densidad electronica de los orbitales HOMO se
concentra en la region electrodonadora, es decir el oxigeno y su vecindad Cs C3 C4 Cgy Co. El
orbital LUMO tiene la densidad electronica distribuida sobre los carbonos del anillo C; C2 C3 Ca
Cs Cs y muestra orbitales deficitarios 0 zonas positivas en las regiones de los hidrdgenos,
especialmente los anulares.

En el HOMO-1 la densidad electronica esta centrada sobre los atomos de oxigeno, C1 Coy Csy
entre los C4 y Cg. En el LUMO+1 la densidad electrdnica se encuentra distribuida en los atomos

de carbono del anillo y en sus respectivos hidrogenos de la region basal u orientados en el eje Z.
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Figura 5 Orbitales HOMO LUMO del eucaliptol DFT al vacio

E tvmo= 1.86ev
1 AE=8.lev

E nomo = -6,24ev

Orbitales HOMO-1 LUMO+1 del Eucaliptol DFT al vacio

E tumo+1= 2,5ev

1 AE=9.8ev

E somo-1=-7.3ev

HOMO (Orbital Molecular ocupado més alto) es el dltimo orbital molecular que se
encuentra doblemente ocupado. Indica donde se encuentra el par de electrones que mas
facilmente puede perder o ceder la molécula, aca se encuentra en el oxigeno y proximidades
en color rojo. LUMO (Orbital Molecular vacio méas bajo desocupado) es el orbital de menor
energia que se encuentra vacio. Indica el lugar donde mas facilmente la molécula aceptaria un
par de electrones, regién distribuida en azul sobre los carbonos del anillo.
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Tabla 3 Valores calculados para los orbitales frontera y su respectivo band gap para el

Eucaliptol
DFT Vacio DFT Vacio DFT etanol DFT etanol
(eV) (Hartree) (eV) (Hartree)
LUMO 1,86 0,068 1,80 0,066
HOMO -6,24 -0,229 -6,46 -0,237
Band-gap 8,1 0,297 8,26 0,303
LUMO +1 2,5 0,092 2,4 0,088
HOMO -1 -7,3 -0,268 -7,4 -0,272
Band-gap 9,8 0,360 9,8 0,360

Nota: elaboracion propia con Valores encontrados en el presente estudio SPARTAN v18

Un band gap de 8.1 eV entre los orbitales HOMO LUMO muestra que la molécula es muy estable,
al igual que el band-gap entre los orbitales HOMO-1y LUMO+1 de 9.8 eV indica que se necesitaria
mucha energia para que ocurra una transicion electronica, al poseer mayor magnitud que el band-
gap de los orbitales HOMO-LUMO.

La dureza n expresa la diferencia o separacion entre el HOMO y LUMO, a mayor separacion de
energia mas dura es la molécula, el valor calculado en este estudio para el Eucaliptol dio el valor
de 4.05 eV, entonces tendra baja tendencia a dar o recibir electrones, entonces esta dureza se asocia
también con la estabilidad del sistema quimico.

La superficie de energia potencial se observa en la Figura 6; el color rojo muestra una elevada
densidad electronica ubicada alrededor del oxigeno, en cambio el azul regiones de baja densidad
electronica en regiones de los &tomos de hidrogeno, los colores intermedios como el verde se debe
en gran parte a la presencia de los enlaces covalentes entre &tomos de carbono con una densidad

electronica que tiende del promedio o intermedio existiendo un balance electronico.
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Figura 6 Mapa del potencial electrostatico del Eucaliptol, estructura Optimizada por el método
DFT B3LYP 6-31G*

Nota: Foto obtenida por optimizacion geométrica mecano cuantico del Eucaliptol método DFT
B3LYP 6-31G* con SPARTAN v18.
Funciones de Fukui:

Las funciones de Fukui para los estados cationicos, anionicos y neutros al vacio, calculados para
el Eucaliptol se muestran en la tabla cuatro.

Las funciones de Fukui para los estados catiénicos, aniénicos y neutros en medio etanolico,
calculados se muestran en la tabla cinco.

Los valores de las funciones de Fukui estan relacionados con la probabilidad de encontrar al
electrén en un orbital, lo que define al cuadrado de la funcion de onda del sistema; en consecuencia,
los valores de las funciones de Fukui negativos no se tomaran en el analisis porque no tienen
significado fisico. (Fukui, 1982)

Los valores f (+) de la tabla cuatro 4, muestra los valores mas altos en los carbonos C, C3 Cs y Cs
que conforman el anillo en el Eucaliptol y los carbonos metilos Cy C1o confiriéndoles caracteristicas
electrofilicas, haciéndolos susceptibles a ataques nucleofilicos. De manera similar se puede
analizar que el valor més alto de f(-) lo presentan los carbonos C; y Cgindicando que son mas

susceptibles a un ataque electrofilico.
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Tabla 4 Funciones Fukui para el Eucaliptol DFT 6.31G* al vacio

Numero Atomo f(+) f(-) f(0)

1 O -0,023 -0,275 -0,55
2 Ci1 0,061 0,134 0,312
3 C2 0,117 -0,007 -0,273
4 C3 0,117 0,036 -0,286
5 C4 0,099 0,065 -0,108
6 C5 0,117 0,036 -0,286
7 C6 0,117 -0,007 -0,273
8 C7 0,058 0,053 -0,457
9 C8 0,066 0,146 0,34
10 C9 0,111 0,013 -0,452
11 C10 0,111 0,013 -0,452
12 H21 -0,167 -0,167 0,139
13 H22 -0,227 -0,153 0,129
14 H31 -0,152 -0,134 0,14
15 H32 -0,189 -0,132 0,132
16 H4 -0,244 -0,151 0,115
17 H51 -0,152 -0,134 0,14
18 H52 -0,189 -0,132 0,132
19 H61 -0,167 -0,167 0,139
20 H62 -0,227 -0,153 0,129
21 H71 -0,102 -0,126 0,15
22 H72 -0,151 -0,109 0,136
23 H73 -0,102 -0,126 0,15
24 H91 -0,139 -0,098 0,149
25 H92 -0,119 -0,05 0,146
26 H93 -0,183 -0,113 0,132
27 H101 -0,139 -0,098 0,149
28 H102 -0,183 -0,113 0,132
29 H103 -0,119 -0,05 0,146

Valores calculados usando datos de cargas Mulliken encontrados en el presente estudio

SPARTAN v18
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Tabla 5 Funciones Fukui para el Eucaliptol DFT 6.31G* medio etanol

Numero Atomo f(+) f(-) f(0)

1 O -0,031 -0,291 -0,57
2 C1 0,009 0,077 0,273
3 Cc2 0,106 -0,03 -0,274
4 C3 0,108 0,011 -0,291
5 C4 0,031 0,032 -0,104
6 C5 0,108 0,011 -0,291
7 C6 0,106 -0,03 -0,274
8 Cc7 -0,023 0,021 -0,46
9 C8 0,034 0,04 0,306
10 C9 0,061 0,013 -0,453
11 C10 0,061 0,013 -0,453
12 H21 -0,178 -0,212 0,132
13 H22 -0,246 -0,178 0,146
14 H31 -0,178 -0,107 0,147
15 H32 -0,23 -0,094 0,146
16 H4 -0,323 -0,108 0,131
17 H51 -0,178 -0,107 0,147
18 H52 -0,23 -0,094 0,146
19 H61 -0,178 -0,212 0,132
20 H62 -0,246 -0,178 0,146
21 H71 0,004 -0,099 0,143
22 H72 -0,052 -0,087 0,161
23 H73 0,004 -0,099 0,143
24 H91 -0,038 -0,043 0,138
25 H92 -0,107 -0,058 0,144
26 H93 -0,125 -0,042 0,154
27 H101 -0,038 -0,043 0,138
28 H102 -0,125 -0,042 0,154
29 H103 -0,107 -0,058 0,144

Valores calculados usando datos de cargas Mulliken encontrados en el presente estudio

SPARTAN v18
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Tabla 6 Descriptores ADME para el Eucaliptol

SwissADME | ADMETIab
Formula C10H180 C10H180
PM 154,25 154,14
Refractividad molar 47,12 No calcula
TPSA (A?) 9,23 9,23
Absorcion Gl Elevado -
LogP 2,67 2,58
Caco 2 No calcula -4,41 Optimo
>-5,15
Distribucion PBB No calcula 90,093%
Distribucion BBB Si baja
Sustrato/Inhibidor de /No +/-
CYP1A2
Sustrato/Inhibidor de /No +++/-
CYP2C19
Sustrato/Inhibidor de /No ++/-
CYP2C9
Sustrato/Inhibidor de /No +/-
CYP2D6
Sustrato/Inhibidor de /No -/-
CYP3A4
Lipinski Si; 0 Aceptado
violacion
Mutagénesis de Ames | - -

Valores calculados SwissADME; y ADMETIab

En la tabla 6, estan los descriptores ADME (Absorcion Distribucion Metabolismo y Excrecion).
La linea celular Caco 2 es una linea de células epiteliales de cancer de colon humano, son utilizadas
para la evaluacion de la permeabilidad de farmacos in vitro. La permeabilidad de Caco-2 predicha
de un compuesto dado tiene dimensiones log cm/s. Se considera que un compuesto tiene una
permeabilidad de Caco-2 adecuada si tiene un valor predicho >-5,15. En este estudio se obtuvo
un resultado tedrico de -4.41, es decir presenta una buena absorcion. Muy relacionado a este
pardmetro se tiene al log P el logaritmo del coeficiente de distribucidn n-octanol/agua. log P es un

pardmetro muy atil con un impacto considerable tanto en la permeabilidad de la membrana como
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en la unién hidrofébica a macromoléculas, incluido el receptor objetivo, asi como otras proteinas
como proteinas plasmaticas, transportadores o enzimas metabolizadoras; Los compuestos en el
rango de 0 a 3 log mol/L se consideraran adecuados. La unién de un farmaco a las proteinas del
plasma (PBB) tiene una gran influencia en su comportamiento farmacodinamico. EI PBB puede
influir directamente en la biodisponibilidad oral porque la concentraciéon libre del farmaco esté en
juego cuando un farmaco se une a las proteinas séricas en este proceso; el eucaliptol presenta un
PBB aceptable. La familia del citocromo P450 humano (abreviados como CYP, son enzimas de
fase | de reacciones oxidativas) contiene 57 isoenzimas y estas isoenzimas metabolizan
aproximadamente dos tercios de los farmacos conocidos en humanos con el 80 % de este atributo
en cinco isoenzimas: 1A2, 3A4, 2C9, 2C19 y 2D6. La mayoria de estos CYP responsables de las
reacciones de fase | se concentran en el higado. El resultado de salida cualitativo muestra la
probabilidad de ser sustrato/inhibidor. Finalmente, en la prueba de Ames para mutagenicidad, el
efecto mutagénico tiene una estrecha relacién con la carcinogenicidad, y es el ensayo mas utilizado

para probar la mutagenicidad de los compuestos, muestra que el eucaliptol no es mutagénico.

7.1.2 Resultados del Acoplamiento molecular del ligando eucaliptol con la Main proteasa
del SARS Cov-2

A continuacion mencionamos los softwares, programas y servidores en linea utilizados para
realizar el acoplamiento molecular, 1-click docking [79], Covid 19 docking server [80], CB dock
[81], Docking server [82], Webina[83], ademas de los software PyRx [84]que utiliza los archivos
de Autodock vina y autodock tools, Amdock [85] Assisted Molecular Docking with Autodock4 and
Autodock Vina SOFT y el Command prompt o CMD que también utiliza los motores de Autodock

vina y autodock tools

Los analisis de docking dejan como resultado valores de Binding Affinity (BA) cuyas unidades
son Kcal/mol, es decir estos datos corresponden a la energia libre de Gibbs, por tanto, mientras

mas bajo sea el valor, mas alta sera la afinidad entre el ligando y el receptor [86].
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https://mcule.com/apps/1-click-docking/
https://ncov.schanglab.org.cn/
https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/php/blinddock.php
https://www.dockingserver.com/web
https://durrantlab.pitt.edu/webina/

Presentamos los resultados y discusion del acoplamiento entre la proteasa principal del coronavirus
SARS Cov-2 y el ligando eucaliptol, las visualizaciones se realizaron con los software Chimera
1.16 [89]; Discovery Studio 2021[90]; Molegro Molecular Viewer v7.0 2019[91], Schrodinger
maestro 13.2 v2022 [92] ; y Pymol 2.5.0 [93]

Las figuras siete 7 y ocho 8 muestran el acoplamiento entre el eucaliptol y la main proteasa del
SARS Cov-2; seis servidores PyRx, CMD, 1-Click docking, Amdock, Docking server, Webina
mostraron esta interaccion entre la Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el eucaliptol (en
magenta). visualizada en Chimeral.16

La main proteasa del SARS Cov-2 se puede apreciar en color amarillo, y el eucaliptol en color
magenta. Esta conformacién se obtuvo con seis (6) de los ocho (8) servidores y programas
utilizados para obtener el acoplamiento molecular, el eucaliptol esta ubicado en el sitio activo mas
probable detectado en la proteasa viral. Este sitio activo geométrica y topoldgicamente activo de la
proteina, presento una cavidad superficial que incluye al sitio activo en este blanco, en la cadena
A de la proteasa del SARS Cov-2 el sitio activo presento un volumen de 226 A2 con las coordenadas
(-13.5, 11.3, 71.6) y los siguientes aminoacidos activos: Arg 188, His 41, Pro 168, Met 49, Cys
145, Thr 190, Asp 187, Glu 166, His 164, Tyr 54, GlIn 189, Met 165, Leu 167, GIn 192; este sitio
activo se determind con el servidor CASTp_[78] que calcula la superficie topoldgica y geométrica

en las proteina, ofreciendo servicios en lineay ampliamente utilizado desde 2003.

Cabe mencionar que hasta la fecha 31 de agosto 2023 en el banco de datos de proteinas (PDB)
banco de datos mundial, no esté reportado o archivado la molécula de eucaliptol acoplada con la
proteasa del SARS Cov-2. Por este motivo no se pudo realizar una comparacion con un modelo

experimental.
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http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?201l%20

Figura 7 Acoplamiento entre el ecucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2

Imagen obtenida en el docking molecular con 6 servidores (PyRx, CMD, 1-Click docking,
Amdock, Docking server, Webina) entre la Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el
eucaliptol (en magenta). Visualizador Chimera 1.16

Ctrl+Click para ver video
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https://drive.google.com/file/d/11kCbk9n8ryr4hfQt48dUargUS_lTLrxC/view?usp=sharing

Figura 8 Acercamiento del acoplamiento del eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2

»

L

Imagen Acercamiento para visualizar el acoplamiento molecular con 6 servidores entre la Main

proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el eucaliptol (en magenta). Visualizador Chimera 1.16

En las figuras nueve 9 y diez 10, se muestran el acoplamiento molecular con el servidor Covid 19
server entre la Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el eucaliptol (plomo) y con el

servidor CBDock entre la Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el eucaliptol (azul).

En la Figura 9 se observa el acoplamiento entre el eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2
con el servidor Covid 19 server, el eucaliptol esta en plomo y la proteina en amarillo. En la Figura
10, el acoplamiento con el servidor CBDock entre la Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo)
y el eucaliptol (azul). Visualizador Chimera 1.16, estos dos servidores dan resultados muy
similares, encontrandose un RMSD entre ellos de 0,488, al no contar con el acoplamiento
experimental en el banco de datos de proteina PDB, se compararon las estructuras obtenidas entre
la estructura obtenida por CMD es decir con el command prompt, el RMSD de estas dos estructuras
puede apreciarse en la tabla 7, teniendo un valor de 3,031 y 3,079 valores altos para ser
considerados como conformaciones ideales pero que tampoco podemos descartar ya que no
podemos realizar la comparacion con la estructura cristalizada del eucaliptol con la proteasa ya que

esta no se encuentra en el PDB data bank.
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Figura 9 Acercamiento del acoplamiento del eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2 con
Covid 19 server

Imagen Acercamiento para visualizar el acoplamiento molecular con el servidor Covid 19 server
entre la Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el eucaliptol (plomo). Visualizador
Chimera 1.16

Figura 10 Acercamiento del acoplamiento del eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2 con
CBDock

Imagen Acercamiento para visualizar el acoplamiento molecular con el servidor CBDock entre la
Main proteasa del SARS Cov-2 (en amarillo) y el eucaliptol (azul). Visualizador Chimera 1.16

De la figura 11 a la figura 14 se muestran los mismos acoplamientos con el visualizador Molegro
virtual Docker
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Figura 11 Acoplamiento entre el ecucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2

Imagen para visualizar el acoplamiento molecular con 6 servidores entre la Main proteasa del
SARS Cov-2 (en plomo) y el eucaliptol (en verde). Visualizador Molegro virtual

Ctrl+click para ver video

Figura 12 Comparacion CBDok y 6 servidores de Acoplamiento entre el ecucaliptol y la main
proteasa del SARS Cov-2

Comparacion entre el acoplamiento entre el eucaliptol en celeste obtenido con CB dock y el
eucaliptol en verde obtenido por 6 servidores (PyRx, CMD, 1-Click docking, Amdock, Docking
server, Webina) Visualizador Molegro virtual Docker

Ctrl+click para video
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https://drive.google.com/file/d/1nbs2eR_L72EsJHYYf8kBT8PXMyxFxkDK/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1DD95DCtJHYE-jhiifKp4_uiffIki6mdU/view?usp=sharing

Figura 13 Comparacién Covid 19 server y 6 servidores de Acoplamiento entre el ecucaliptol y la
main proteasa del SARS Cov-2

Comparacién entre el acoplamiento entre el eucaliptol en amarillo obtenido con Covid 19 server
y el eucaliptol en verde obtenido por 6 servidores (PyRx, CMD, 1-Click docking, Amdock,
Docking server, Webina) Visualizador Molegro virtual Docker

Ctrl+click ver video

Figura 14 Comparacion del acoplamiento Covid 19 server y CBDock

Comparacion entre el acoplamiento entre el eucaliptol en amarillo obtenido con Covid 19 server
y el eucaliptol en celeste obtenido con CBDock. Visualizador Molegro virtual Docker

Ctrl+click ver video
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https://drive.google.com/file/d/1LkV9O97SogA-u2fu9kgVkcL1xv-ZVNnX/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/12zH8g0yrgii4MnolST1u9ejrsj4rD5QP/view?usp=sharing

Figura 15 Acercamiento del acoplamiento del eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2

Imagen muestra el acoplamiento molecular con 6 servidores entre la Main proteasa del SARS
Cov-2 (en celeste) y el eucaliptol (en verde). Visualizador Schrodinger maestro 13.2

Ctrl+click ver video

Figura 16 Acoplamiento del eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2 con CB dock y Covid
19 server

Acoplamiento con 2 servidores CB dock y Covid 19 server en la cavidad activa de la main
proteasa del SARS Cov-2. Visualizador Schrodinger maestro 13.2
Ctrl+click ver video
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https://drive.google.com/file/d/15HtEws3NayUKrwMRkSP1PXp8vES7kwRs/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1oVpWgxraMpo8lOYSxPV-_XoYubv6eJ3b/view?usp=sharing

En la Tabla 7, se muestran los valores de la energia de unién (BA), los valores de RMSD ( Root
mean Square deviation o raiz de la desviacion estandar cuadrada), los valores de Kd (constante de
disociacion del docking), la eficiencia de enlace (E.L) y los aminoacidos involucrados en el
acoplamiento entre el eucaliptol y la main proteasa principal del SARS Cov-2 con los ocho
servidores utilizados para ejecutar el acoplamiento.

Tabla 7 Energia de union, RMSD, constante de disociacion del docking, eficiencia de enlace
(E.L) entre el eucaliptol y la main proteasa principal del SARS Cov-2

Docking Energia de | RMSD | Kd(M) E.L kcal/mol/at | Aminoacidos
union No Hidrogenos | involucrados en la
(kcal/mol) interaccion
PyRx -4.5 0,033 6,74x10* -0,40909 Phe 140, Cys 145, His
Autodock | kcal/mol 163, His 164
Vina Met 165, Glu 166, His
172
1 click -4.2 0,066 | 1,097x10 -0,38181 Phe 140, Cys 145, His
docking kcal/mol 163, His 164,
mcule Met 165, Glu 166, His
172
CMD -4.5 0,000 | 6,74x10™ -0,40909 Phe 140, Leu 141, Ser
Simbolo kcal/mol 144, Cys 145, His 163,
delSistema His 164, Met 165, Glu
166, His 172
Webina -4.5 0,033 | 6,74x10™* -0,40909 Phe 140, Cys 145, His
kcal/mol 163, His 164
Met 165, Glu 166, His
172
Amdock -4.5 0,042 | 6,74x10™ -0,41000 Phe 140, Cys 145, His
kcal/mol 163, His 164,
Met 165, His 172,
Docking -5,4 0,010 | 1,56x10™* -0,49090 Phe 140, Cys 145, His
Server kcal/mol 163,
His 172, Glu 166, Ser
144, Asn 142
CBdock |-5,0 3,031 |[2,99x10* -0,45454 Phe 140, Cys 145, His
kcal/mol 163, His 164
Met 165
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Covid - 3,079 |9,32x10* -0,39090 Phe 140, Cys 145, His
Server 4,3kcal/mol 163, His 164
Met 165

Energia de union, RMSD, constante de disociacion, eficiencia de enlace (L.E) del docking entre
el eucaliptol y la main proteasa principal del SARS Cov 2 encontrados con los 8 programas de
docking molecular. Los RMSD se calcularon en base al CMD.

Con las conformaciones obtenidas se obtuvo la energia libre de Gibbs para la unién entre el
eucaliptol y la proteasa viral, pardmetro energético que es calculado por los programas respectivos

y presentada en forma de afinidad energética. Mediante el uso de la expresion:

AG° = - RT Ln Kd, se calcul6 la constante de equilibrio Kd para cada una de las interacciones.
Como se puede apreciar las constantes Kd tienen valores expresados en molar muy bajos, hecho
que indica Christopher W. Murray en sus trabajos de validaciones de ligandos [87], basdndonos en
estos hallazgos podemos afirmar que la molécula de eucaliptol y su objetivo biolégico el sitio
activo de la main proteasa del SARS Cov-2 se unirian fuertemente, este indicador de afinidad se

muestra en la tabla 7.

Otro enfoque es analizar el valor de la eficiencia de enlace L.E. que representa una medida que
relaciona la energia libre de union con el tamafio de la molécula. Con la ecuacion [88] E.L. = AG®
/ n donde E.L. representa a la eficiencia de enlace en Kcal/mol y n representa el nimero de atomos
que no incluye a los &tomos de hidrogeno. Los valores para este indicador de afinidad también se
muestran en la tabla 7. Segun la ecuacion para hallar la eficiencia de enlace, a medida que aumenta
la eficiencia de enlace, disminuye el peso molecular de la molécula en estudio en nuestro caso el
eucaliptol con un peso molecular de 154 g/mol constituye un ligando pequefio hecho que
promoveria una buena eficiencia de enlace. La eficiencia de enlace es uno de los indices mas
utilizados en la actualidad, es expresado en Kcal/mol/atomos que no son hidrogeno [88],
proporciona una idea de la magnitud de energia de enlace por atomo distinto al de hidrogeno. Hay
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que tener presente que el valor de la eficiencia de enlace debe ser negativo, ya que la energia libre

de unidn es negativa.

En la misma Tabla 7, se muestran los valores de RMSD, se reitera que los valores en cada servidor
y/o programa e interfaz dio el valor de cero, fueron esas estructuras conformacionales que fueron
seleccionadas por este valor nulo, al no contar con la estructura cristalografica de acoplamiento
entre el eucaliptol y la main proteasa del SARS Cov-2 en el banco de datos de proteinas, es que se
procedié a calcular nuevamente los valores de RMSD que se ven en la Tabla 7 pero comparando

con la estructura quimica conformacional obtenida con el command prompt CMD.

La Tabla 8 muestra las interacciones de caracter hidrofébico que se presentaron entre el
eucaliptol y la proteasa viral, se muestran los residuos de aminoécidos de la proteasa y las
distancias entre el ligante (eucaliptol) y la proteasa viral; en la Tabla 9 se muestran las
interacciones detectadas por puente de hidrogeno, donde se indican los &tomos donor y aceptor.
Ambos tipos de interaccion también se pueden apreciar desde las figuras 17,18,19,20,21,22,23,

hasta la Figura 24.
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Tabla 8 Interacciones Hidrofobicas

Hidrofobicas | Residuo Aminoacido | Distancia Atomo Atomo en la
A° ligante proteina
PyRx 140 A Phe 3.72 2904C 1340C
Autodock 166 A Glu 3.81 2896C 1583C
Vina
1 click 140 A Phe 3.71 2904C 1340C
docking 166 A Glu 3.79 2896C 1583C
mcule
CMD 140 A Phe 2. 7l 2904C 1340C
Simbolo del | 166 A Glu 3.84 2896C 1583C
sistema
Webina 140 A Phe kit 2904C 1340C
166 A Glu 3.82 2896C 1583C
Amdock 140 A Phe Sl 2904C 1340C
166 A Glu 3.84 2896C 1583C
Docking 140 A Phe 3.35 2904C 1340C
server 166 A Glu 3.54 2896C 1583C
CB dock 142 A Asn 3.76 2380C 1099C
166 A Glu 3.67 2374C 1283C
Covid 142 A Asn 3.76 2380C 1099C
Server 166 A Glu 3.67 2374C 1283C

Interacciones detectadas con PLIP Protein Ligand Interaction Profiler https://plip-tool.biotec.tu-
dresden.de/plip-web/plip/index) entre el eucaliptol y la main proteasa del SARS CoV2 con los 8
softwares y servidores de acoplamiento. PLIP
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Tabla 9 Interacciones por puentes de hidrogeno

Puentes de | Residuo Aminoacido | Distancia Atomo Atomo
H A° donor aceptor
proteina Ligante
Eucaliptol

PyRx 163 A His 3.21 H-A N3 1553 03 2905

Autodock 4.08 D-A

Vina

1 click 163 A His 3.21 H-A N3 1553 03 2905

docking 4.08 D-A

mcule

CMD 163 A His 3.20 H-A N3 1553 03 2905

Simbolo del 4.08 D-A

sistema

Webina 163 A His 3.21 H-A N3 1553 03 2905
4.08 D-A

Amdock 163 A His 3.20 H-A N3 1553 03 2905
4.08 D-A

Docking - - - - -

server

CB dock - - - - -

Covid - - - - -

Server

Interacciones detectadas con PLIP Protein Ligand Interaction Profiler https://plip-tool.biotec.tu-
dresden.de/plip-web/plip/index) entre el eucaliptol y la main proteasa del SARS CoV2 con los 8
softwares y servidores de acoplamiento. PLIP

En el banco de datos de proteinas (PDB) hasta la fecha 31 de agosto 2023, no esta reportado o
archivado en este banco de datos mundial la molécula (eucaliptol) acoplada con la main proteasa

del SARS Cov2. Por este motivo no se pudo realizar una comparacion con un modelo experimental.
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Tabla 10 Momentos dipolares hidrofébicos en aminoécidos

Aminoéacido | Momento dipolar
hidrofobico Ha
Gly 0
Ala 0
Val 0,48
Leu 1,0
lle 1,2
Pro 0,18
Cys 0,17
Met 1,9
Thr 1,5
Ser 0,73
Phe 1,1
Trp 1,6
Tyr 1,8
Asn .3
Gln 1,9
Asp 1,9
Glu 3,0
His 0,99
Lys L7/
Arg 10

Tabla segun Eisenberg, D 1982 ref [94]



Tabla 11 Escala de hidrofobicidad para aminoacidos

Aminoacido | escala (Kcal/mol)

lle 0,73
Phe 0,61
Val 0,54
Leu 0,53
Trp 0,37
Met 0,26
Ala 0,25
Gly 0,16
Cys 0,04
Tyr 0,02
Pro -0,07
Thr -0,18
Ser -0,26
His -0,40
Glu -0,62
Asn -0,64
GlIn -0,69
Asp -0,72
Lys -1,1
Arg -1,8

Los valores corresponden a una escala de consenso. Los aminoacidos estan ordenados en escala

decreciente de hidrofobicidad y las magnitudes constituyen el valor necesario para la
transferencia desde una fase hidrofobica a una hidrofilica. Tabla segun Eisenberg, D 1982 ref

[94]
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Figura 17 Interacciones hidrofébicas detectadas con Discovery Studio 2021 software PyRx
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2. Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofobicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido por el software PyRx, visualizado en Discovery Studio 2021.

Cirl+click ver video

El docking entre la proteasa y el eucaliptol realizado con PyRx que utiliza el software Autodock a
través de su ejecutable vina.exe mostro 8 interacciones de las cuales 4 son de tipo hidrofébico y 4
Van Der Waals. De las interacciones hidrofébicas una es Alkyl con la Cys145 y las restantes 3
estan formadas por una interaccion hidrofébica Pi-alkyl dos con la His163 y una con la His172.
Las interacciones de VVan der Waals se dan con los aminoacidos Phe140, His164, Met165 y Glu166.

Ver Figura 17
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Figura 18 Interacciones hidrofébicas detectadas con Discovery Studio 20211-Clik docking
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2. Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofébicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo VVan Der Waals. Obtenido por el servidor 1-Clik docking, visualizado en Discovery Studio
2021. Ctrl+click ver video

El docking empleando el servidor 1-click docking presento también 8 interacciones, cuatro
hidrofébicas Cys 145 alkyl, His 163 Pi-alkyl en dos regiones, His 172 Pi-alkyl, y cuatro
interacciones Van Der Waals con los aminoacidos Phe 140, His 164, Met 165 y Glu 166. Ver

Figura 18
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Figura 19 Interacciones hidrofobicas detectadas con Discovery Studio 2021 CMD
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2.Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofébicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido con Command Prompt CMD, visualizado en Discovery Studio

2021. Ctrl+click ver video

El acoplamiento utilizando CMD (Command prompt) mostro 10 interacciones con aminoacidos

clave en la proteasa principal del coronavirus.

Una con puente de hidrogeno entre el eucaliptol y la Ser144, 4 interacciones hidrofébicas una tipo
Alkyl con la Cys145, 3 Pi-alkyl de las cuales dos se presentan con el aminoécido His163 y una con
la His172. Las interacciones de tipo Van Der Waals se presentaron con los aminoacidos Phel40,
Leul4l, His164, Metl65, y Glu166. Ver Figura 19
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Figura 20 Interacciones hidrofobicas detectadas con Discovery Studio 2021 Webina
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2.Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofébicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido con el servidor Webina, visualizado en Discovery Studio 2021.

Ctrl+click ver video

El acoplamiento usando el servidor Webina se presentaron 8 interacciones con los aminoacidos

Cys 145, His 163, His 163, His 172, Phe 140, His 164, Met 165 y Glu 166

Cys 145 hidrofdbica tipo Alkyl, His 163 Hidrofdbica Pi-Alkyl, His 163 Hidrofobica tipo Pi-Alkyl,
His 172 Hidrofdbica Pi-Alkyl y las interacciones Van Der Waals con Phe 140, His 164, Met 165,

Glu 166. Ver Figura 20
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Figura 21 Interacciones hidrofobicas detectadas con Discovery Studio 2021 AMDock
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2.Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofdbicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido con el servidor Amdock, visualizado en Discovery Studio 2021.

Ctrl+click ver video

Con el servidor Amdock, se obtuvieron 4 interacciones cinco interacciones hidrofobicas, dos de
las cuales se formaron con el aminoacido Cys 145 tipo Alkyl, dos con la His 163 Pi-alkyl, y un Pi-
alkyl con His 172. Las interacciones Van Der Waals se presentaron con los aminoacidos Phe 140,
His 164 y Met 165. Ver Figura 21
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Figura 22 Interacciones hidrofdbicas detectadas con Discovery Studio 2021 Docking Server
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2.Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofdébicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido con Docking Server, visualizado en Discovery Studio 2021.
Ctrl+click ver video

El docking empleando el servidor Docking server presento 8 interacciones, cuatro hidrofobicas
Cys 145 alkyl, His 163 Pi-alkyl en dos regiones, His 172 Pi-alkyl, y cuatro interacciones Van Der
Waals con los aminoacidos Phe 140, His 164, Met 165 y Glu 166. Ver Figura 22

72


https://drive.google.com/file/d/1Upnht-2JBjVnTxQWMjVU2PLBAOYquhLZ/view?usp=sharing

Figura 23 Interacciones hidrofobicas detectadas con Discovery Studio 2021CBDock
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2.Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofdobicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido con CBDock, visualizado en Discovery Studio 2021. Ctrl+click

ver video

CB dock genero seis interacciones, dos interacciones hidrofobicas tipo Alkyl con la Cys 145y una

Pi-alkyl con His 163. Las de Van Der Waals fueron con Phe 140, His 164 y Met 165. Ver Figura
23
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Figura 24 Interacciones hidrofobicas detectadas con Discovery Studio 2021 Covid 19 Server
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Interacciones del eucaliptol con los aminoacidos de la main proteasa del SARS Cov-2.Lineas
punteadas rosadas representan interacciones hidrofébicas, aminoacidos en verde interacciones de
tipo Van Der Waals. Obtenido con Covid 19 Server, visualizado en Discovery Studio 2021.

Ctrl+click ver video

Covid Server mostro seis interacciones, dos de las cuales tipo Alkyl con el aminoacido Cys 145y

una Pi-alkyl con His 163. Las tres interacciones Van Der Waals restantes fueron con los

aminoacidos Phe 140, His 164 y Met 165. Ver Figura 24
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El PLIP es una herramienta en linea, es un perfilador de la interaccion proteina ligando de sus siglas
en inglés (Protein Ligand Interaction Profiler https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-
web/plip/index) PLIP

Utilizado esta herramienta, se detectaron las siguientes interacciones (ver fig 25y 26):

PyRx , 1.click docking, CMD, Webina y Amdock y Docking server presentaron dos interacciones

hidrofébicas entre el ligando eucaliptol con los aminoacidos Phe 140 y Glu 166 de la main proteasa.

CB dock y Covid server en cambio mostraron dos interacciones hidrofdbicas entre el eucaliptol y

los aminoacidos Asn 142 y Glu 166 de la main proteasa.

PyRx , 1.click docking, CMD, Webina y Amdock presentaron un puente de hidrogeno entre el
oxigeno del eucaliptol y el hidrogeno perteneciente al nitrégeno de la His 163; puente no detectado

con CB dock y Covid server.
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Figura 25 Interacciones por puente de Hidrogeno e hidrofébicas detectadas con PLIP con PyRX,
CMD, 1-Click docking, Amdock, Docking server y Webina
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Interacciones detectadas con PLIP Protein Ligand Interaction Profiler https://plip-tool.biotec.tu-

dresden.de/plip-web/plip/index) entre el eucaliptol y la main proteasa del SARS CoV2 con 6

softwares y servidores de acoplamiento: PyRx, CMD, 1-Click docking, Amdock, Docking server

y Webina. Lineas punteadas interacciones hidrofobicas, linea continua puente de Hidrogeno.
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Figura 26 Interacciones hidrofobicas detectadas con PLIP con CBDock y Covid 19 server
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Interacciones detectadas con PLIP Protein Ligand Interaction Profiler https://plip-tool.biotec.tu-

dresden.de/plip-web/plip/index) entre el eucaliptol y la main proteasa del SARS CoV2 con 2

servidores de acoplamiento, CBDock y Covid 19 server. Lineas punteadas interacciones

hidrofobicas.
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Los siguientes descriptores quimicos que se calcularon en el presente estudio, explicarian las
interacciones entre el ligando eucaliptol y la proteasa principal del SARS Cov-2 que se presentaron
y que se describieron anteriormente, especialmente las fuerzas de atraccion de Van Der Waals y

las interacciones hidrofobicas.

El potencial quimico p hallado para el eucaliptol (tabla 2) describe como la densidad electronica
del sistema puede fluctuar, el flujo de electrones se da de una zona de alto potencial quimico a una
region de menor potencial quimico, el valor negativo encontrado p=-2,19 eV muestra que la
densidad electronica del sistema puede variar de manera espontdnea. Un descriptor muy
relacionado al potencial quimico de manera directa es la electronegatividad y que para esta
molécula tiene el mismo valor de signo contrario y = 2,19eV e indica como la molécula tiende a

atraer electrones sin cambiar su densidad electronica.

En la Tabla 3y Figura 5 se aprecia las energias de los orbitales frontera HOMO, HOMO-1, LUMO
y LUMO+1 y los respectivos band-gap del eucaliptol. Se puede ver que la densidad electronica de
los orbitales HOMO se concentra en la region del oxigeno del eucaliptol y los carbonos Cs Cz Ca
Cs Co. El orbital LUMO en el eucaliptol presento una densidad electronica distribuida sobre los
carbonos del anillo C; C2 C3 C4 Cs Cs mostrando orbitales deficitarios o zonas positivas en las

regiones de los hidrogenos especialmente los anulares.

La diferencia de energias de los orbitales frontera HOMO LUMO, se denomina band-gap, el valor
hallado para el eucaliptol fue de 8,1 eV (Tabla 3) y la diferencia entre HOMO-1 y LUMO+1 dio
9,8 eV (Tabla 3) este valor sugiere que se necesita mucha energia para que ocurra una transicion
electronica. Muy relacionado a estas diferencias, se encuentra la dureza que expresa la separacion
entre HOMO y LUMO, el valor hallado para el eucaliptol fue de 4,05 eV que sugiere una buena

estabilidad del sistema quimico con baja tendencia a dar o recibir electrones.

En el desarrollo del presente estudio se encontré que la interaccion hidrofobica es muy
predominante, este hecho nos exige recordar que los momentos hidrofébicos segun Eissenberg [94]

son igual a la suma vectorial de los momentos hidrofobicos individuales de cada componente en
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una macromolécula, en nuestro caso los aminoacidos que forman parte del sitio activo de la
proteasa del SARS Cov-2. Para considerar los momentos hidrofobicos, se puede consultar la tabla
de escalas de hidrofobicidad de los aminoacidos (tabla 10). Una interaccion como la hidrofdbica
en la cual aparentemente no existen enlaces pareceria que siempre es inespecifica, lo que significa
que dos 0 més atomos cualesquiera con cierto caracter hidrofébico interactuaran entre si. En la

Tabla 11 se puede apreciar las escalas de hidrofobicidad para los aminoacidos.

La interaccion de un compuesto con una macromolécula depende en gran parte de sus
caracteristicas hidrofobicas, también dependera de las caracteristicas hidrofobicas de la superficie
macromolecular, en este estudio de las caracteristicas hidrofobicas del sitio activo ya que la

mayoria de los aminoacidos encontrados en este sitio activo son de caracter hidrofobico.

Finalmente, otro comentario respecto a la interaccién hidrofébica que fue mencionada es que este

tipo de interaccion tiene lugar en una gran mayoria de los sistemas biol6gicos.
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CAPITULO 8: CONCLUSIONES
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8.1. Conclusiones

Los calculos quimico cuéanticos, empleando la teoria DFT B3LYP/6-31G han sido aplicados sobre
la estructura del eucaliptol, para investigar algunas propiedades geométricas, electronicas, de
reactividad quimicay descriptores ADME en un intento de comprender el comportamiento reactivo
de este, con la finalidad de disponer de informacion preliminar para nuestro estudio de
acoplamiento molecular del eucaliptol con la proteasa principal del coronavirus, problemética

actual de gran relevancia.

Se lograron determinar la energia de los orbitales HOMO-LUMO con su respectivo band-gap,
mostrando la molécula estudiada una gran estabilidad energética electronica, se calcul6 y analizé
el mapa de potencial electrostatico (MPE) tedrico y se logré establecer los sitios de mayor y menor
densidad electronica, empleando las funciones de Fukui se pudo establecer los sitios mas
susceptibles para que se lleve a cabo reacciones nucleofilicas, electrofilicas. Los valores de las
funciones Fukui f(+), mostraron los valores mas altos en los carbonos C2 Cz Cs y Cs que conforman
el anillo en el eucaliptol y los carbonos metilos Cg C1o confiriendoles caracteristicas electrofilicas,
haciéndolos susceptibles a ataques nucleofilicos. De manera similar se pudo analizar el valor mas
alto de las funciones Fukui f(-) lo presentan los carbonos C: y Csg indicando que son mas
susceptibles a un ataque electrofilico. Debemos mencionar también a los descriptores ADME
hallados para el eucaliptol, que sugieren una buena absorcién a través de las membranas y que el
eucaliptol no es mutagénico desde el punto de vista de la quimica teérica. Esa parte del estudio
intento entender desde la mecénica cuéantica usando la Teoria de Funcionales de la Densidad DFT

el tipo de reactividad que tendra el eucaliptol al interactuar con otras moléculas o macromoléculas.

Con respecto al acoplamiento molecular o docking, el sitio activo en el blanco o receptor que
constituye la proteasa del SARS Cov-2 geomeétrica y topoldgicamente activo de la proteina,
presento una cavidad superficial que incluye al sitio activo en este blanco, en la cadena A de la
proteasa del SARS Cov-2 el sitio activo presento un volumen de 226 A con las coordenadas (-
13.5,11.3, 71.6) y los siguientes aminoacidos activos: Arg 188, His 41, Pro 168, Met 49, Cys 145,
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Thr 190, Asp 187, Glu 166, His 164, Tyr 54, GIn 189, Met 165, Leu 167, GIn 192; este sitio activo
se determind con el servidor CASTp_[78]

En el docking molecular, se obtuvieron las conformaciones del eucaliptol en el mencionado sitio
activo de la proteasa del SARS Cov-2, seis de las conformaciones obtenidas con seis servidores
ylo software presentan un RMSD de cero que corresponden a la energia de union o energia de
acoplamiento mas probable (ver tabla7) con valores de -4,5 Kcal/mol esta energia se denomina
también en los andlisis de docking: Binding Affinity (BA) cuyas unidades son Kcal/mol,
corresponden a la energia libre de Gibbs, por tanto, mientras mas bajo sea el valor, mas alta seré la
afinidad entre el ligando y el receptor [86]. Podriamos afirmar que esta conformacion obtenida del
eucaliptol es la mas probable, pero hasta la fecha (31-08-2023 en el banco de datos de proteinas
(PDB) no esta reportado o archivado la molécula de eucaliptol acoplada con la main proteasa del

SARS Cov2. Por este motivo no se pudo realizar una comparacion con un modelo experimental.

Dos de los servicios en linea, Covid 19 server y CBDock dieron un RMSD entre ellos de 0,488, al
no contar con el acoplamiento experimental en el banco de datos de proteina PDB, se compararon
las estructuras obtenidas entre la estructura obtenida por CMD es decir con el command prompt,
el RMSD de estas dos estructuras puede apreciarse en la tabla siete 7, teniendo un valor de 3,031
y 3,079 valores altos para ser considerados como conformaciones ideales pero que tampoco
podemos descartar ya que no podemos realizar la comparacion con la estructura cristalizada del

eucaliptol con la proteasa ya que esta no se encuentra en el PDB data bank.

El entorno aminoacidico que rodea al eucaliptol constituyen los monémeros: Phe 140, Leu 141,
Ser 144, Cys 145, His 163, His 164, Met 165, Glu 166, His 172 que se repiten en cada uno de los

software y servicios en linea utilizados (ver Tabla 7)

Existe una predominancia de fuerzas de interaccion hidrofébica intermolecular en el acoplamiento,
ya que las caracteristicas hidrofobicas del sitio activo se deben a que la mayoria de los aminoacidos

encontrados en este sitio activo son de caracter hidrofébico.
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Glosario:

ab initio: procedimiento de célculo de estructuras quimicas a primeros principios
CoV-2 o Covid 19: virus betacoronavirus

SARS: Sindrome respiratorio agudo severo

MERS: Sindrome respiratorio del Medio Oriente

Mpro/3CLpro: Main protease/3Chemotripsinelike protease; proteasa principal del coronavirus,

similar a 3 quimotripsina

ORFs: open reading frames Marco Abierto de lectura
Nsps: nonstructural proteins, proteinas No estructurales
PDB: Protein Data Bank, Banco de datos de proteinas

Pdbqt: formato para utilizar en el docking, describe qué subconjuntos de atomos de la molécula

giran
6LU7: Estructura cristalizada de la proteina principal del coronavirus Covid 19 del PDB
Spartan v18: Software para modelacion molecular

UCSF Chimera: es un programa extensible para la visualizacion interactiva y el anélisis de

estructuras moleculares

CASTp: protein pocket measurements; Atlas informatico de topografia superficial de
proteinas (CASTp) proporciona una caracterizacion cuantitativa completa y detallada de las

caracteristicas topograficas de las proteinas.

AutoDock Vina: es un software de simulacion de modelado molecular y docking, es especialmente
efectivo para el acoplamiento proteina-ligando. AutoDock esta disponible bajo la Licencia Pablica
General GNU.
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https://en.wikipedia.org/wiki/CASTp

AutoDockTools1.5.2: herramientas de Autodock Vina y Autodock 4

PyRx: software de deteccion virtual para el descubrimiento computacional de farmacos que se
puede utilizar para examinar bibliotecas de compuestos frente a posibles objetivos
farmacoldgicos. PyRx permite a los quimicos medicinales ejecutar exdmenes virtuales desde
cualquier plataforma y ayuda a los usuarios en cada paso de este proceso, desde la preparacion de
datos hasta el envio de trabajos y el analisis de los resultados. Assisted Molecular Docking with
Autodock4 and Autodock Vina SOFT es un software de libre acceso, ejecuta el acoplamiento
utilizando varios software de codigo abierto como Autodock Vina Autodock4 Autodock tools

Python, open Babel y sus herramientas.

CMP: command prompt, simbolo del sistema
1-click docking: acoplamiento con 1-click, servicio en linea

Covid 19 docking server: Un servidor web para acoplar moléculas pequefias, péptidos o anticuerpos
a dianas proteicas de COVID-19

CB dock: Acoplamiento ciego guiado por deteccion de cavidades, identifica automaticamente los
sitios de union, calcula el centro y el tamafio, personaliza el tamafio de la caja de acoplamiento.

Docking server: servidor de acoplamiento molecular proteina-ligando; servidor molecular de
Docking ayuda a configurar ligandos y proteinas para el modelado molecular y el acoplamiento de
ligandos mediante un cribado virtual de alto rendimiento.

Webinar: Una biblioteca de codigo abierto y una aplicacion web que ejecuta AutoDock Vina
completamente en el navegador web.

Hartree Fock: método Hartree-Fock (HF) empleado para resolver la ecuacion de Schrédinger
independiente del tiempo de manera aproximada para atomos con multiples electrones.

DFT: Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) es una de las
aproximaciones mas usadas y con buenos resultados en el estudio de la materia dentro de la
mecéanica cuantica.

B3LYP: es un funcional B3LYP es conocido también como funcional hibrido, porque mezclas
funcionales que dependen de la densidad con una expresién de (HF). Esta formado por el funcional
de intercambio de tres parametros Becke (B3) y los funcionales de correlacién de Lee, Yang y Parr
(LYP).
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https://mcule.com/apps/1-click-docking/
https://ncov.schanglab.org.cn/
https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/php/blinddock.php
https://www.dockingserver.com/web

6-31G: conjunto de bases, de George Petersson et.al, definidos como parte de varios métodos de
conjunto de bases completo.

Funciones Fukui: funciones que estudian la reactividad de las moléculas.
ADME: Absorcion Distribucién Metabolismo y Excrecion

SwissADME: servicio web constituye una herramienta web gratuita para evaluar la
farmacocinética

ADMET lab: servicio web para la evaluacion sistematica de las propiedades ADMET, asi como de
algunas propiedades fisicoquimicas.

TPSA: area de superficie polar topolégica
Absorcién Gl absorcion gastrointestinal

Caco 2: linea celular Caco 2 son células epiteliales de cancer de colon humano, utilizadas para la
evaluacion de la permeabilidad de farmacos in vitro.

PBB: de sus siglas en inglés, unidn a las proteinas del plasma.
CYP: son enzimas hepaticas de fase |

Lipinski: regla de cinco de Lipinski es una regla completamente empirica que permite evaluar
cualitativamente como de adecuado podria resultar un compuesto quimico para cumplir alguna
determinada  funcién farmacoldgica o actividad  biolégicauna vez que es ingerido
como medicamento para consumo oral en seres humanos.

Discovery Studio 2021: herramienta de visualizacién para ver, compartir y analizar datos de
proteinas y modelado.

Molegro Molecular Viewer: es una aplicacion multiplataforma gratuita para la visualizacion de
moléculas y macromoléculas.

Schrodinger maestro 13.2: potente interfaz grafica de usuario multiplataforma unificada de
Schrodinger.

Pymol: es un visor molecular de cdédigo abierto y auspiciado por usuarios creado por Warren
Lyford Delano y comercializado por Delano Scientific LLC, una compafiia dedicada a la creacion
de herramientas accesibles universalmente para las comunidades cientificas.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_qu%C3%ADmico
https://es.wikipedia.org/wiki/Farmacolog%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Actividad_biol%C3%B3gica
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicamento
https://es.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADa_oral

