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Resumen

Se presenta el protocolo CADMA-Chem (Computer-Assisted Design of Multifunctional Antioxidants based on
CHEMical properties), una metodologia computacional para el disefio racional de antioxidantes multifuncionales con
potencial neuroprotector. El protocolo fue desarrollado, optimizado y parcialmente validado a lo largo de este trabajo
doctoral aplicdndolo a la generacion de candidatos basados en siete andamios estructurales: edaravona, melatonina,
dcido ferilico, dcido p-cumdrico, chalcona, rasagilina y quinolina.

El protocolo evalia cinco dimensiones de multifuncionalidad. I) La primera dimension trata sobre el perfil
farmacocinético de los candidatos: a) interseccion de reglas farmacocinéticas: Lipinski, Ghose, Veber, REOS, Egan y
Kelder; b) descriptores QSAR de toxicidad: LDsg, mutagenicidad, toxicidad al desarrollo, factor de bioacumulacion; y
¢) estimacién de la accesibilidad sintética. II) La segunda dimensién aborda la estimacién termodindmica y cinética
en la depuracién de radicales libres, conocida como capacidad antioxidante de tipo I o AOX-I, aplicando el protocolo
QM-ORSA (quantum mechanics-based test for overall free radical scavenging activity). II1) La tercera dimension evalda
la capacidad antioxidante de tipo II, AOX-II, que contempla la estimacion de las constantes cinéticas para la inhibicion
de la produccion de radical hidroxilo mediante quelacién de metales redox y ciclos tipo Fenton. IV) La cuarta dimensién
de la multifuncionalidad es la capacidad antioxidante de tipo III (AOX-III), y le concierne la posible reparacién quimica
de biomoléculas oxidadas: lipidos, residuos de aminodcidos y 2’-desoxiguanosina. V) Finalmente, la quinta dimensién,
quizd la mds ambiciosa, es la neuroprotecciéon multidiana: afinidad simultdnea por catecol-O-metiltransferasa (COMT),
monoaminooxidasa B (MAO-B) y acetilcolinesterasa (AChE), cuantificada mediante acoplamiento molecular y, en
casos seleccionados, validada con simulaciones de dindmica molecular.

Todas las dimensiones se integran a través de tres indices o puntajes. El primero, S, es el puntaje de seleccién, que
toma en cuenta las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y la viabilidad de sintesis de cada candidato. Este puntaje de
seleccién sirve para comparar candidatos contra firmacos orales que se usan para las enfermedades neurodegenerativas;
es decir, el puntaje de seleccion evalia si un candidato tiene propiedades semejantes a las de los fArmacos (drug-like). El
segundo puntaje, S, es el puntaje de eliminaci6n y se interpreta como una desviacién estdndar que permite identificar
valores fuera de rango en cada propiedad, valores que los promedios S pudieran ocultar. Por tltimo, el tercer puntaje
intenta capturar la actividad neuroprotectora multidiana, puntaje multidiana S, y se calcula a partir de las energfas de
unién pesadas por las fracciones molares dcido-base a pH 7.4.

La aplicacion del protocolo a los siete sistemas produjo una biblioteca de mas de 20 000 derivados. Tras el filtrado
quedaron 89 candidatos, de los cuales 15 fueron propuestos para sintesis y tres han sido sintetizados a la fecha de

presentacion de esta tesis.
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«Let us learn to dream, gentlemen, then perhaps we shall find the truth... but let us beware of publishing our dreams till they have
been tested by the waking understanding.»
August Kekulé

Discurso ante la Sociedad Quimica Alemana, 15 enero 1890

«Si alguna vez decido abandonar este lugar seguro y tranquilo, serd solo porque quisiera conocer el corazon del mundo.»
J.R.R. Tolkien
El Hobbit, cap. 1 (1937)

«Si te sientes pequerio, sube una montania y veras lo grande que eres, si te empiezas a sentir demasiado grande, sube una montania
y verds lo pequeiio que eres.»
Eduardo Gabriel Guzman-Loépez

Aventuras en el Iztaccihuatl (2019)

«¢Regresar? ;No sirve de nada! ;Ir de lado? [Imposible! ;Avanzar? ;Lo iinico que queda! [Sigamos!»
Bilbo Bolsén
El Hobbit, cap. 10 (1937)

«You are here to learn the subtle science and exact art of potion-making. As there is little foolish wand-waving here, many of you
will hardly believe this is magic. I don’t expect you will really understand the beauty of the softly simmering cauldron with its
shimmering fumes, the delicate power of liquids that creep through human veins, bewitching the mind, ensnaring the senses. . . I
can teach you how to bottle fame, brew glory, even stopper death — if you aren’t as big a bunch of dunderheads as I usually have to
teach.»

Profesor Severus Snape

Harry Potter and the Philosopher’s Stone, cap. 8 (1997)

«jNunca te rias de dragones vivos!»
Bilbo Bolsén, frente a Smaug

El Hobbit, cap. 12 (1937)
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CoMFA Comparative Molecular Field Analysis

CoMSIA Comparative Molecular Similarity Indices Analysis

CREST Conformer—Rotamer Ensemble Sampling Tool

DFT Density Functional Theory (Teoria de funcionales de la densidad)

DM /MD Dindmica molecular / Molecular Dynamics

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

EA Electron Affinity (afinidad electrénica)

eH-DAMA Electron and Hydrogen Donating Ability Map for Antioxidants

ECFP4 Extended-Connectivity Fingerprint, didmetro 4

ELA Esclerosis lateral amiotréfica

EO Estrés oxidante

EPT Electron Propagator Theory

ETKDG Experimental-Torsion Knowledge Distance Geometry

FAD Flavina adenin dinucleétido

f-HAT / FHAT Formal Hydrogen Atom Transfer (transferencia formal de dtomo de H)

FP Fitted Parameters (pardmetros ajustados)

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

FRS Free Radical Scavenging (variante eH-DAMA para AOX-I)

GAFF2 General Amber Force Field 2

GFN-FF Geometry, Frequency, Noncovalent Force Field

GFN2-xTB Geometry, Frequency, Noncovalent extended Tight Binding, versién 2

Continta en la siguiente pdagina



Abreviaturas

Sigla Significado

GGA Generalized Gradient Approximation

HBA /HBD Hydrogen Bond Acceptor/Donor (aceptor/donador de puente de hidrégeno)
HF Hartree—Fock

HF-3c Método compuesto Hartree—Fock de bajo costo (HF + correcciones D3/gCP/SRB)
1IE lonization Energy (energia de ionizacién)

IRC Intrinsic Reaction Coordinate (coordenada de reaccion intrinseca)

ISI Interaction Similarity Index

KS Kohn—-Sham

LDsg Dosis letal media (50 %)

LDA Local Density Approximation

LINCS LINear Constraint Solver (restricciones en DM)

logP Logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua

MAO-B Monoamino oxidasa tipo B

Marvin Herramienta de ChemAxon para prediccién de pK,, y especiacion
MM/GBSA Molecular Mechanics/Generalized Born Surface Area

MM/PBSA Molecular Mechanics/Poisson—Boltzmann Surface Area

MP2 Teoria de perturbaciones de Mgller—Plesset de segundo orden

MR Refractividad molar

MW Molecular Weight (masa molar)

NAS N-acetil serotonina

NMDAr Receptor de N-metil-D-aspartato

NPT /NVT Ensambles isobdrico—isotérmico / canénico (DM)

OIL -OH-Inhibitor Ligand (ligando inhibidor del radical hidroxilo)

ONIOM Our own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics
ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

oS Oxidative Stress (variante eH-DAMA con oxidantes y blancos)

PCA Principal Component Analysis

PDB Protein Data Bank

PCM Polarizable Continuum Model

Continua en la siguiente pdgina



Abreviaturas

Sigla Significado

PCET Proton-Coupled Electron Transfer

PES Potential Energy Surface (superficie de energia potencial)

PME Particle Mesh Ewald (electrostatica en DM)

PPARYy Receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma
PROPKA Asignacién de pK,, y protonacién de proteinas

PSA / TPSA Area polar superficial / drea polar superficial topolégica

QSAR Quantitative Structure—Activity Relationship

QSPR Quantitative Structure—Property Relationship

QM-ORSA Quantum Mechanics—based Overall Radical-Scavenging Assessment
RAF Radical Adduct Formation (formacién de aducto radicalario)

RB Rotatable Bonds (enlaces rotables)

RCSB Research Collaboratory for Structural Bioinformatics

REOS Rapid Elimination Of Swill

RefSet Conjunto de referencia de neuroprotectores usado en CADMA-Chem
RESP Restrained Electrostatic Potential (cargas)

RNS Reactive Nitrogen Species (especies reactivas de nitrégeno)

ROS Reactive Oxygen Species (especies reactivas de oxigeno)

RSS Reactive Sulfur Species (especies reactivas de azufre)

SA Synthetic Accessibility (accesibilidad sintética)

SAH / SAM S-adenosilhomocisteina / S-adenosilmetionina

SCF Self-Consistent Field (campo autoconsistente)

SET Single Electron Transfer (transferencia electrénica simple)

SET-PT Sequential Electron Transfer—Proton Transfer

SMD Solvation Model based on Density

SMILES Simplified Molecular Input Line Entry System

Smile-it Herramienta desarrollada para generacién de derivados a partir de SMILES
SNC Sistema nervioso central

t-SNE t-distributed Stochastic Neighbor Embedding

TEST Toxicity Estimation Software Tool

Continta en la siguiente pdagina
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Sigla Significado

TIP3P Modelo de agua TIP3P

Topomer-CoMFA Variante de CoMFA basada en topémeros

TRAP Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter

TSAHD Three Sequential Hydrogen Atom Donations followed by Dehydration
TS Estado de transicién / Transition State

TST Transition State Theory (teoria del estado de transicidn)

UMAP Uniform Manifold Approximation and Projection

ZPE Zero-Point Energy (energia de punto cero)

A Apagador o criterio binario de eliminacién en CADMA-Chem

SS Indice de seleccién ADME—toxicidad—accesibilidad sintética (esta tesis)
sP Puntaje de interaccién farmacoldgica por diana (esta tesis)

w Electrofilicidad global (DFT conceptual)

w- Potencia electrodonadora (DFT conceptual)

lobal AOX-en:
I1p, I1global 1] z

Indices compuestos por diana, global y combinado AOX—enzimas (esta tesis)
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Introduccion

El progreso médico del tltimo siglo ha reducido la incidencia de enfermedades infecciosas' y junto a las mejoras en
estilos de vida (alimentacién equilibrada, actividad fisica, menor consumo de tabaco) se ha contribuido al aumento de la
esperanza de vida. De acuerdo con la ONU (Organizacion de las Naciones Unidas), 1a poblacién mundial se triplicé
entre 1950 y 2020, y la esperanza de vida al nacer pasé de 64.2 afios en 1990 a 73.7 afios en 2023. Se proyecta que
alcance 77.2 aiios a nivel mundial y 80.1 afios en México para 2050.”

Este proceso demografico tiene implicaciones directas en la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas. A
nivel global se estima que el nimero de personas que viven con demencia podria alcanzar aproximadamente 152 millones
para 2050.° De manera similar, la enfermedad de Parkinson ha mostrado un crecimiento sostenido durante las dltimas
décadas.*> En México, se estima que alrededor de 1.3 millones de personas viven con demencia y que esta cifra podria
alcanzar cerca de 3.5 millones hacia 2050, siendo la enfermedad de Alzheimer la causa predominante.’

Sin embargo, la esperanza de vida saludable no ha crecido al mismo ritmo, por lo que la salud en la vejez se ha
convertido en un tema prioritario.”® En este sentido, se ha enfatizado la necesidad de “mejorar la esperanza de vida, no
solo prolongarla”.!

Entre los principales retos que afectan la calidad de vida en poblaciones envejecidas destacan las enfermedades

crénico-degenerativas, que afectan a mas de 50% de las personas mayores de 70 afios.” Muchas de estas patologias

9,10 11-16

son multifactoriales y/o poligénicas, entre ellas enfermedades cardiovasculares,””"” cadncer, enfermedades metabdli-

cas, %1719 trastornos misculo-esqueléticos,”>*” higado graso no alcohélico'” y enfermedades neurodegenerativas.'?->!-3*
Estas tltimas figuran entre las principales causas de mortalidad en adultos mayores.*>*® A nivel global, la enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson afectan a mas de 6.5 millones y 10 millones de personas respectivamente.>”~%
En México se estima que la enfermedad de Alzheimer alcanza alrededor de 1.3 millones de casos y representa entre
60% y 70% de los diagnésticos de demencia.*”

La complejidad etioldgica de estas enfermedades ha impulsado un enfoque farmacolégico orientado hacia fairmacos
multifuncionales, capaces de incidir en distintos procesos patolégicos.***! En este marco se desarrolla el protocolo

CADMA-Chem (Computer-Assisted Design of Multifunctional Antioxidants based on CHEMical properties), una
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estrategia para el disefio racional de antioxidantes multifuncionales con énfasis en enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.*>>! Aunque se centra en neuroproteccion, el alcance
del protocolo puede extenderse a otras condiciones, como diabetes, cdncer o enfermedades raras (por ejemplo, el
sindrome de Rett).

El estrés oxidante (EO) es uno de los mecanismos estudiados en los procesos de neurodegeneracion. Se asocia con
un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), de nitrégeno (RNS) y de azufre (RSS) que dafan lipidos, ADN y
proteinas, y que pueden inducir muerte celular.*>>> El cerebro, por su alto consumo de oxigeno y su riqueza en lipidos,
es especialmente vulnerable.”*>* De hecho, se ha evidenciado la relacién entre el EO con la esclerosis lateral amiotréfica,
la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.*

La oxidacién del ADN se ha relacionado con la fisiopatologfa de la enfermedad de Parkinson,” donde la guanina
es particularmente susceptible al dafio asociado con el EO. Los lipidos neuronales también son blancos del ataque
radicalario, promoviendo la peroxidacién lipidica y alterando la integridad y funcién de membranas.’®>’ La presencia
de iones metélicos redox-activos (por ejemplo, cobre y hierro), potencia los procesos oxidantes por lo que mantener la
homeostasis metilica es clave.’®

El balance redox se modula mediante sistemas enzimaticos endégenos. La superéxido dismutasa (SOD) disminuye
la concentracién de radical superéxido (05_), mientras que la xantina oxidasa (XO) puede aumentarla. Estas enzimas
constituyen blancos complementarios para intervenir sobre el EO.

Actualmente no existen estrategias preventivas concluyentes para la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Alzheimer.”” Los abordajes disponibles son fundamentalmente sintomaticos. Los inhibidores de acetilcolinesterasa

34,60,61

(AChE) se emplean para tratar la enfermedad de Alzheimer, mientras que para la enfermedad de Parkinson los

inhibidores de catecol-O-metiltransferasa (COMT)®?-%° y de monoamino-oxidasa B (MAO-B)?%%-%” son los principales

blancos de estudio. En paralelo, se han explorado terapias con compuestos de actividad antioxidante, entre ellos

polifenoles, con evidencia preclinica de efectos neuroprotectores.”**370-72

En este contexto, la multifuncionalidad constituye un principio de disefio para abordar simultineamente distintos

procesos patolégicos que coexisten en las enfermedades neurodegenerativas.’>*’
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1 Evolucion historica de CADMA-Chem

La version vigente de CADMA-Chem, sus ecuaciones, criterios de decisidn, apagadores, indices y flujo de trabajo

se presentan en el Capitulo 1; los detalles computacionales se describen en la metodologia.

Disefio inicial

La primera aproximacion partié de andamios con actividad antioxidante o neuroprotectora conocida. Los derivados
se generaban por sustitucién puntual con un conjunto reducido de grupos funcionales, principalmente donadores de
hidrégeno, moduladores dcido—base y posibles sitios de coordinacién metélica. Esta etapa permiti6 establecer dos
condiciones que permanecen en la version final: el andamio de partida debe conservar los rasgos farmacoféricos
responsables de su actividad, y las modificaciones deben responder a una funcién quimica definida.

La limitacién de esta fase fue su baja escalabilidad. Cada molécula requeria una caracterizacién por métodos
de estructura electrénica extensa antes de evaluar las propiedades farmacocinéticas, toxicoldgicas o de accesibilidad

sintética. La evaluacién detallada se aplicaba demasiado pronto dentro del flujo de trabajo.

Incorporacion de filtros quimioinformaéaticos

La segunda etapa introdujo filtros previos de propiedades fisicoquimicas, toxicidad y accesibilidad sintética. Esto
cambid la 16gica del protocolo: antes de invertir recursos en cédlculos de estructura electrénica, los candidatos debian
compararse contra un espacio de referencia de firmacos neuroprotectores.

En esta fase se ensayaron puntajes globales de seleccion y métricas de eliminacidn. La version consolidada descartd
la idea de un Unico puntaje compensatorio de eliminacién y la sustituyd por tres elementos separados: el indice de
seleccién S°, los criterios de advertencia y los apagadores de seleccién A. Esta separacién evita que una propiedad

critica quede enmascarada por valores favorables en otros descriptores.

Consolidacion de la evaluacion antioxidante multifuncional

La tercera etapa incorpord la evaluacion antioxidante en tres dimensiones. AOX-I se mantuvo como la evaluacién de
captura directa de radicales libres; AOX-II se incorporé para distinguir candidatos capaces de limitar la produccién de
-OH mediada por metales redox; y AOX-III se afadi6 para evaluar reparacién quimica de biomoléculas oxidadas.

Durante esta etapa también se consolidé eH-DAMA como filtro termodindmico rapido para priorizar candidatos
antes de QM-ORSA. Las versiones iniciales dependian de descriptores verticales y de cdlculos mds costosos para estimar
tendencias de transferencia electrénica. La version vigente usa descriptores consistentes con la formulacién final descrita

en el Capitulo 1, incluyendo la adaptacion del eje electrénico cuando el proceso entra en el régimen invertido de Marcus.
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Incorporacion de evaluacién multidiana

La cuarta etapa agregé la dimensién farmacolégica. El acoplamiento molecular se usé como filtro rdpido para
comparar candidatos contra dianas neuroprotectoras, y la dindmica molecular quedé reservada para el refinamiento de
complejos seleccionados. En esta fase se adopt6 la comparacién con sustratos naturales e inhibidores de referencia para
separar dos preguntas distintas: si el protocolo de acoplamiento reproduce un modo de unién conocido y si el candidato
compite de manera razonable con ligandos biolégicamente relevantes.

Esta etapa dio origen a la necesidad de indices multidiana. El puntaje S*" se usé como métrica practica para integrar
afinidades de acoplamiento en AChE, COMT y MAO-B, mientras que los indices basados en dindmica molecular
quedaron como extensiones de refinamiento para evaluar estabilidad de pose, persistencia de interacciones y afinidad

dindmica.

Version consolidada e implementacion

La version final de CADMA-Chem abandon6 el uso de un conjunto fijo de sustituyentes para todos los sistemas. En
su lugar, la seleccion de grupos funcionales depende del andamio, del farmacéforo, del mecanismo antioxidante que se
quiere reforzar y de las restricciones farmacocinéticas del dominio terapéutico.

También se separaron las operaciones computacionales de las decisiones del protocolo. Los programas calculan
propiedades; CADMA-Chem define cdémo compararlas, cudndo descartar candidatos y qué informacion justifica avanzar
a etapas mas costosas. Esta separacion permitié implementar partes del flujo de trabajo en herramientas como Smile-it,
CADMApy y EasyRate 2.0.

La evolucion descrita en esta seccién justifica la organizacion final del protocolo: generacién racional del espacio
quimico, comparacién frente al RefSet, filtrado por S*/advertencias/apagadores, priorizacién antioxidante mediante

eH-DAMA/QM-ORSA, evaluacién AOX-I/II/IIl y refinamiento multidiana mediante docking y dindmica molecular.
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Hipotesis

Asumimos que es posible desarrollar una metodologia computacional confiable que permita modificar moléculas
bioactivas para incorporar propiedades antioxidantes, preservando su actividad farmacoldgica original y generando

candidatos con potencial terapéutico multifuncional.

Objetivo General

Desarrollar una metodologia in silico para el disefio de firmacos multifuncionales mediante la modificacién
sistemdtica de estructuras farmacolégicamente activas, incorporando propiedades antioxidantes sin comprometer su

actividad bioldgica original.

Objetivos especificos

1) Establecer criterios cuantitativos de filtrado farmacocinético, toxicolégico y de accesibilidad sintética que
permitan seleccionar, entre una serie de candidatos propuestos, firmacos para enfermedades neurodegenerativas
de administracion por via oral.

2) Identificar las combinaciones de grupos funcionales o de motivos estructurales que, al incorporarse en un
compuesto lider, producen el balance 6ptimo entre propiedades farmacocinéticas, seguridad toxicoldgica y
reactividad antioxidante, en comparacién con firmacos de referencia, el formaco original y antioxidantes de uso
estandar.

3) Determinar el modo de unién y la afinidad de los candidatos seleccionados hacia multiples dianas terapéuticas
implicadas en las enfermedades de interés, priorizando las interacciones ligando-proteina con mayor potencial
terapéutico.

4) Identificar los candidatos lideres entre las familias estructurales estudiadas y proponerlos para validacién

experimental y refinamiento computacional.
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Metodologia

1 Generacion de la biblioteca de derivados

Las estructuras de partida se representan en formato SMILES. La biblioteca de derivados se genera mediante una
herramienta de enumeracidon molecular desarrollada en este trabajo, descrita en el capitulo de resultados metodolégicos
correspondiente, incorporando entre uno y tres sustituyentes en las posiciones estructuralmente accesibles de cada
marco molecular.

Los grupos funcionales considerados son: —OH, —NHs, —SH, —CHO, —COOH, —CFj3, F, Cl, —N(CH3)(CH2CH3),
—COOCH3 y —OCH3; la seleccion especifica para cada sistema depende de la compatibilidad quimica del sitio de
sustitucion y de los objetivos de disefio.

Cuando se aplican sustituciones bioisostéricas, se conserva el marco estructural principal y se modifican inicamente
las posiciones funcionales compatibles con la interaccién farmacoldgica esperada, el estado dcido-base fisiolégicamente
relevante, el perfil de propiedades de Absorcidn, Distribucién, Metabolismo y Excrecién (propiedades ADME) y valores
de toxicidad (Tox). Los tipos de reemplazo y los criterios empleados para cada familia quimica se documentan en el
Apéndice A.

Para evitar estructuras subfuncionalizadas, se verifica el nimero de puntos farmacoféricos siguiendo el criterio de

Muegge et al..®® Las reglas de conteo, exclusién y fusién se describen en el Apéndice A.3.

2 Filtrado del espacio quimico

Las propiedades fisicoquimicas de cada derivado —masa molar (MW), coeficiente de particién octanol-agua (logP),
drea polar superficial topologica (TPSA), refractividad molar (MR), ndmero de dtomos pesados (*At), donadores
y aceptores de puente de hidrégeno (HBD/HBA) y enlaces rotables (RB)— se calculan con la libreria RDKit. La
accesibilidad sintética se estima con AMBIT-SA,*’ donde valores préximos a 100 corresponden a menor complejidad de
sintesis. El perfil toxicolégico se obtiene con TE.S.T.,” que predice la dosis letal media en ratas (LDs5g), la mutagenicidad

(test de Ames) y la toxicidad al desarrollo (DT).
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3 Analisis de diversidad molecular

Cuando se analiza la distribucion del espacio quimico, las moléculas se convierten a objetos RDKit a partir de sus
SMILES. Se generan huellas moleculares ECFP4 (radio = 2, 2048 bits, con quiralidad) y se calculan coeficientes de
similitud de Tanimoto sobre pares moleculares.”’’*”

Para la visualizacién de bibliotecas, las huellas moleculares se transforman en arreglos numéricos y se reducen
inicialmente por PCA. Sobre la representacion reducida se aplican t-SNE y UMAP para inspeccionar vecindades locales

y estructura global del conjunto.”*> Cuando se usa agrupamiento, el niimero de grupos se explora con K -medias y se

evalda con el coeficiente de Silhouette y el indice de Davies—Bouldin.

4 Farmacoforo de consenso

Para los sistemas en los que el objetivo incluye la inhibicién de una diana enzimadtica especifica, se construye un
modelo farmacoférico de consenso antes de definir los sitios de sustitucion.

Las estructuras cristalograficas disponibles en el PDB para cada diana se filtran por resolucién (< 2.5 A) y se
alinean con extra_fit en PyYMOL, tomando como referencia la estructura de mayor resolucién. Los ligandos del sitio
activo se extraen dentro de un radio de 1.0 A del ligando de referencia, excluyendo solventes y aditivos de cristalizacién
(HOH, S04, PO4, GOL, EDO, PEG). Los ligandos con mds de cuatro instancias en el PDB se consolidan a una sola
para evitar sesgo en el farmacéforo. El conjunto depurado se exporta en formato SDF.

El farmacéforo se calcula con ConPhar.”® Las caracteristicas con peso > 0.5 y baja varianza posicional informan la
seleccion de sustituyentes. El procedimiento detallado, incluyendo los scripts de PyMOL empleados, se presenta en el

Apéndice C.1.

5 Bisqueda conformacional y equilibrio tautomérico

Las estructuras SMILES de los candidatos seleccionados se convierten a coordenadas 3D mediante el algoritmo
ETKDG de RDKit.”” Las geometrias iniciales se refinan manualmente en GaussView 6°° cuando la topologia lo requiere.
El muestreo conformacional exhaustivo se realiza en CREST®” con el algoritmo iMTD-GC (metadindmica iterativa
con cruce genético).'"’ Las geometrias del ensamble se generan con el campo de fuerza GEN-FF'’! y se evalian con
el método semiempirico GFN2-xTB en solvente implicito (agua). Se retienen hasta 100 conformaciones de minima

energia por derivado y especie dcido-base mediante script crest.sh (Apéndice F.1).
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Cuando un sistema presenta equilibrio tautomérico con poblaciones no despreciables, los tautdmeros relevantes se
incorporan al mismo flujo. Las abundancias relativas de conférmeros y tautémeros se calculan mediante la distribucién

de Boltzmann a 298.15 K (Apéndice B.5.1).

6 Calculos de estructura electronica

Los ensambles conformacionales se preoptimizan en ORCA con el método compuesto HF-3c,'”> que combina
Hartree—Fock con base minima, correccién de dispersion D3, correccion de superposicion de bases (gCP) y efectos de
corto alcance.

Las estructuras de minima energfa se optimizan en Gaussian 09'% con el funcional M05-2X'%* y base 6-311+G(d,p).
En sistemas que contienen metales de transicién se emplea el funcional M05. La solvatacién se modela con SMD: !>
agua para el entorno fisioldgico y pentil etanoato como sustituto de la fase lipidica.

Los sistemas de capa abierta se tratan con formalismo de espin no restringido; se verifica la ausencia de contaminacion
de espin significativa antes de aceptar el resultado. La naturaleza de todos los puntos estacionarios se confirma mediante
andlisis de frecuencias vibracionales: los minimos no presentan frecuencias imaginarias y los estados de transicién
presentan exactamente una, cuyo vector de desplazamiento corresponde a la coordenada de reaccion esperada. La
conectividad entre reactivos y productos se verifica con calculos IRC cuando la topologia de la superficie de energia
potencial lo requiere.

Los fundamentos teéricos del modelo SMD, los métodos de teoria de funcionales de la densidad (DFT) y la teoria

del propagador del electrén empleada en algunos sistemas se presentan en el Apéndice B.

7 Especiacion acido-base a pH fisiologico

Las rutas de desprotonacion se identifican con el médulo Marvin (ChemAxon). Los valores de pK, se calculan con

107

el esquema de pardametros ajustados (FP),'"%!%7 que corrige las energfas libres de solvatacién tedricas mediante una

relacion lineal calibrada con datos experimentales:

pKo = m AGag) + Co,

donde los pardmetros m y Cj son especificos del grupo funcional ionizable y del nivel de teoria. Los valores empleados

se recogen en la Tabla B.2 del Apéndice B.9.
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Las fracciones molares de cada especie a pH 7.4 se determinan a partir de los pK, calculados. Se descartan las
especies con fraccién molar inferior al 0.1 %, cuya participacion en los mecanismos de accidn es despreciable incluso

en regimenes controlados por difusién.*?

8 Descriptores de reactividad

El potencial de ionizacién (IE) y la afinidad electrénica (EA) se calculan mediante la aproximacién ASCF adiabatica:
IE como la diferencia de energia libre entre la especie neutra optimizada y el catién radical optimizado; EA como la
diferencia entre la especie neutra y el anién optimizado. Las entalpias de disociacién de enlace (BDE) se obtienen como
entalpias de ruptura homolitica a 298.15 K en SMD-agua para todos los enlaces X-H (X = O, N, S, Cyp3) accesibles en
cada candidato.

Cuando existen equilibrios conformacionales o tautoméricos no despreciables, IE, EA y BDE se promedian
ponderadamente con factores de Boltzmann a 298.15 K. Las definiciones formales y los descriptores derivados (w, w™,

w™, 1, n) se presentan en el Apéndice B.7.

9 Evaluacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se evaltia en tres niveles: depuracién de radicales libres (AOX-I), inhibicion de la produccion
de -OH mediada por metales (AOX-II) y reparacion de biomoléculas oxidadas (AOX-III). En todos los casos se trabaja a
298.15 K, pH 7.4 y estado estdndar 1 M, empleando las fracciones molares, conférmeros y tautémeros determinados en

las secciones anteriores.

9.1 Depuracion de radicales libres (AOX-I)

Se evaliian los mecanismos de transferencia formal de 4tomo de hidrégeno (f-HAT, incluyendo HAT y PCET),
transferencia electrénica simple (SET) y formacién de aducto radicalario (RAF) en todos los sitios accesibles de cada
especie acido-base frente al radical hidroperoxilo.

La espontaneidad de cada canal se verifica calculando AG® en solucién. Las constantes de velocidad de los canales
termodindmicamente favorables se estiman con el protocolo QM-ORSA: "

» f-HAT y RAF: constante activada por teoria del estado de transicion con correccidn de tinel de Eckart y factor de

degeneracion por sitios equivalentes; corregida por el limite difusional de Smoluchowski—Collins—Kimball.

* SET: barrera calculada por teoria de Marcus en solucion; constante activada corregida por el mismo limite

difusional.
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La constante global a pH 7.4 integra todas las contribuciones:

especies mecanismos sitios

Koveran (PH) = Z Z Z xi(pH) gs k'app(ia s,m). (D

Los cdlculos se realizan en agua (medio acuoso) y en pentil etanoato (medio lipidico). Los resultados se comparan
frente a Trolox en medio acuoso y frente a a-tocoferol en medio lipidico. Los pardmetros de difusién y viscosidades

empleados se documentan en el Apéndice D.1.

9.2 Inhibicion de la produccién de -OH mediada por metales (AOX-II)

Se modela la capacidad de los candidatos para inhibir la produccién de -OH en ciclos tipo Fenton, bajo el esquema

OIL (-OH-inactivating ligand), usando cobre como metal redox de referencia.

[¢]

OIL-1: se calcula la energia libre de quelacién (AGZ,.

1) para las rutas de quelacion directa (DCM) y quelacion
acoplada a desprotonaciéon (CDCM). Para cada complejo viable se estima la facilidad de reduccién del centro metdlico
frente a ascorbato (AscH™) y superdxido (O3~ ) mediante barreras de Marcus en solucién con correccién por difusion.
El grado de inhibicién se cuantifica como la razén ® entre la constante aparente del complejo y la del acuocomplejo
libre bajo las mismas condiciones.

OIL-2: se evalda la neutralizacién de -OH en el entorno inmediato del complejo mediante SET desde el ligando y

f-HAT desde grupos funcionales del ligando o aguas de coordinacion.

El formalismo completo, las estequiometrias de reaccion y la notacién de complejos se presentan en el Apéndice D.2.

9.3 Reparacion de biomoléculas oxidadas (AOX-III)

Se cuantifica la capacidad de revertir el dafio oxidante en lipidos, proteinas y dcidos nucleicos empleando modelos
moleculares representativos: un fragmento alilico de dcido linoleico para lipidos; residuos individuales (Cys, His, Leu,
Met, Trp, Tyr) para proteinas; y 2’-desoxiguanosina (2dG), incluyendo 8-OH-dG y 8-0x0-dG como biomarcadores de
dafio oxidante en ADN.

Los mecanismos evaluados son f-HAT hacia centros radicalarios C/N/S, SET hacia cationes radicalarios y PCET. Para
8-OH-dG se analiza adicionalmente la ruta de transferencia secuencial de dtomos de hidrégeno seguida de deshidratacién
(TSAHD). Las constantes de velocidad y barreras energéticas se calculan con el mismo formalismo que en AOX-I. Los

modelos moleculares, estequiometrias y supuestos se detallan en el Apéndice D.3.
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10 Evaluacion de la interaccion con dianas terapéuticas

Se evalud la interaccién de los candidatos con dianas terapéuticas asociadas con neuroproteccion mediante
acoplamiento molecular. En los casos mas prometedores, las poses obtenidas por docking se refinaron y evaluaron
mediante dindmica molecular.

El acoplamiento molecular se utilizé como una herramienta de priorizacion estructural, no como evidencia directa de
actividad bioldgica. Por esta razdn, las energias de docking se interpretaron como descriptores relativos dentro de cada
diana y no como energias libres experimentales de union. La comparacion entre dianas distintas se realiz6 Unicamente
después de normalizar las energias frente a referencias internas, como se describe en el capitulo 1.

Todos los célculos se estandarizaron a 298.15 K y pH 7.4 bajo estado estdndar 1 M.

10.1 Seleccion de dianas y ligandos de referencia

Para cada diana se seleccionaron estructuras cristalogréficas del Protein Data Bank con resolucion < 2.5 A,
cofactores completos y, cuando fue posible, ligando cocristalizado en el sitio de interés. La seleccion de las estructuras
prioriz6é complejos que permitieran definir con claridad el sitio de unién, validar el protocolo mediante redocking y
comparar las poses de los candidatos con ligandos de referencia.

Para cada sistema se consideraron dos tipos de referencia. Primero, el ligando endégeno o sustrato natural, usado
para contextualizar la ocupacién del sitio funcional. Segundo, un formaco o inhibidor de referencia, usado para comparar
la pose del candidato con un ligando de actividad farmacolégica conocida. Esta doble referencia evita interpretar el
docking dnicamente a partir de la energia de unién y permite evaluar si el candidato conserva interacciones relevantes

del sitio.

Tabla 2: Dianas terapéuticas y ligandos de referencia empleados para el andlisis de acoplamiento molecular.

Diana PDBID Ligando endégeno o sustrato natural ~Farmaco o inhibidor de referencia
AChE 4EY7 Acetilcolina Donepezilo

COMT 3568 Dopamina Tolcapona

MAO-B 2V5Z Feniletilamina Safinamida

La comparacidén con el sustrato natural permiti6 identificar si el candidato ocupa regiones funcionales del sitio
de unién. La comparacién con el formaco o inhibidor de referencia permitié evaluar si la pose propuesta reproduce
interacciones caracteristicas de ligandos con actividad conocida. En ambos casos, la comparacién se usé como criterio

estructural de priorizacién y no como prueba directa de inhibicion.
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10.2 Preparacion de las proteinas

Las estructuras cristalograficas se obtuvieron del PDB y se prepararon antes del acoplamiento. Se eliminaron
heterodtomos no relevantes, sales, moléculas de solvente alejadas del sitio de unién y ligandos no necesarios para el
andlisis. Se conservaron las aguas del bolsillo situadas a una distancia < 5 A del ligando de referencia, asi como los
cofactores necesarios para la integridad del sitio catalitico o de unién: Mg?* y SAM/SAH en COMT, FAD en MAO-B y
aguas estructurales en AChE.

Los estados de protonaciéon a pH 7.4 se asignaron con PROPKA/pdb2pqr y los hidrégenos se aiadieron con reduce.
Cuando fue necesario, las estructuras se revisaron manualmente para corregir residuos incompletos, orientacion de

hidrégenos y contactos inconsistentes en el sitio de unién.

10.3 Preparacion de los ligandos

Para cada candidato se consideraron las especies dcido-base relevantes a pH 7.4. Se incluyeron en el acoplamiento
todas las especies con fraccién molar > 0.1 %. Esta seleccion evita que especies con poblaciones despreciables dominen
artificialmente la interpretacion del docking.

Los archivos .pdbgt para docking se generaron con OpenBabel, asignando cargas de Gasteiger. Para las simulaciones
de dindmica molecular, los ligandos se parametrizaron con GAFF2 y cargas AM1-BCC mediante Antechamber/Amber-
Tools. En los casos donde la distribucién de carga era critica para la pose de unién, se emplearon cargas RESP al nivel

HF/6-31G*.

10.4 Validacion del protocolo de acoplamiento

La caja de bisqueda se centré en el centroide del ligando cocristalizado o del ligando de referencia, con dimensiones
de 22 x 22 x 22 A. El protocolo se validé mediante experimentos de redocking, reacoplando el ligando cocristalizado o
el formaco de referencia en el sitio de unién correspondiente.

La calidad de la reproduccién de la pose experimental se evalué mediante el RMSD entre la pose reacoplada y la
pose cristalografica. Un RMSD < 2.0 A se consideré indicativo de reproduccién adecuada del modo de unién. Cuando
el RMSD fue superior a este valor, el sistema no se descartd automdticamente, pero sus resultados se interpretaron
con cautela y se prioriz6 su evaluacién posterior mediante dindmica molecular, MM/GBSA o andlisis detallado de

interacciones.
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10.5 Acoplamiento molecular

El acoplamiento se realizé con AutoDock Vina 1.2.5 usando los pardmetros exhaustiveness=32, num_modes=20
y energy_range=4. Se generaron modos independientes para cada especie dcido-base del ligando y, cuando se aplicé
ensemble docking, para cada conformacion del receptor.

Para cada candidato y cada diana, la energia de union final se obtuvo ponderando las energias de docking de las

especies dcido-base por sus fracciones molares a pH 7.4:

AGY(P,L) =" AGH") My(qy), )
=1

donde AGZ’L(%) es la energia de unidn calculada para la especie dcido-base ¢; del ligando L en la proteina P,
M (q;) es su fraccién molar a pH 7.4 y n es el nimero de especies consideradas. Esta ponderacion permite que la
evaluacion de docking refleje la especiacion dominante bajo condiciones fisiologicas.

Las poses resultantes se sometieron a rescoring mediante estimacion MM/GBSA con MMPBSA .py, incluido en
AmberTools, sobre 200 marcos minimizados en solvente implicito. Solo avanzaron a dindmica molecular los candidatos
que cumplieron los criterios de priorizacidn definidos para el andlisis multidiana: energia de Vina favorable respecto al

ligando de referencia, red de contactos coherente con el farmacéforo del sitio y AGym/gesa < —20 keal mol .

10.6 Analisis de interacciones

Las mejores poses se inspeccionaron para identificar los residuos involucrados en la estabilizacion del complejo. Se
registraron enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, contactos w-m, m-alquilo, 7w-catién, w-azufre, contactos
con cofactores y otras interacciones relevantes para cada sitio.

El patrén de interaccidn de cada candidato se compar6 con el observado para el sustrato natural y para el formaco o
inhibidor de referencia. Esta comparacion se usé como criterio cualitativo para evaluar la coherencia estructural de la
pose. El formalismo cuantitativo empleado para integrar esta comparaciéon en CADMA-Chem, incluyendo el Similarity

Interaction Score, se presenta en el capitulo 1.

10.7 Dinamica molecular

Las simulaciones se realizaron en GROMACS 2022.5. La proteina se describié con el campo de fuerza AM-
BER ff14SB y los ligandos con GAFF2. El sistema se solvat6 en una caja dodecaédrica con agua TIP3P y NaCl 0.15 M

con pardmetros de Joung—Cheatham.
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El protocolo de equilibracién comprendié minimizacién por descenso mas pronunciado durante 50 000 pasos,
equilibracién NVT de 100 ps a 298.15 K con restricciones sobre los 4tomos pesados del ligando (1000 kJ mol~! nm~2)
y equilibracién NPT de 1 ns a 1 bar con termostato V-rescale y barostato Parrinello-Rahman. La fase de produccion
consistio en tres réplicas independientes de 100 ns cada una.

Las ecuaciones de movimiento se integraron con un paso de 2 fs y los enlaces a hidrégeno se restringieron con
LINCS. La electrostatica de largo alcance se traté con PME, usando un radio de corte de 1.0 nm. La estabilidad del
complejo se analizé mediante RMSD de la proteina y del ligando, RMSF, distancia ligando—sitio de unién, niimero de
enlaces de hidrégeno, niimero de contactos y ocupacién de residuos del sitio de unidn.

La energia libre de unién se estim6 por MM/GBSA sobre los ultimos 20 ns de cada réplica, tomando un marco cada
100 ps, con descomposicion por residuo. Estos andlisis permitieron evaluar si la pose obtenida por docking se mantenia
estable en un entorno dindmico y si los residuos clave del sitio de unién conservaban interacciones persistentes con el
candidato.

Los archivos .mdp de referencia se incluyen en el Apéndice C.3.
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CADMA-Chem (Computer-Assisted Design of Multifunctional Antioxidants based on CHEMical properties) es una

metodologia computacional desarrollada para el disefio sistemético de antioxidantes multifuncionales con potencial

neuroprotector. En este capitulo se describe el protocolo, qué se decidid, por qué, y qué criterios e indices se construyeron

durante el desarrollo.

Primero se define el espacio quimico, se eliminan los candidatos inadecuados, se prioriza la reactividad antioxidante

y se evalda las dianas bioldgicas. Solo los candidatos que cumplan con todos los criterios avanzan en el proceso. Esta

jerarquia surge de una restriccion préictica fundamental: las etapas computacionalmente mds costosas —evaluacién

de reactividad antioxidante con teoria de funcionales de la densidad (DFT) y evaluaciéon multidiana con dindmica

molecular— resultan inviables para bibliotecas de miles de estructuras.

Etapa  Pregunta de decision Herramienta / criterio Salida

| (Qué posiciones son modificables sin com- Farmacdéforo de consenso; reglas de susti- Biblioteca de deri-
prometer el reconocimiento biol6gico? tucién vados
(Qué sustituyentes introducen las funcio-
nes quimicas deseadas?

I ¢ Qué candidatos tienen perfil farmacociné- S (orden), criterios de advertencia y apa- Subconjunto prio-
tico, toxicoldgico y sintético comparable  gadores A (eliminacion) vs. RefSet rizado y elegible
al de neuroprotectores aprobados?

II-A (La molécula puede capturar radicales, eH-DAMA (filtro termodindmico rdpido); Candidatos con ac-
inhibir produccién de -OH y reparar bio- QM-ORSA si supera el filtro tividad antioxidan-
moléculas oxidadas? te caracterizada

1II-B (Conserva o mejora la afinidad frente a ST y docking (descarte rdpido); DM/O- Candidatos con ac-
dianas neuroprotectoras? NIOM si se requiere refinamiento tividad multidiana

caracterizada

v (Los candidatos seleccionados son robus- DM explicita, MM/GBSA, ONIOM Refinamiento y je-

tos bajo condiciones mas exigentes de
simulacién?

rarquizacion final

Tabla 1.1: Preguntas de decision, herramientas de cribado y criterios de seleccidn aplicados en las etapas del protocolo
CADMA-Chem.
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Los resultados de cada bloque retroalimentan el disefio: candidatos con S alto pero con criterios de advertencia
o apagadores activados pueden reoptimizarse antes de avanzar; candidatos con buena capacidad antioxidante pero
reconocimiento molecular débil puede redisefarse sin sacrificar la multifuncionalidad. CADMA-Chem no desplaza a
la quimica cudntica, QM-ORSA, el acoplamiento molecular ni la dindmica molecular; los articula en un sistema de
decisioén reproducible.

El diagrama de flujo completo se muestra en las Figuras 1.1 y 1.2, y estd disponible en formato interactivo en este

enlace.

1.1 Espacio de candidatos

Para iniciar el disefio es necesario partir de un andamio con actividad farmacolégica, antioxidante o neuroprotectora
documentada. La seleccion del andamio condiciona todas las etapas posteriores: debe reunir dos condiciones simultdneas.
La primera, tener un mecanismo de accién conocido. La segunda, poseer sitios estructurales modificables que no
comprometan los elementos farmacoféricos responsables de dicha actividad.

Los sitios de sustitucién se determinan en funcién de la compatibilidad quimica, la conservacién de los motivos
farmacofoéricos, la modulacién de la reactividad antioxidante y, si es necesario, la mejora de las interacciones entre
el ligando y el receptor. En cada posicién designada, se incorporan sustituyentes con funciones quimicas especificas:
ajustar las propiedades dcido-base, facilitar la transferencia de electrones o hidrégeno, coordinarse con los metales redox
y modular la permeabilidad.

Los grupos considerados incluyen:

—~OH, -NH,, -SH, —CHO, —COOH, -—CFs,

F, Cl, —N(CH;3)(CH,CH3;), —COOCH;3, —OCH;3.
1.2 Farmacoforo de consenso

El andlisis farmacoférico se incorpor6 a CADMA-Chem para convertir los datos estructurales de complejos
proteina—ligando en principios de disefio. Su propdsito no se limita a caracterizar interacciones conocidas, sino que
permite determinar qué rasgos deben conservarse, imitarse o reforzarse durante la construccién de candidatos.

Para cada diana, los ligandos cristalograficos disponibles permiten identificar sitios donadores y aceptores de puente
de hidrégeno, regiones aromaticas, zonas hidrofébicas y otros contactos que contribuyen a estabilizar el complejo. A partir
de esta informacion, el farmacéforo de consenso establece pautas de disefio: las posiciones modificables del andamio se

priorizan cuando permiten introducir sustituyentes capaces de interactuar con estas regiones sin comprometer los rasgos


https://www.dropbox.com/scl/fi/6894272k7p05gctnm2zq3/CADMA-Chem_v3.html?rlkey=rgj0p96tqtp5gsqsnsc7kw2je&st=ys8kqvp9&dl=0
https://www.dropbox.com/scl/fi/6894272k7p05gctnm2zq3/CADMA-Chem_v3.html?rlkey=rgj0p96tqtp5gsqsnsc7kw2je&st=ys8kqvp9&dl=0

25

1.2. FARMACOFORO DE CONSENSO

CADMA-Chem Computer-Aided Design of Multifunctional Antioxidants
Protocolo computacional para disefio racional de antioxidantes multifuncionales con potencial neuroprotector

PLANTEAMIENTO

Problema terapéutico

enfermedad objetivo

Compuesto lider

andamio estructural

Blancos terapéuticos Conjunto de referencia

enzimas / receptores 35 neuroprotectores orales

v

VA

DISENO RACIONAL DE LA BIBLIOTECA

Farmacoéforo de consenso
ligandos PDB - ConPhar

A A

Sustituyentes funcionales

~OH, —=NH,, ~SH, —F, ~COOH....
Andlisis de diversidad

v

v

quimica de la biblioteca

Regiones de funcionalizacién

sitios estructuralmente accesibles

Construccién automatizada (-SNE-UMAP

Smile-it - SMILES combinatorios

V

Factibilidad sintética

FILTRADO RAPIDO 2D - PERFIL FARMACOLOGICO ORAL

ADME - 6 conjuntos de reglas

Lipinski, Ghose, Veber,
REOS, Egan, Kelder
MW, LogP, TPSA, HBD/HBA...

indices de seleccién
S_S: probabilidad drug-Llike

Toxicidad y sintesis
LDg,, mutagenicidad,
toxicidad al desarrollo, BF S_E: penalizacién por toxicidad

accesibilidad sintética vs. conjunto de referencia

v

ESTRUCTURA ELECTRONICA - BASE COMPUTACIONAL

Busqueda conformacional
CREST - GFN2-xTB

ensamble - Boltzmann

Optimizacién geométrica Especiacién y reactividad

HF-3c > DFT M05-2X
6-311+G(d,p) - SMD

pKa - fracciones a pH 7.4
IE, EA, BDE, w (ASCF)

RutaB
------------------- Ruta opcional - orden libre mmmmmmmmmmmmmmmmeeny

!

~

EVALUACION ANTIOXIDANTE

RECONOCIMIENTO MOLECULAR

A r

Figura 1.1: Esquema general del protocolo CADMA-Chem, primera parte.

Retroalimentacién SAR
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Figura 1.2: Esquema general del protocolo CADMA-Chem, continuacion.
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estructurales necesarios para la unién. En cambio, las posiciones que coinciden con caracteristicas farmacoféricas de
alta frecuencia y baja varianza posicional permanecen inalteradas.

Los sustituyentes no se seleccionan inicamente por mejorar descriptores antioxidantes o ADME, sino también por
su compatibilidad con los patrones de reconocimiento molecular relevantes para neuroproteccion. El procedimiento

operativo de extraccion y cdlculo del farmacéforo se describe en este capitulo y en el Apéndice C.1.

1.3 Conjunto de referencia de neuroprotectores (RefSet)

Cualquier criterio cuantitativo de filtrado requiere definir una referencia frente a la cual comparar. Las reglas
empiricas disponibles en la literatura —Lipinski, Ghose, Veber, REOS, Egan, Kelder— establecen intervalos de
propiedades asociados a biodisponibilidad oral, pero fueron calibradas sobre conjuntos heterogéneos de farmacos y no
consideran la distribucién en el sistema nervioso central ni los perfiles toxicoldgicos especificos de los neuroprotectores.
Aplicarlas directamente podria implicar usar como referencia una poblacién farmacoldgica que no corresponde al
espacio de disefio de este trabajo.

Para resolver esto se construy6 el RefSet: un conjunto de 45 fdrmacos de administracién oral aprobados especifica-
mente para indicaciones neurolégicas (Tabla 1.2). El criterio de inclusién fue la aprobacion regulatoria para uso oral en
neurologia al momento de la bisqueda, sin restriccion de mecanismo de accién ni de clase quimica. La heterogeneidad
estructural del RefSet es deliberada: un conjunto diverso refleja mejor la distribucion real de propiedades en el espacio
de farmacos neuroprotectores que uno sesgado hacia una familia quimica particular.

La decisién de calcular las propiedades del RefSet con los mismos programas que se aplican a los derivados
—T.E.S.T.”" para toxicidad y AMBIT-SA®’ para accesibilidad sintética— es un requisito minimo para argumentar la
validez de las comparaciones. Si alguno de los softwares es sustituido entonces es necesario repetir las estimaciones en
los valores de este conjunto. Comparar valores experimentales del RefSet con valores predichos de los candidatos podria
introducir un sesgo sistemdtico cuya direccién y magnitud serian dificiles de estimar por lo cual ese paso se descarta.

Los valores de la Tabla 1.2 indican que el RefSet consiste en una coleccion diversa de firmacos neuroactivos
aprobados, y no en una familia quimica tnica. Esta diversidad es relevante porque el protocolo toma como referencia
una distribucion realista de propiedades observadas en moléculas de uso clinico, en lugar de ajustarse a una sola clase
estructural.

La masa molar promedio, 288.62 g mol~!, ubica al conjunto dentro del dominio de moléculas pequefias. Sin
embargo, la presencia de compuestos de mayor tamafio, como bromocriptina, muestra que el espacio de firmacos
neuroactivos orales puede tolerar cierto grado de complejidad estructural. Por ello, el promedio y la dispersion del

RefSet proporcionan una escala comparativa util para evaluar los derivados disefiados.
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Tabla 1.2: Propiedades farmacocinéticas, valores de toxicidad y estimacion de la accesibilidad sintética de los fAirmacos
de administracién oral aprobados para enfermedades neurodegenerativas.

Compuesto LDs M | LogP | TPSA | ZAt MW | HB(a) | HB(d) | Rot RM AS

1 Acetylcarnitine 3082.83 | NA | -533 | 66.43 14 | 203.24 5 0 6 46.41 | 331
2 Amantadine 287.44 | 042 | 191 | 26.02 11 151.25 1 1 0 45.09 | 67.79
3 Apomorphine 22735 | 075 | 3.16 | 51.37 25 | 33845 5 2 3 103.47 | 5.98
4 Atuzaginstat 28247 | 0.69 | 286 | 81.42 27 | 386.41 4 2 10 93.61 | 79.15
5 Baclofen 414.85 | 0.09 | 1.86 | 63.32 14 | 213.66 2 2 4 55.50 | 84.65
6 Benserazide 210922 | 0.74 | -1.76 | 148.07 18 | 257.25 7 7 5 61.48 | 76.37
7 Benzatropine 47455 | 0.11 | 442 | 1247 23 | 307.44 2 0 4 93.41 | 71.75
8 Biperiden 34775 | 0.02 | 3.96 | 2347 23 | 311.47 2 1 5 94.09 | 62.69
9 Blarcamesine 13740 | -0.10 | 3.53 | 1247 21 281.40 2 0 4 86.28 | 79.26
10 Brexpiprazole 588.07 | 0.64 | 4.72 | 48.57 31 | 433.58 5 1 7 129.78 | 84.60
11 Bromocriptine 100.75 | 0.05 | 3.19 | 11821 | 43 | 654.61 6 3 5 164.16 | 55.27
12 Cabergoline 27839 | 0.60 | 3.19 | 71.68 33 | 451.62 4 2 8 132.37 | 66.48
13 Caffeine 222.13 | 0.19 | -1.03 | 61.82 14 | 194.19 3 0 0 51.20 | 85.58
14 Carbidopa 1917.02 | 059 | -2.81 | 115.81 16 | 226.23 6 6 4 61.54 | 3.68
15 Curcumin 89492 | 0.07 | 337 | 93.06 27 | 368.39 6 2 8 102.02 | 84.16
16 Dantrolene 87270 | 0.77 | 1.74 | 11805 | 23 | 314.26 6 1 4 78.64 | 82.34
17 Donepezil 595.33 | 023 | 436 | 38.77 28 | 379.50 4 0 6 110.13 | 81.36
18 | Eicosapentaenoic Acid | 8549.55 | 0.60 5.99 37.30 22 302.46 1 1 13 9595 | 77.37
19 Entacapone 1162.80 | 0.97 | 1.78 | 127.70 | 22 | 305.29 6 2 5 7794 | 81.13
20 Escitalopram 384.98 | 048 | 3.81 | 36.26 24 | 324.40 3 0 5 90.91 | 76.72
21 Fingolimod 5986.27 | 0.14 | 320 | 66.48 22 | 307.48 3 3 12 92.93 | 86.66
22 Galantamine 49038 | 046 | 1.85 | 41.93 21 287.36 4 1 1 79.80 | 64.15
23 Hydralazine 31546 | 0.89 | 0.92 | 63.83 12 | 160.18 4 2 1 4735 | 86.17
24 L-DOPA 2624.71 | 026 | 0.05 | 103.78 14 | 197.19 4 4 3 49.09 | 84.14
25 Ladostigil 21522 | 027 | 235 | 4157 20 | 27235 3 1 4 78.67 | 76.21
26 Lisuride 235841 | 045 | 1.22 | 60.16 19 | 273.36 3 2 5 84.04 | 3.41
27 Masitinib 986.59 | 0.43 | 526 | 73.39 36 | 498.66 7 2 7 146.98 | 85.48
28 Melatonin 191349 | 0.08 | 1.86 | 54.12 17 | 23228 2 2 4 67.24 | 89.91
29 Memantine 27749 | 0.19 | 2.69 | 26.02 13 179.31 1 1 0 5432 | 54.04
30 Modafinil 56423 | 0.11 | 277 | 26.02 13 179.31 1 2 0 54.06 | 5.30
31 Opicapone 3848.00 | 0.46 | 328 | 149.46 | 27 | 413.17 8 2 3 93.61 | 74.32
32 Piribedil 48640 | 0.10 | 1.53 | 50.72 22 | 29835 6 0 3 82.09 | 88.32
33 Pramipexole 1909.73 | 041 | 1.58 | 50.94 14 | 211.33 4 2 3 60.63 | 76.97
34 Procyclidine 437.09 | -0.01 | 3.94 | 23.47 21 | 287.45 2 1 5 87.20 | 82.05
35 Rasagiline 27924 | 027 | 190 | 12.03 13 171.24 1 1 2 5434 | 80.37
36 Remacemide 870.47 | 0.15 | 222 | 55.12 20 | 268.36 2 2 5 81.14 | 83.39
37 Riluzole 15443 | 072 | 278 | 48.14 15 | 23420 4 1 1 50.72 | 86.28
38 Rivastigmine 389.57 | 0.66 | 276 | 3278 18 | 250.34 3 0 4 72.87 | 81.43
39 Ropinirole 578.62 | 0.50 | 2.85 | 32.34 19 | 260.38 2 1 7 79.50 | 84.17
40 Rotigotine 82333 | 029 | 427 | 2347 22 | 31548 3 1 6 93.81 | 78.63
41 Selegiline 311.03 | 0.67 | 2.18 3.24 14 | 187.29 1 0 4 61.07 | 81.99
42 Simufilam 52946 | 0.19 | 1.04 | 35.58 19 | 259.35 3 1 2 74.46 | 77.96
43 Tacrine 126526 | 096 | 2.70 | 3891 15 198.27 2 1 0 62.80 | 88.73
44 Tetrabenazine 373.60 | 032 | 324 | 38.77 23 | 31743 4 0 4 90.13 | 75.10
45 Tizanidine 40035 | 033 | 1.72 | 62.20 16 | 253.72 6 2 1 66.35 | 78.25
PROMEDIO 117729 | 041 | 245 | 59.98 | 2093 | 288.62 | 378 | 1.62 | 4.67 | 80.59 | 69.43
MAxIMo 8549.55 | 0.97 | 5.99 | 149.46 | 43.00 | 654.61 | 8.00 | 7.00 | 13.00 | 164.16 | 89.91

MiNIMO 100.75 | -0.10 | -5.33 | 3.24 | 11.00 | 151.25 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 45.09 | 3.41
DEsv. ESTANDAR 171637 | 028 | 2.16 | 37.03 | 7.27 | 103.54 | 1.83 | 145 | 3.11 | 27.56 | 24.89

LDso Concentracién letal en ratas, Log P logaritmo de la constante de reparto octanol-agua, TPSA drea superficial polar, “ At niimero de dtomos
diferentes de H, MW masa molar, HB(a) aceptores de hidrégeno, HB(d) donadores de hidrégeno, Rot niimero de enlaces rotables, RM
refractividad molar, AS accesibilidad sintética.
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La lipofilia y el area superficial polar muestran una variacién considerable: log P abarca desde compuestos
hidrofilicos hasta compuestos lipofilicos, y 7'PS A incluye tanto estructuras poco polares como moléculas ricas en
heterodtomos. Esta dispersion refuerza la necesidad de no interpretar cada descriptor de manera aislada, ya que los
farmacos aprobados pueden ocupar regiones distintas del espacio fisicoquimico.

En contraste, los descriptores asociados a enlaces de hidrégeno y flexibilidad son mds acotados. En general, los
compuestos presentan pocos donadores de hidrégeno, un niimero moderado de aceptores y una flexibilidad limitada.
Este punto es importante para el disefio de derivados, porque la funcionalizacién debe mejorar la actividad antioxidante
o multidiana sin incrementar de forma excesiva la polaridad, la solvatacién o la libertad conformacional.

Las estimaciones de toxicidad y accesibilidad sintética se interpretan de forma comparativa, no como valores
absolutos. Su funcién no es sustituir evaluaciones experimentales o andlisis retrosintéticos detallados, sino establecer
una escala interna consistente, calculada con los mismos programas que se aplican a los candidatos.

En conjunto, el RefSet establece la referencia cuantitativa inicial de CADMA-Chem. Sus promedios y desviaciones
estdndar sirven como base para normalizar propiedades y formular, en las secciones siguientes, los criterios de seleccion,
advertencia y eliminacién. Si el protocolo se adapta a otra familia terapéutica, el conjunto de referencia debe actualizarse
y sus propiedades deben recalcularse con los mismos programas usados para evaluar a los candidatos.

El RefSet define los valores de referencia que aparecen en las ecuaciones de S°, de los criterios de advertencia y de
los apagadores de la Seccién 1.5. Su construccion es el primer resultado metodoldgico del protocolo: sin €l los indices

no tienen significado.

1.4 Intervalos fisicoquimicos CADMA-Chem

Una vez establecido el RefSet, el desafio posterior consistié en delinear las propiedades fisicoquimicas que diferencian
a los candidatos con probable biodisponibilidad oral de los que no la tienen. La bibliografia existente ofrece una solucion
fragmentada: cada regla se refiere a un aspecto especifico de la biodisponibilidad y a un subconjunto de firmacos
definido. Sin embargo, ninguna es adecuada de forma independiente, ya que cada una aborda solo un segmento del
panorama farmacolégico pertinente.

En CADMA-Chem se adopt6 la interseccién de seis reglas —Lipinski,'’” Ghose,''” Veber,!'' REOS,'!> Egan''® y
Kelder''*— como estrategia de filtrado. La interseccién es mds restrictiva que cualquiera de las reglas individuales;
esta postura conservadora privilegia rechazar candidatos con propiedades ADME dudosas antes de invertir esfuerzo

computacional en etapas costosas. Los intervalos resultantes se recogen en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3: Intervalos de propiedades fisicoquimicas segun criterios de biodisponibilidad y el rango adoptado en
CADMA-Chem.
Propiedad  Lipinski ~ Ghose @~ Veber = REOS Egan Kelder =~ CADMA-Chem

MW (Da) <500  160-480 - 200500 - - 200480
LogP <5 -0.4-5.6 - 2.0-50 -0.4-5.88 - -0.4-5.0
HBD <5 - - <5 - - <5
HBA <10 - - <10 - - <10
TPSA (A2%) - - < 140 - <131.6 (< 70)* <70
RB - - <10 <38 - - <38
MR - 40-130 - 40-130 - - 40-130
At - 20-70 - 20-50 - - 20-50

MW: masa molar; LogP: coeficiente de particién octanol-agua; HBD/HBA: donadores/aceptores de hidrogeno; TPSA: drea polar
superficial topoldgica; RB: enlaces rotables; M R: refractividad molar; % At: d&tomos pesados. ¢ El limite de 70 A2 para TPSA se
adopta para favorecer la penetracién en el sistema nervioso central.''*

El criterio de TPSA merece atenci6n especial. Kelder et al. establecieron < 70 A% como umbral para la penetracién
en el SNC, un requerimiento que no es compartido por todas las reglas de biodisponibilidad general. Dado que todos
los casos de estudio de esta tesis son neuroprotectores potenciales, adoptar este limite —en lugar del < 140 A? de
Veber o el < 131.6 A2 de Egan— es coherente con el objetivo terapéutico y con la distribucién de TPSA observada
en el RefSet. Este es el primer caso en que el RefSer valida una decisién del protocolo: la distribuciéon de TPSA de los
45 neuroprotectores de referencia es compatible con ese limite, lo que confirma que el criterio no es arbitrario sino

consistente con la préctica clinica en neurologfa.

1.5 Puntajes de seleccion y criterios de eliminacion

Los intervalos de la Tabla 1.3 permiten calificar cada propiedad individualmente, pero no resuelven el problema de
integrar toda esa informacion en una decisién de priorizaciéon. Una biblioteca de mil candidatos puede tener cientos
que satisfacen siete de las ocho propiedades; distinguir entre ellos requiere un indice continuo que capture la posicién
relativa de cada candidato dentro del espacio de propiedades, no solo si cumple o no un umbral binario.

Este problema motivé el desarrollo del puntaje de seleccién S° y, como complemento, de un sistema de criterios de
advertencia y apagadores de eliminacién. La funcién de S° es ordenar candidatos aceptables frente al RefSet; la funcién
de los criterios de advertencia es identificar propiedades individuales que podrian quedar enmascaradas por el promedio;
y la funcién de los apagadores A es impedir que una desviacion critica sea compensada por valores favorables en otras
propiedades.

En versiones preliminares se evalué un puntaje de eliminacién independiente, S”. Esa formulacién se descart6
porque podia interpretarse como otro indice compensatorio. La version final separa explicitamente ordenamiento y
eliminacién: S* jerarquiza candidatos elegibles, las advertencias documentan desviaciones locales y los apagadores A

aplican reglas no compensatorias.
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1.5.1 1Indice de seleccién S°

S cuantifica la posicién de cada candidato frente al RefSet en tres dimensiones: farmacocinética (ADME), toxicidad

(T') y accesibilidad sintética (SA):

5% = 0.4 Sapme + 0.4 S7 + 0.2 Ssa. (1.1)

Los pesos reflejan una jerarquia de importancia: la farmacocinética y la seguridad son condiciones necesarias para
cualquier candidato a formaco y reciben igual peso (40 % cada una); la accesibilidad sintética es relevante pero puede
optimizarse en etapas posteriores de disefio, por lo que recibe menor peso (20 %). Un valor S° > 1 indica que el

candidato supera, en promedio ponderado, al farmaco representativo del RefSet.

Componente ADME (Sxpmg)

Para cada propiedad fisicoquimica se evalda si el candidato cae dentro del intervalo CADMA-Chem:

1, siPropiedad € [Intervalo CADMA-Chem],
SProPFQ — (1.2)

0, en caso contrario.

La suma se normaliza por el nimero promedio de propiedades que cumplen los formacos del RefSet (#P RefSet _ g
para enfermedades neurodegenerativas):
SlogP+ SHBD +SHBA +SMW + SMR+SxAt +SRB JrSPSA
SADME = e ) (1.3)

#P
La normalizacién por el promedio del RefSet, en lugar del maximo posible, evita penalizar candidatos que satisfacen

tantas propiedades como el firmaco promedio aprobado.

Componente de toxicidad (S7)

Se evaltian tres descriptores predichos por T.E.S.T.: dosis letal media en ratas (LD5g), mutagenicidad (M) y toxicidad
al desarrollo (DT). El uso de escala logaritmica comprime diferencias extremas y hace el indice robusto frente a valores

atipicos en el RefSet. Para LDs5(, valores mayores indican menor toxicidad:

(1.4)

1+ LD50,candidat0:|

S.p. = 1+ 10 [
50 &10| 7 + LDs50 Refset

Para M y DT, valores menores son mds favorables:
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( -

logy, _%_ , M €]0,1],
Su=1-{ log,g 1+z\14Rfs C M<o, (1.5)
- 5 :
\loglo _HTW_ , M >1,
(logw _1_:;1{125&_ , DT €]0,1],
Spr =1— ¢ logyg 1+DlTRefSet , DT <0, (1.6)
log; _1+D2TRefSet_ , DT > 1.

_ SLDso +Sm + Spr

St 3

1.7)

Componente de accesibilidad sintética (Ssy)

SA.. didato

SsA = (1.8)
SARefset

En todas las componentes, S > 1 indica desempefio superior al firmaco promedio del RefSet y S < 1 indica

desempeiio inferior. La escala continua permite ordenar candidatos que superan todos los umbrales binarios, problema

que el filtrado por intervalos no puede resolver.

1.5.2 Criterios de advertencia

El promedio ponderado que define S* introduce un problema: puede enmascarar desviaciones criticas en propiedades
individuales. Un candidato con excelente accesibilidad sintética y buenas propiedades ADME puede obtener S° > 1
aunque tenga una sefial toxicol6gica desfavorable, porque la contribucion positiva de las otras componentes compensa
la penalizacion. Este comportamiento es inadecuado para un protocolo de disefio de candidatos a formaco.

Por ello, CADMA-Chem incorpora criterios de advertencia ortogonales a S°. Estos criterios no sustituyen al

indice de seleccion; sefalan cudndo una propiedad individual se aparta del dominio aceptable y requiere consideracion

independiente del promedio global.
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Advertencias fisicoquimicas

Para cada propiedad fisicoquimica X, se define una advertencia cuando el candidato cae fuera de la interseccién

entre el intervalo CADMA-Chem y el intervalo del 95 % del RefSet:

Ix = [XSAPMA L XCAPMAT 0 [ Xgetser — 20x, XRefset + 20x]. (1.9)

Equivalentemente, la violacién fisicoquimica se expresa como una funcién binaria:
: CADMA ¢
1, si X <max{X;3"Y", XRefset — 20x }
Violationx = 0 X > min{ XCAPMA * Xp tcer + 20x }, (1.10)

max

0, en otro caso.

La Figura 1.3 ilustra los casos posibles de violacion segtin la dispersion del RefSet. Si la dispersion es baja, el
intervalo del RefSet resulta mds estrecho que el intervalo CADMA-Chem; la advertencia entonces identifica candidatos
que se alejan del comportamiento observado en farmacos aprobados aunque todavia estén dentro de las reglas generales
de biodisponibilidad. Si la dispersion es alta, el intervalo CADMA-Chem opera como limite externo y evita aceptar

valores extremos solo por la heterogeneidad del RefSet.

Advertencias toxicoldgicas

Para los pardmetros de toxicidad, la advertencia se aplica inicamente cuando el desempeiio es peor que el promedio
del RefSet. Para LDsg, donde un valor menor indica mayor toxicidad, se asigna una advertencia de grado 1 si el valor
cae por debajo del promedio del RefSet, y una advertencia de grado 2 si cae por debajo de una desviacion estdndar:
2, siLD5g < LDs5gref — 0LD50 >
Violationipsy = 4 1, si LDsg,ef — 0Lpsy < LDs5o < LDsg et (1.11)

0, siLDsp > LDsg ref.

Para mutagenicidad (M) y toxicidad al desarrollo (D), donde valores mayores indican peor perfil toxicolégico, se

define:
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Interseccion entre el intervalo CADMA-Chem y el intervalo 95% del RefSet

Zona de violacion—— Distribucién del RefSet - — - - RefSet+20 = — Limites CADMA-Chem @ Punto de violacién
la - CADMA-Chem amplio - el intervalo efectivo lo impone el 95% del RefSet 2a - CADMA-Chem estrecho - el intervalo efectivo lo impone CADMA-Chem
1 1 1 1 1 ] 1 1
1 1 1 1 - 1 1 -
CADMA | ! ! | CADMA I caoma | jcaoma |

min

max | min max

bel

| |
| |
-20. 1 1

® I I ® o , @
Violacién . . Violacién Violacion . . Violacion
! | | ! | |
! I i ! i i
1 1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Propiedad Propiedad
1b - Traslape parcial - el limite efectivo corresponde a la interseccién 2b - CADMA-Chem desplazado - el limite efectivo corresponde a la interseccién
! 1 1 | | ! | !
1 b 1 : : 1 i 1
IMA | ' | CADMA I ' CADMA | ' | CADMA
min 1 max 1 min max

= Violacién Violacién

Violacién - Violacion

1

r T T 1 r T T I 1

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Propiedad Propiedad

Figura 1.3: Intervalos para las propiedades fisicoquimicas considerados adecuados durante el filtrado de candidatos. Las
zonas en rojo corresponden a violaciones que activan criterios de advertencia.

,

2, siX > Xr+ o0y,

Violationy = {1, si Xyef < X < Xyef + 0x, X € {M, DT}. (1.12)

07 si X S Xrefa

Las advertencias de grado 1 sefialan desviaciones moderadas; las de grado 2 sefialan desviaciones criticas. Esta
distincién mantiene compatibilidad con la formulacién original del conteo de violaciones y prepara la transicién a una

regla final de eliminacién no compensatoria.

1.5.3 Apagadores de eliminacién

La formulacién inicial de los criterios de advertencia operaba como una sefial pasiva: un compuesto podia acumular

violaciones individuales y aun asf conservar un valor alto de S* si sus demds componentes eran favorables. Para evitar
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que el promedio global enmascarara desviaciones criticas, se reemplaza el uso del conteo de violaciones como criterio
final por un sistema de apagadores binarios.

Cada apagador d;, € {0, 1} indica si el candidato conserva su elegibilidad respecto a una propiedad critica k. El
valor §; = 1 indica que la propiedad se mantiene dentro del dominio aceptable, mientras que d; = 0 indica que la

propiedad activa un criterio de eliminacién:

1, sila propiedad k& no activa eliminacion,
O = (1.13)

0, sila propiedad k activa eliminaci6n.

Apagador farmacocinético

Para cada propiedad fisicoquimica X € {log P, HBD, HBA, MW, M R, *At, RB, PSA},el dominio aceptable

se define mediante el intervalo combinado Ix de la Ecuacion 1.9. El apagador asociado a cada propiedad es:

§x = (1.14)

El apagador farmacocinético global se define como el producto de los apagadores individuales:

AADME = H5X- (1.15)
X

Por tanto, Aapme = 1 Unicamente si todas las propiedades fisicoquimicas se encuentran dentro de sus intervalos

aceptables, y Aapme = 0 si al menos una de ellas queda fuera del intervalo correspondiente.

Apagador de toxicidad

Para los descriptores toxicolégicos se mantiene la l6gica asimétrica definida en los criterios de advertencia: solo
se activa eliminacién cuando el candidato presenta una desviacion desfavorable superior a una desviacién estandar

respecto al RefSet. Para LDj5(g, donde valores menores indican mayor toxicidad, se define:

1, siLDsg > LDE)O,ref — OLDsp>
s — (1.16)

0, Si LD50 < LD507ref — OLDsp-

Para mutagenicidad (M) y toxicidad en el desarrollo (D7), donde valores mayores indican peor perfil toxicoldgico,

se define:
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1, si X < Xref+UX7
dx = X e {M, DT}. (1.17)

0, siX > Xer+o0x,

El apagador toxicoldgico global es:

A7 = 0Dy, - OM - ODT- (1.18)

Con este esquema, las desviaciones moderadas se mantienen como advertencias, mientras que las desviaciones

toxicoldgicas criticas activan la eliminacién automatica.

Apagador de accesibilidad sintética

Para accesibilidad sintética, el candidato sigue siendo elegible tnicamente si su puntaje normalizado es igual o

superior al promedio del RefSet. El apagador correspondiente es:

17 si SSA > 17
Aga = (1.19)

0, si SSA < 1.
Puntaje global corregido por apagadores

El apagador total se obtiene como el producto de los apagadores de cada subsistema:

A = AApME - A7 - Asa. (1.20)

El puntaje de seleccién corregido por apagadores se define entonces como:

SR =A-5% = AxpMmE - A7 - Asa - (0.4 Sapme + 0.4.S7 + 0.2 Ss4) - (1.21)

Asi, S conserva su funcién como indice de priorizacién entre candidatos aceptables, mientras que A introduce una
regla no compensatoria: si se activa cualquier apagador de eliminacion, entonces A =0y S i = 0, independientemente

del desempeiio favorable en las demads propiedades.



37 1.6. DIAGRAMAS EH-DAMA

1.6 Diagramas eH-DAMA

El filtrado de la etapa II identifica candidatos con propiedades ADME vy toxicolégicas adecuadas, pero no aporta
informacion sobre su capacidad antioxidante. La evaluacion cinética completa con QM-ORSA —que proporciona
constantes de velocidad absolutas comparables con experimentos— requiere optimizacion de estados de transicion a nivel
DFT para cada sitio y mecanismo. Aplicarla sobre todos los candidatos que superan el filtro S serfa computacionalmente
prohibitivo.

Se necesitaba una herramienta que permitiera priorizar candidatos para la evaluacién cinética completa a partir
de descriptores de cdlculo rdpido: potencial de ionizacién (IE), afinidad electrénica (EA) y energia de disociacién
de enlace (BDE). Estos tres descriptores son indicadores termodindmicos de la facilidad de SET, de f-HAT y de la
estabilidad del radical resultante, respectivamente. El problema era que no existia ninguna representacion que los
integrara simultdneamente y los hiciera comparables entre si y frente a antioxidantes de referencia.

Esta necesidad motivé el desarrollo de los diagramas eH-DAMA (Electron and Hydrogen Donating Ability Map for
Antioxidants): mapas bidimensionales donde el eje vertical representa la capacidad de donacién de electrones (IE o w™
seglin el régimen de reaccion) y el eje horizontal representa la capacidad de donacién de hidrégeno (BDE minima del

ensamble). La conexién con la termodindmica de reaccién es exacta por la ley de Hess:

AEsgr = IE(Molec) + EA(R®),

AHgyar = BDE(Molec-H) — BDE(HR).

La diferencia en posicion vertical entre dos especies en el diagrama equivale exactamente a A Fsgr frente al radical
de referencia; la diferencia horizontal equivale a A Hygar. Un candidato ubicado hacia la zona inferior-izquierda
respecto a Trolox o a-tocoferol es termodindmicamente més favorable tanto para SET como para f-HAT, y por tanto se
prioriza para la evaluacién cinética completa.

Cuando la exergonicidad del SET supera ~ 25 kcal mol~!, el sistema entra en el régimen invertido de la pardbola
de Marcus y la IE deja de predecir correctamente la constante de velocidad. En ese caso el eje vertical se sustituye
por la potencia electrodonadora w™, que mantiene su validez predictiva en ese régimen. Esta adaptacion surgi6 de la
experiencia con los primeros casos de estudio, donde algunos candidatos con IE muy baja presentaban constantes de
velocidad SET inferiores a las esperadas.

Segtin la especie de referencia elegida, se definieron tres variantes del diagrama, cada una disefiada para responder

una pregunta especifica:
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Buen donador de H Mal donador de H
Mal donador de e~ —3) Mal donador de e

|
K& £ 3
H-
Buen donador de H Q= Mal donador de H
Buen donador de e

IE / EA (eV)

Buen donador de e™

BDE / BFE (eV)

Figura 1.4: Mapa de capacidad de donacién de electrones e hidrégeno para antioxidantes (eH-DAMA).

Variante Comparacion Pregunta

eH-DAMA-FRS Antioxidante vs. radicales libres biolégicamente rele- ;Captura radicales mas rdpido
vantes (HOO?®, -OH) que Trolox / a-tocoferol?

eH-DAMA-AR Antioxidante vs. radicales de biomoléculas oxidadas ;La termodindmica de repara-
(lipidos, proteinas, ADN) cion es favorable?

eH-DAMA-OS Oxidante vs. blanco biolégico (El candidato actuard como an-

tioxidante o como blanco del

dafio?

Los fundamentos matematicos de cada variante, los criterios de interpretacion cuantitativa y la validacion frente a

constantes de velocidad experimentales se presentan en el Apéndice B.8.

1.7 Multifuncionalidad antioxidante

La decision de evaluar la capacidad antioxidante en tres niveles distintos —AOX-1, AOX-1I y AOX-III— no surgi6
de la revision bibliografica inicial sino de la observacién de los primeros resultados. Varios derivados con excelente
captacion de radicales libres (AOX-I) presentaban AG, ., desfavorable para la quelacién de cobre, lo que indicaba que
su capacidad antioxidante era incompleta: eficaces frente a radicales libres pero incapaces de interrumpir la produccién
de -OH mediada por metales redox. Otros candidatos mostraban el patrén inverso.

Esta heterogeneidad puso de manifiesto que los tres mecanismos son complementarios y que ninguno es suficiente

por si solo para caracterizar la multifuncionalidad antioxidante. Por ello, CADMA-Chem consolida tres dimensiones

complementarias:
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Bloque Funcién evaluada Evidencia requerida

AOX-I Captacion directa de radicales libres AG, barreras y constantes globales
AOX-II Inhibicién de produccién de -OH mediada por metales quelacién y comportamiento OIL
AOX-III Reparacién quimica de biomoléculas oxidadas rutas viables y constantes de reparacion

La contribucién metodolégica no consiste en que todos los candidatos sean excelentes en las tres dimensiones, sino
en que la discusion de multifuncionalidad sea explicita y documentada. Un derivado puede justificarse como captador
radicalario, inhibidor de dafo mediado por metales, reparador quimico o combinacién de estas funciones; pero no se
etiqueta como antioxidante multifuncional sin especificar en cudles dimensiones opera y con qué nivel de eficiencia
respecto a las referencias.

La incorporacién de AOX-III respondié a una consideracion adicional: en enfermedades neurodegenerativas, el dafo
oxidante acumulado en lipidos, proteinas y ADN es una consecuencia del estrés oxidante crénico, no exclusivamente
de la presencia aguda de radicales libres. Un candidato que ademads de captar radicales puede reparar biomoléculas ya

dafiadas ofrece una ventana terapéutica mas amplia, y esa capacidad no puede inferirse de AOX-I ni de AOX-II.

1.8 Indices de evaluacién multidiana

La evaluacion farmacoldgica multidiana introduce un problema andlogo al del filtrado ADME: cémo integrar
informacién de varias dianas en una tGnica métrica de priorizacidn. Los resultados de acoplamiento molecular producen
energias de Vina independientes por diana y por especie dcido-base; comparar candidatos directamente a partir de esas
energias es valido diana por diana, pero no permite establecer un orden global cuando se busca actividad multidiana.

La incorporacién de la dimensidn farmacolégica en CADMA-Chem respondi6 a una limitacién observada durante el
andlisis de los primeros casos de estudio: candidatos con excelente perfil antioxidante presentaban afinidad baja por todas
las dianas, mientras que otros con S moderado mostraban afinidades superiores a sus respectivos sustratos naturales
en dos o tres dianas simultdneamente. Sin un indice que integrara las dos dimensiones, no era posible establecer una

jerarquia que reflejara la multifuncionalidad buscada.

1.8.1 Puntaje poligénico S”

El puntaje poligénico ST es el indice multidiana empleado en los casos de estudio de esta tesis. Para cada diana D,

la energia de Vina se pondera por la fraccién molar dcido-base de cada especie a pH 7.4:

w w w
P _ AGB,COMT AGB,MAO—B AGB,AChE

. 1.22
AG'B,dopa AG'B,pea AG'B,ACh ( )
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Un valor S = 3.00 indica afinidad global equivalente a la de los sustratos naturales; S¥ > 3.00 indica mayor
afinidad global. La normalizacién por la energia de acoplamiento del sustrato natural hace el indice comparable entre
dianas con rangos de afinidad muy distintos.**

La limitacién principal de S¥" es que trata todas las dianas con igual peso y se basa exclusivamente en la energfa
de docking, que no captura la estabilidad dindmica del complejo ni la persistencia de contactos farmacoféricos bajo

condiciones de simulacion.

1.8.2 Indices basados en dinamica molecular

Para superar las limitaciones de S”, se propusieron tres fndices adicionales derivados de las trayectorias de dindmica
molecular, que integran estabilidad de pose, persistencia de interacciones y afinidad termodindmica en una sola métrica
por diana.

El indice de estabilidad de pose I (L, D) mide la fraccién del tiempo de produccién en que el RMSD del
ligando (dtomos pesados, alineado a C,) se mantiene < 2.5 A. Un candidato con alta afinidad de docking pero Ipose
bajo abandona el sitio activo durante la simulacién, lo que indica que la pose de docking no es representativa del modo
de union real.

El indice de persistencia de interacciones I, (L, D) mide la fraccién temporal de contactos clave —puentes de
hidrégeno, interacciones cation-m, aguas puente— identificados en el farmacé6foro de consenso. Penaliza candidatos
que, aunque permanezcan en el sitio activo, pierden los contactos que definen el reconocimiento biolégico.

El indice de afinidad dinédmica I, AG (L, D) normaliza la energia libre MM/GBSA promediada sobre los dltimos
20 ns al rango [0, 1] dentro del conjunto de candidatos evaluados en la misma diana.

Los tres indices se combinan linealmente en el puntaje por diana:

Tp(L) = & lyose (L, D) + B Lii(L, D) + v Inc(L, D), a+p+~=1, (1.23)

que puede sumarse para multiples blancos con pesos biomédicos wp:

ML) = Y " wpTp(L), Y wp=1. (1.24)
DeT D

Cuando se integran simultdneamente la dimensién antioxidante y la farmacoldgica:

[TA9%enz( 1) = ATIE%l (1) 4 (1 — \) AOX-score(L), A € [0,1]. (1.25)
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El parametro A permite ajustar el peso relativo de cada dimension segtin el objetivo terapéutico. Los pardmetros
a, B, 7, wp y A deben fijarse antes del analisis ciego del conjunto de candidatos; su calibracion sobre conjuntos con
actividad experimental medida es lo que convierte estos indices en herramientas predictivas cuantitativas.

El formalismo complementario basado en huellas de interaccion, ponderacion dcido-base del acoplamiento molecular

e indice de similitud de interacciones (ISI) se conserva en el Apéndice C.4.

1.9 Herramientas de implementacion

Como parte del desarrollo del protocolo se construyeron tres herramientas de software que implementan las etapas
computacionalmente mds intensivas.

Smile-it genera bibliotecas de derivados en formato SMILES a partir de reglas de sustitucion explicitas, cubriendo
el espacio combinatorio definido por los sitios y grupos funcionales seleccionados para cada andamio.

CADMApy automatiza el célculo de descriptores fisicoquimicos, el indice S°, los criterios de advertencia, los apaga-
dores Ay la generacion de conformadores iniciales desde SMILES. El c6digo fuente y los fragmentos representativos

se documentan en el Apéndice E.

[ XN ]
Name Smiles file:
———— Load '.smi' file
[ ) @ Welcome to CADMA-py
Acronym Desarrollo de Toxicidad:
Load '.csv' file
Original SMILE Mutagenicidad:
i Load '.csv' file
/ by ]
(/ Dosis Letal en Ratas LD50:
L - il Select Disease Load '.csv' file
A D M A p y ’ A Y @ Neurodegenerativas « AMBIT-SA:
( : . ; sl -
7 UL The following values will be used for the exclusion counter: Load '.csv' file
@ Property Average StdDev
LD50 1131.37 1588.67 CALCULATE SCORES u
 —
M 0.377 0.274
DT 0.743 0.168 CADME-Chem intervals:
SA 74.07 14.318 FUepey (M e
MW 200 480
Welcome to CADMA.py i 29131 08.53 logP 04 5
logP 2.55 1.63 MR 40 130
2 7
DOCUMENTATION CONTACT & REFERENCES MAGICAL THESIS WRITER R 2l 27.03 AX 0 0
AtX 20.82 6.83 HBLA 0 10
HBLA 3.6 1.86 HBLD 0 5
CREATE A REFERENCE SET SELECTION SCORES CONFORMERS OF SMILES
HBLD 1.42 127 RB 0 10
RB 4.44 2.94 PSA 0 130
PSA 57.53 36.44

PLOT RESULTS 14l
# ADME props met by RefSet : 8

Figura 1.5: Interfaz principal de CADMApy (izquierda) y seccidn para el cdlculo de puntuaciones de seleccién (derecha).
Disponible en agalano.com/research/apps/desktop-apps.
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EasyRate 2.0 automatiza el calculo de constantes de velocidad con correcciones por efecto tinel segtin el protocolo
QM-ORSA,'% 1o que vuelve reproducible y auditable un paso numéricamente sensible de la evaluacién antioxidante.
Los detalles de la aproximacion de Eckart se conservan en el Apéndice D.1.1.

La implementacion actual también fija una decision de reproducibilidad: los programas usados para calcular el
RefSet deben ser los mismos que se usen para los candidatos. Por ello, las herramientas empleadas en etapas tempranas
como Molinspiration o SILVIA no se conservan como referencia operativa de la version final; el protocolo se documenta

con el conjunto de herramientas descrito en el Capitulo 1.

[ ) Easy Rate 2.0
Data entry
Run title Example Cage Effects?  Yes () No @ Print data input? ~ Yes () No (@
React-1 ‘ Browse H view H clear ‘ e
reactivoi.log
Results (summary) Details
React-2 (If any) [ Browse H view H clear ‘ Pathway: Example Pathway: Example
Gibbs Free Energy of Imag. Freq. (cm-1): -2518.15
reactivo2.log reaction (kcal/mol): -7.74
Reaction enthalpies (dH)
L i Gibbs Free Energy of dH reaction (kcal/mol): =7.77
Lol b | mowse || vew || cear | activation (kcal/mol):  29.03 dH activation (kcal/mol): 17.48
transition state.log
Rate Constant : 8.05e-05 Reaction ZPE (dZPE)
. dZPE reaction (kcal/mol): -7.8
Bleducty ‘ Broee) H ey H e ‘ ALPH1:15.21 dZPE activation (kcal/mol): 17.4
ALPH2:22.02
) u:12.15 Temperature (K): 298.15
Kappa:24908.73
Product-2 (If any) ‘ Browse H view H dlear ‘
producto2.log
Tunneling YES @ 24908.73
Temperature(K)
Reaction path degeneracy 1
Diffusion (optional)
Do you want to consider diffusion? ~ Yes No ®
Solvent
Viscosity (Pa-s) (If other)
Notes
us (A) — R -1 &
Bduel(e) oactant Rate constant units: P
g pH effects are not considered.
 Bimolecular: MY | ge¢ ppout » Equations for details
Radius (A) — Reactant-2 - Unimolecular: s & :

Reaction distance (A)

Figura 1.6: Aplicacion EasyRate 2.0, desarrollada para estimar constantes de velocidad segtin el protocolo QM-ORSA.
Disponible en agalano.com/research/apps/desktop-apps.

Las tres herramientas estdn disponibles en agalano.com/research/apps/desktop-apps. Su desarrollo tiene tres
consecuencias metodoldgicas directas: los intervalos CADMA-Chem quedan codificados y no se redefinen manualmente
para cada sistema; el RefSet puede recalcularse cuando cambia el dominio de aplicacién; y las bibliotecas de derivados

pueden cribarse con los mismos pesos, advertencias y apagadores antes de pasar a quimica cudntica, acoplamiento

molecular o dinamica molecular.
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Capitulo 2

Melatonina

2.1 Maelatonina: la molécula reguladora como andamio de diseiio

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina endégena sintetizada principalmente en la glandula
pineal de los mamiferos, conocida sobre todo por su funcién en la regulacién de los ritmos circadianos.*” Fue identificada
por primera vez en la década de 1950 y se ha observado que estd presente en diversos tejidos y 6rganos, tanto en humanos
como en otros vertebrados; ademas, se ha detectado en plantas y microorganismos, lo que refleja su ubicuidad en la
naturaleza.

Esta indolamina ha despertado un gran interés terapéutico y constituye un andamio estructural éptimo para la
aplicacion del protocolo CADMA-Chem debido a su perfil fisicoquimico del que podemos enfatizar: caracter anfifilico,
baja masa molar (alrededor de 232.28 g mol 1), traspasa con relativa facilidad las barreras bioldgicas incluyendo la
barrera hematoencefilica,*” muy baja toxicidad y con capacidad de interactuar con diversas dianas moleculares. En el
DrugBank (DB01065), se describe a la melatonina como un agente nutracéutico y promotor del suefio, con estudios que
resaltan su potencial para atenuar el estrés oxidante y la neuroinflamacién.' '

Desde la perspectiva del disefio asistido por computadora, la melatonina no es solo un agente terapéutico, sino un
andamio estructural versatil. Su capacidad para interactuar con diversas dianas moleculares permite la exploracién de

su espacio quimico con el fin de optimizar su eficiencia frente a especies reactivas y su afinidad enzimética mediante

funcionalizacion dirigida.

2.1.1 Multifuncionalidad antioxidante y neuroprotectora

La melatonina se considera un antioxidante multifuncional, pues combina varios mecanismos de accién: inactivacién

de radicales libres, regulacion de procesos inflamatorios y reparacion de biomoléculas dafiadas. Su habilidad para quelar
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iones metalicos, junto a la baja toxicidad de sus metabolitos, la convierte en una molécula atractiva para el disefio de
farmacos dirigidos a enfermedades multifactoriales como las neurodegenerativas.*” La Figura 2.1 ilustra esta versatilidad

de la melatonina, destacando su papel antioxidante, antiinflamatorio y neuroprotector.

[ )
e o /4
o /

e
: ciclo circadiano depurador de
antiinflamatorio radicales libres

)

” quelante
- de metales
antienvejecimiento
- hYh Y
250
<&§\§’ 14 N
: néﬁ protector
inhibidor g de ADN
de cancer 2Ll @
{ ' L 4
(" et regulador
Ry, homeostatico

potenciador del
sitema inmune

Figura 2.1: Multifuncionalidad de la melatonina. Se muestran algunos de los procesos biolégicos en los que se ha
demostrado que estd relacionada, incluyendo funciones como antioxidante, antiinflamatorio y neuroprotector.

Inicialmente, la investigacion en melatonina se enfocaba en su sintesis pineal y en la sincronizacién de los ritmos
biolégicos. Con el tiempo, se descubrié que también se produce en la retina, la piel y el tracto gastrointestinal, ampliando
la comprensién de sus funciones.*” Numerosos estudios sefialan que la melatonina puede sintetizarse localmente en la
mitocondria —un sitio de alto consumo de oxigeno— para modular de forma directa la generacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitr6geno (RNS), asi como su interaccion con vias inflamatorias, perfilindola como agente
neuroprotector.

Un aspecto critico es que la proteccidn ejercida por la melatonina no termina con su reaccidn inicial, sino que se
extiende a través de una cascada de metabolitos activos (Figura 2.2), tales como la 3-hidroximelatonina ciclica (c30HM),
la Nj-acetil-N,-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK), la 6-hidroximelatonina (6OHM), la 4-hidroximelatonina (4OHM)
y la N-acetil serotonina (NAS). Esta “’proteccion colectiva” permite clasificar la actividad antioxidante (AOC), como se

detalla en el Apéndice D, en cuatro modos operativos:
I. Tipo I: Depuracién directa de radicales por transferencia de electrones o hidrégeno.

II. Tipo II: Prevencién mediante quelacion de metales redox (Cu, Fe) para inhibir reacciones tipo Haber-Weiss.
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III. Tipo III: Reparacién quimica de dafios en lipidos, proteinas y ADN.

IV. Tipo IV: Actividad multifuncional que integra dos o mds de los anteriores.

Proteccion Colectiva

' AOC )

Tipo | AOC
Tipo Il
solih : T?p?)(:lll
60HM Melatonina It_»]?‘OC_ |
NAS AFMK 40HM multirunciona
\ ¢3OHM ) 40HM 60HM 40HM
60HM 60HM
Depuradores
de radicales libres \ c3OHM Y, Repara_dores ¢3-OHM
Preventivos quimicos Versatiles

(quelacion de metales)

Figura 2.2: Esquema de proteccion antioxidante (AOC) colectiva ejercida por la melatonina y sus metabolitos. Se
incluyen c30OHM (3-hidroximelatonina ciclica), 6OHM (6-hidroximelatonina), 4OHM (4-hidroximelatonina), AFMK
(N-acetil-N;-formil-5-metoxiquinuramina) y NAS (N-acetil serotonina).

Esta “division de tareas” prolonga la capacidad de defensa contra especies reactivas de oxigeno (ROS), nitrégeno
(RNS) y azufre (RSS). Cada metabolito puede asumir un rol distinto a lo largo de las sucesivas etapas de desactivacién

de radicales, reforzando asi el efecto global de la melatonina en sistemas biolégicos.

2.1.2 Relevancia en trastornos neurodegenerativos

La complejidad de patologias como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer estd caracterizada
por desequilibrios oxidantes, neuroinflamacion, alteraciones en la homeostasis de metales y la acumulacion de proteinas
mal plegadas (Figura 2.3). Esta complejidad dificulta el desarrollo de terapias eficaces capaces de desacelerar o revertir
su progresion.*’

La capacidad de la melatonina para cruzar la barrera hematoencefilica y ejercer acciones antioxidantes, antiinflama-
torias y de quelacion metélica la ha convertido en tema de investigacion para enfrentar estos desérdenes. La Figura 2.4
muestra a la melatonina y sus compuestos relacionados, desde precursores como la serotonina hasta metabolitos como
AMK, AFMK, ¢c30HM y 60HM, formados en rutas enzimdticas o por reacciones de detoxificacion de radicales.

Estas especies han demostrado propiedades antioxidantes y neuroprotectoras, lo que refuerza la idea de funcionalizar

s . . , 2 2
quimicamente 1a melatonina para potenciar atin més sus efectos.*’
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Figura 2.3: Principales factores que contribuyen a la naturaleza multifactorial de los trastornos neurodegenerativos,
derivando en disfuncién y muerte neuronal.
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Figura 2.4: Melatonina y compuestos naturales relacionados (precursores y metabolitos). AFMK, AMK, ¢c30HM,
60HM y 40HM participan en rutas enzimdticas o en reacciones de detoxificacién de radicales.
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2.2 Derivados de Melatonina

Establecido el marco bioldgico, la investigacion se centrd en la modificacion dirigida sobre el nicleo inddlico de
melatonina (Figura 2.5) para generar una quimioteca de 116 derivados mediante la incorporaciéon de grupos —OH,

—NHj5, —SH y —COOH en el nicleo inddlico.

La eleccion de estos grupos se detalla en el Apéndice A.

d

HN < * Grupos OH y SH pueden proveer donacién de hidrégeno (relevante

R, b o) para reacciones de f-HAT).

c
a/O * Grupos NHy y COOH inciden en el comportamiento dcido-base,
N R A pudiendo favorecer la presencia de especies ionizadas a pH fisiol6gi-
R N co y, por ende, posibles mejoras en la reactividad por transferencia
2 H electrénica (SET).
R;

* La introduccién de grupos polares para influir en el log P y sobre el

Figura 2.5: Sitios de sustitucién en la drea polar superficial, mejorando —o modulando— la permeabilidad

melatonina (Ry, Ry, Rs, Ry4) y sitios con- y la biodisponibilidad.

siderados para el célculo de entalpia de * Incorporacién de grupos que permitan formar marcos de quelacién

disociacién de enlace (BDE) (a, b, c, d). de metales

En la Figura 2.6 se aprecia la distribucién del S° para los 116 derivados de melatonina. Exceptuando nueve de
ellos, la mayoria supera el promedio de los farmacos neuroprotectores (S = 3.0) y cuatro incluso rebasan el valor
de 1a melatonina (S° = 3.75). En principio, esto sugiere que dichos compuestos podrian exhibir un mejor perfil
farmacocinético que los firmacos de referencia, y en esos cuatro casos, incluso superior al de la melatonina.

Posteriormente, al aplicar el puntaje de eliminacién (Ver apéndice ??) para descartar desviaciones perjudiciales,
se seleccionaron 20 derivados con las mejores calificaciones. Cabe sefalar que las propiedades farmacocinéticas, si
bien son imprescindibles, no brindan informacién sobre la capacidad antioxidante de los compuestos. Por ello, los 20
derivados fueron elegidos para una evaluacion posterior de sus propiedades de reactividad. Las estructuras seleccionadas

y sus puntajes de seleccién se muestran en la Figura 2.7.

2.3 Especiacion acido-base

Para cada uno de los veinte derivados seleccionados, se aplicé el flujo de trabajo computacional descrito en el
Capitulo 1. Dado que la actividad antioxidante en medios biolégicos depende del estado de ionizacién, la determinacién
de las especies predominantes a pH fisiolégico es el primer paso critico para modelar la reactividad.

En la Tabla 2.1 se presentan los valores de pK, y las fracciones molares () calculadas a pH 7.4. Se observa
que la mayoria de los derivados conservan un predominio de la especie neutra; no obstante, compuestos como el

dM-115 exhiben un equilibrio 4cido-base mds complejo con presencia de especies neutras, aniénicas y dianidnicas. Esta
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dM -116
dM -112

dm 107

dM -101
dv 97

dM -93
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dm -38
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Figura 2.6: Distribucién del S para los 116 derivados de melatonina. La linea roja marca el promedio de los firmacos
neuroprotectores en un valor de S° = 3.0. La linea verde, indica el puntaje de seleccién de la melatonina S = 3.75.
multiplicidad de especies sugiere una versatilidad de mecanismos de accién (HAT y SET) que dependen directamente

del microentorno celular y su pH local.

2.4 Anadlisis de reactividad quimica y mapas eH-DAMA

Una vez definida la especiacion, se evalud la capacidad intrinseca de cada sistema para transferir electrones y
atomos de hidrégeno mediante el diagrama eH-DAMA (Figura 2.8). Los fundamentos de los descriptores de reactividad
global empleados (IE, EA, w™, w™, i, 1) se detallan en el Capitulo 1 y sus derivaciones matematicas especificas en el

Apéndice B.
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Figura 2.7: Estructura y puntaje de seleccion de los veinte derivados de melatonina mejor evaluados. En color azul se

destacan los candidatos con el mejor perfil como antioxidantes quimicos.

La Tabla 2.2 resume estos descriptores para la melatonina y sus derivados, ordenados por estado de protonacién. Es
conveniente notar que la melatonina presenta una BDE de 89.33 kcal/mol en su forma neutra, mientras que derivados

como dM-34 (66.68 kcal/mol) y dM-115 (67.54 kcal/mol) reducen significativamente este requerimiento energético,

facilitando la donacién de hidrégeno.
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Tabla 2.1: Especiacion dcido—base de los derivados de melatonina a pH fisiol6gico, se muestran las constantes sucesivas
de deprotonacién dcida y sus abundancias relativas.

pK, Fraccion molar (1) a pH 7.4
Derivado pK,, pK,» pK,3 prot neutral anion dian trian
dM-3 10.25 0.999 0.001
dM-6 7.28 0.431 0.569
dM-7 7.98 0.792 0.208
dM-8 5.46 0.011 0.989
dM-10 6.16 0.054 0.946
dM-11 5.20 0.006 0.994
dM-34 5.87 11.47 0.029 0971 <107*
dM-38 5.90 12.12 0.031 0.969 < 107*
dM-61 5.65 13.41 0.017 0983 <1076
dM-64 3.27 8.46 <107% 0.920 0.080
dM-72 0.92 5.03 <10~% 0.004  0.996
dM-81 6.59 10.05 0.134 0.864 0.002
dM-92 3.43  4.34 <10~7 0.001 0.999
dM-94 4.03  7.60 <1073 0.613 0.387
dM-96 3.35 4.31 <1077 <1073 0.999
dM-100 3.27 4.01 <1077 <1073 =~1.000
dM-104 3.95 4.65 <1076 0.002 0.998
dM-112 3.02 4.39 <1077 <107% 0.999
dM-114 4.89 11.16 0.003 0997 <1073
dM-115 6.14 10.46 13.41 0.052 0.947 0.001 <107°

Fracciones molares por debajo del 0.1% se representan como < 10~* para mayor

claridad

Tabla 2.2: Indices globales de reactividad y entalpias de disociacién de enlace (BDE) para la especiacién de melatonina

y de los derivados estudiados.

Derivado IE? (eV) EA? (eV) w~ wt  pEV) nEv) BDE" (kcal/mol)
Especies protonadas

dM-10 11.17 2.09 872 2.09 —-6.63 9.08 90.48
dM-11 10.89 291 991 3.01 -6.90 7.98 89.45
dM-81 10.84 2.05 8.49 2.05 —6.44 8.79 80.62
Especies neutras

Melatonina 7.49 —-0.97 3.41 015 —3.26 8.46 89.33
dM-3 7.19 —-0.97 325 014 -3.11 8.16 77.76
dM-6 7.09 —0.81 331 017 -3.14 7.90 74.33

Continda en la siguiente pagina
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Tabla 2.2 — Continuacién

Derivado IE* (V) EA*(eV) w™ wt  w(EV) nEv) BDE" (kcal/mol)
dM-7 7.11 —-0.91 3.25 015 -=3.10 8.02 73.24
dM-8 7.23 —-0.92 331 0.15 -3.16 8.15 73.46
dM-34 6.92 —0.94 3.13 013 -2.99 7.85 66.68
dM-38 7.17 —-0.93 3.26  0.15 —=3.12 8.10 71.51
dM-61 7.26 —-0.93 3.32 015 -3.16 8.18 69.14
dM-114 6.91 —0.77 3.24 017 -3.07 7.68 68.32
dM-115 7.06 —0.75 3.34  0.19 -3.16 7.81 67.54

Especies aniénicas

dM-34 1.98 —2.90 0.12 0.58  0.46 4.88 61.88
dM-38 1.95 —2.70 0.13 0.51 0.38 4.65 68.31
dM-115 1.72 —2.53 0.10 0.50  0.40 4.25 63.09

2 Se determinaron como energias verticales en solucién. ® Se calcula como la diferencia de energias electrénicas adiabéticas
en solucién. * En la versién actual del protocolo IE y EA se estiman adiabiticamente y la BDE se calcula como entalpia de
disociacién; ademads, dado que los cdlculos actuales se hacen adiabaticos los descriptores globales de reactividad carecen de

interpretacion directa.

Como se aprecia en la Figura 2.8, los derivados dM-34, dM-115, dM-38, dM-114, dM-61 y dM-94 se ubican en la
region inferior-izquierda del diagrama. Esta posicion es indicativa de valores de BDE y potencias electrodonadoras

(w™) significativamente inferiores a los de la melatonina, e incluso compiten con el antioxidante de referencia Trolox.
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Figura 2.8: Mapa eH-DAMA para los derivados de melatonina, melatonina y Trolox frente al par oxidante HO2/O3 .

La ubicacién de estos compuestos en el mapa sugiere una alta probabilidad de participacion en procesos de
transferencia de hidrégeno (HAT) o mecanismos secuenciales de transferencia de electrén-protén (SET-PT) frente
a especies reactivas de oxigeno. Esta optimizacién de la reactividad quimica respecto al andamio original valida la

estrategia de funcionalizacién empleada en este trabajo.

2.5 El caso del derivado dM-38

Para ilustrar la profundidad del andlisis de reactividad del protocolo CADMA-Chem, se selecciona el derivado
dM-38. Este compuesto es un ejemplo de cdmo la funcionalizacién, mediante la introduccién de grupos tiol (-SH) y
fenol (-OH), altera drasticamente el perfil antioxidante respecto a la estructura base.

El compuesto dM-38 presenta dos constantes de acidez: pK,1 = 5.90 y pK,2 = 12.12. A pH fisiolégico la especie
mono-anidnica es la forma predominante con una fracciéon molar de 0.969. Debido a su baja energia de ionizacién y alta
densidad electrdnica, se espera que esta especie actie como un agente reductor.

Por otro lado, la especie neutra conserva una fraccion de 0.031. Aunque representa solo el 3.1% de la poblacién
total en agua, esta fraccion es critica para la farmacocinética del sistema, ya que garantiza la capacidad del compuesto
para atravesar barreras lipidicas y membranas biolégicas por difusion pasiva. Esta coexistencia de especies asegura que

el farmaco sea activo tanto en el interior celular como en su transito a través de las membranas.
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2.5.1 Cinética de depuracion de radicales libres (AOX-I)

La actividad de depuracién del radical peroxilo (OOH) para el dM-38 muestra una dependencia del entorno quimico.
Mientras que la melatonina es considerada un depurador pobre de radicales peroxilo en términos cinéticos, el dM-38
supera a los antioxidantes de referencia en varios 6rdenes de magnitud.

En medios lipidicos, donde la especie neutra es la predominante, el mecanismo gobernante es la transferencia formal
de 4tomo de hidrégeno (f-HAT) desde el grupo tiol, que representa el 99.5% de la reactividad total. La constante de
velocidad calculada es de 5.17 x 10° M ~'s~!. En este entorno, el dM-38 es aproximadamente 1520 veces mds répido
que el Trolox, 905 veces mds rapido que el dcido ascérbico y 2 veces mas rapido que el alfa-tocoferol.

En solucién acuosa a pH 7.4, la desprotonacidn del grupo tiol da lugar a la viabilidad del mecanismo de transferencia
electrénica (SET), el cual domina la reactividad con un 74.6%, complementado por un 25.4% de f-HAT desde el grupo

—1 un valor cercano al limite de

fenélico. La constante de velocidad global en este medio se estima en 9.96 x 107 M ~!s
difusién. Al considerar la fraccion molar efectiva del radical peroxilo a este pH, la eficiencia del dM-38 como depurador
supera a la del Trolox por un factor de 278 y a la del 4cido ascérbico por un factor de 81.

Esta viabilidad termodindmica y cinética es coherente con el mapa eH-DAMA. La especie mono-anidnica del dM-38
se encuentra en la regién inferior izquierda, una zona caracteristica de compuestos con alta capacidad antioxidante
confirmando la congruencia entre los dos enfoques, visual y cuantitativo.

La funcionalizacién no solo mejora una propiedad aislada, sino que crea un sinergismo estructural: el grupo fendlico
aporta estabilidad por resonancia al radical formado, mientras que el grupo tiol (o tiolato en agua) proporciona un sitio
de reaccion con una cinética viable. Este comportamiento multifuncional permite que el compuesto actie eficazmente

tanto en la fase lipidica de las membranas como en el citoplasma acuoso, una versatilidad que la melatonina nativa no

posee en la misma escala.

2.5.2 Capacidad antioxidante de tipo II: Mecanismo de quelacion y comportamiento OIL

La inhibicién de la produccién de radicales libres mediante la formacidén de complejos estables con metales redox
(Fe?*+, Cu?*, etc.) es un pilar de la multifuncionalidad en el protocolo CADMA-Chem. De acuerdo con la metodologia
del Capitulo 1 y los fundamentos fisicoquimicos detallados en el Apéndice D.2, se evaluaron las rutas de quelacion

directa (DCM) y de quelacién acoplada a la desprotonacién (CDCM).

Termodinamica de quelacion y efecto del pH

A diferencia de la quelacion directa, el mecanismo CDCM es altamente dependiente del pH del medio. Para el

derivado dM-38, se identificaron complejos de Cu(Il) (ver esquemas de coordinacion en la seccion de Discusion),
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determinando que el aumento del pH favorece la viabilidad de las reacciones que involucran deprotonacién previa o
simultdnea a la unién metélica.

A pH fisiolégico, el andlisis basado en la distribuciéon de Boltzmann revela que el complejo CDCM-cSO es la especie
predominante, representando el 99.993% de la poblacién total de complejos. En este sistema, el cobre se encuentra
coordinado de forma bidentada a través de los d&tomos de azufre y oxigeno (sitios activados por la deprotonacién), lo que

otorga una estabilidad termodindmica significativamente superior a la observada en el mecanismo DCM.

Comportamiento OIL-1: Inhibicién del ciclo de Haber-Weiss

El verdadero potencial neuroprotector de estos quelantes radica en su comportamiento OIL-1 (Oxidant-Inhibited
Ligation, tipo 1). Este fenémeno ocurre cuando la coordinacién del ligando al centro metalico disminuye el potencial
de reduccién del metal, dificultando el primer paso de la reaccién de Haber-Weiss y, por consiguiente, suprimiendo la
produccidn catalitica del radical hidroxilo (OH).

Para validar este comportamiento en el complejo [dM38-Cu(Il)], se evalué la factibilidad de su reduccién frente a

dos reductores bioldgicos comunes:

1. Anién Ascorbato: Un reductor moderado utilizado frecuentemente en modelos experimentales para inducir
condiciones oxidativas. Los resultados termodindmicos indican que la formacién del complejo CDCM-cSO inhibe

completamente la reduccion del Cu(II) por ascorbato, apagando esta via de generacién de radicales.

2. Anién radical superéxido (O3 ): Es un reductor extremadamente fuerte en sistemas biolégicos. Aunque la
reduccién del Cu(Il) complejado por superéxido no se elimina totalmente, la formacién del complejo dM38
disminuye drésticamente la constante de velocidad del proceso, siendo m4s de 10* veces mds lenta en comparacién

con el ion cobre libre o "hidratado”.

Se compararon los pardmetros termodindmicos y cinéticos de la reduccién del ion metdlico tanto en su forma libre
como en el complejo CDCM-cSO. Los datos presentados en la Tabla 2.3 permiten cuantificar el grado de inhibicion del

ciclo redox del cobre.

Tabla 2.3: Energfas libres de reaccién (AG), energias libres de activacién (AG*) y constantes de velocidad (k) para la
reduccién de Cu(Il) libre y complejada (CDCM-cSO) por agentes reductores a 298.15 K.

AG AGH k
Reductor  Estado de Cu(Il) (kcal mol=1) (kcalmol~1)  (M—!s—1)
Ascorbato  Libre -1.53 6.89 5.44 x 107
CDCM-cSO 17.46 19.07 6.46 x 1072
05~ Libre -20.86 3.89 2.07 x 10°

CDCM-cSO -1.88 11.46 2.46 x 10*
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El andlisis de estos valores revela que la formacion del complejo CDCM-cSO no solo desplaza la termodindmica de
la reaccién hacia valores menos favorables, sino que impone una barrera cinética significativa. En el caso del ascorbato,
la reaccion pasa de ser espontidnea (AG = —1.53 kcal/mol) a ser endergénica (AG = 17.46 kcal/mol), lo que resulta
en una inhibicién termodindmica completa bajo condiciones fisioldgicas.

Frente al radical superéxido, aunque la reaccién sigue siendo ligeramente espontdnea, la energia de activacion se
incrementa de 3.89 a 11.46 kcal/mol. Este incremento en la barrera energética se traduce en una disminucién de cinco
6rdenes de magnitud en la constante de velocidad. Esta ralentizacién es fundamental desde el punto de vista bioldgico,
ya que permite que otros sistemas de defensa endégenos compitan por el metal o el radical antes de que se produzca la
transferencia electrénica que daria inicio a la reaccion de tipo Fenton.

De este modo, el comportamiento OIL-1 del dM-38 actiia como un regulador de la actividad redox del metal.
Al transformar un centro metélico altamente reactivo en una especie coordinada con cinética lenta, se minimiza la
produccién basal de radicales hidroxilo, reforzando la hipétesis de que la quelacion estratégica es tan relevante como la

capacidad de depuracién directa de radicales.

2.5.3 Capacidad antioxidante de tipo III: Reparacion de biomoléculas daiiadas

Una de las propuestas més ambiciosas respecto a los compuestos diseiiados es que no solo eviten el dafio oxidante,
sino que tengan la capacidad de revertirlo una vez que las biomoléculas esenciales han sido oxidadas. En esta seccién
se evalda el comportamiento quimico del derivado dM-38 en su capacidad de restaurar lipidos, proteinas y ADN a su
estado original. Los fundamentos de estos procesos, incluyendo la seleccion de los modelos moleculares representados

en la Figura D.2, se detallan en el Apéndice D.3.

Restauracion de lipidos y proteinas

Bajo el esquema QM-ORSA detallado en el Apéndice D.3, se determiné que el dM-38 es termodindmicamente
capaz de mitigar la propagacion de la lipoperoxidacién en entornos no polares. La reparacion del sitio bis-alilico ocurre
mediante una f-HAT desde el grupo tiol de la forma neutra, con una exergonicidad que garantiza la viabilidad del
proceso (AG = —2.25 kcal/mol), superando la barrera cinética impuesta por el entorno lipidico.

En cuanto a la integridad proteica, la cisteina y la tirosina destacan como los residuos con las cinéticas de restauracion
mds favorables. Para la tirosina, el dM-38 posee dos mecanismos competitivos:

* La via f-HAT para el radical fenoxilo (k = 1.74 x 107M~1s™1).

* La via SET para el radical catién (k = 2.44 x 108M~1sh).
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Esta eficiencia se mantiene incluso considerando que ciertos procesos SET se sitian en la zona invertida de Marcus
(ver Apéndice D.1), donde la extrema exergonicidad de la especie mono-aniénica del dM-38 modula la velocidad de

transferencia electronica.

Reparacion de lesiones en el ADN y el mecanismo TSAHD

La proteccién del material genético se evalu6 sobre los biomarcadores de dafio en la 2-desoxiguanosina (2dG),

8-OH-dG y 8-0x0-dG. Los resultados indican que el dM-38 es un agente de reparacién a través de tres rutas:

1. Ruta I (SET): Restaura radicales cationes (2dG*™) con una cinética cercana al limite difusivo (k = 2.45 x

103 M ~1s~1), bloqueando la formacién de lesiones permanentes.

2. Ruta Il (f-HAT): Repara radicales centrados en la desoxirribosa, protegiendo la integridad estructural de la cadena
de azicar. Utilizando el modelo de radical centrado en el carbono C4 descrito en el esquema de reparacién del
ADN (Seccién D.3), se determiné que el dM-38 puede donar un dtomo de hidrégeno para estabilizar la unidad de

aziicar, aunque con una cinética mas lenta en comparacién con la via electrénica. (k = 1.85 x 102M ~1s71).

3. Ruta Il (TSAHD): Representa la restauracion mas completa de la 8-OH-dG. Siguiendo la secuencia de tres pasos
detallada en el Apéndice D.3, el dM-38 repara el aducto radicalario formado por el ataque de *OH. La constante
de velocidad para este proceso global es de 1.03 x 1051/ ~1s~!. Este mecanismo es vital porque permite no solo
apagar el radical, sino reconstruir la guanina original mediante la eliminacién de agua, evitando la acumulacién

de lesiones permanentes en el genoma.

Esta capacidad para revertir el dafio en el ADN, y no solo prevenirlo, posiciona al dM-38 como un candidato con
potencial para reducir la carga mutacional asociada al estrés oxidante crénico.
Compendio de datos de reparacion de biomoléculas

A continuacién se presentan las tablas detalladas que recogen todos los pardmetros cinéticos calculados, incluyendo

las frecuencias imaginarias (¢ f) y las correcciones de ttnel (k) que validan los estados de transicién encontrados.
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Tabla 2.4: Energias libres de Gibbs (AG, kcal mol~!) para las reacciones de dM38 con biomoléculas dafiadas.

Lipido ® Numeracién de sitios en dM38
site 1 -0.37 y
site2 5.69 HNMQO
site3 2625 o e

3

site 4 15.43 N
site 5 23.02 HO N
site 6 24.75 SH

Residuos ®
Sitio Leu Cys Tyr His Met
site 2 -23.56 -15.03 -18.83 -19.10 -22.99
site 3 6.18 14.70 10.90 10.64 6.74
site4  -3.02 5.51 1.71 1.44 -2.45
site 5 2.86 11.39 7.59 7.32 343
site6  12.92 21.45 17.65 17.38 13.49

DNA ®
Sitio C4e 8-OH-dG  Sitio C4e  8-OH-dG
site2  -24.41 -6.32 site 5 2.01 20.10
site 3 5.32 2342 site 6 12.07 30.16
site4  -3.87 14.22

(a) Modelado en pentil etanoato, con dM38 en estado neutro.
(b) Modelado en agua, con dM38 en estado monoaniénico.

Tabla 2.5: Parametros cinéticos para reacciones f-HAT entre dM-38 y biomoléculas: energia libre de activacién (AGY),
frecuencia imaginaria (i f), correccion de tinel () y constante de velocidad (k) a 298.15 K.

Sustrato AGH if K k
(kcalmol™') (ecm™1) M~ts™h
Lipido 14.81 -1532 412 2.14 x 10*
Cisteina 4.56 -1120  2.85 3.45 x 107
Tirosina 5.16 -1245 310 1.74 x 107
2dG (C4) 13.05 -1604 524 1.85 x 102
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Tabla 2.6: Pardmetros termodindmicos y cinéticos para reacciones SET entre dM38 y biomoléculas dafadas a 298.15 K
en medio acuoso. AG, energia libre de reaccién; AG*, energia libre de activacién; k, constante de velocidad; kM,
constante de velocidad corregida por concentracion y ki, seT, constante de velocidad total considerando todas las
especies de dM-38.

DBM  Especie dM38 AG AGH k k My Kot seT®
(kcal mol™!)  (kcal mol™1) M~ts™h M~1s™h M~1ts™h

Tyr Neutral —16.43 0.52 7.98 x 10° 2.44 x 108 5 44e8
Anion —38.53 23.25 5.63 x 1075 545 x 1075

Trp Neutral —3.41 1.10 7.93 x 10° 2.43 x 108 5 4368
Anion —25.52 10.13 2.35 x 10° 2.28 x 10° '

2dGt*  Neutral —11.00 0.06 7.99 x 10° 2.45 x 108 2 4508
Anion —33.10 12.21 6.90 x 103 6.69 x 103 '

 La formulacién completa y la definicién de las especies consideradas se describen en la Seccién 9 y en el Apéndice D.1.

Como se observa en los datos, el dM-38 exhibe constantes de velocidad extremadamente competitivas, especialmente
en la reparacion de proteinas y ADN mediante transferencia electrénica. La inclusion de la correccién de tinel (k) en
las reacciones de transferencia de hidrégeno permite una estimacién mds precisa de la cinética, confirmando que incluso

en procesos con barreras moderadas, la capacidad de restauracion es bioldgicamente significativa.

2.6 Interaccion con dianas enzimaticas

La integracién de los perfiles de reactividad quimica con el desempeifio en el acoplamiento molecular permitié
refinar la seleccién hacia un grupo selecto de derivados multifuncionales. El andlisis de las poses de unién en AChE y
MAO-B confirma que los nuevos sustituyentes no solo son tolerados por las cavidades enzimdticas, sino que establecen
contactos adicionales que estabilizan los complejos proteina-ligando.

Los resultados presentados en este capitulo validan la eficacia del protocolo CADMA-Chem para transformar un
andamio bioldgico conocido en una serie de agentes neuroprotectores de alto rendimiento, cuya discusién detallada en

términos de constantes de velocidad y estabilidad dindmica se aborda en los manuscritos integrados a continuacion.
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Abstract: A computational protocol aimed to design new antioxidants with versatile behavior is
presented. It is called Computer-Assisted Design of Multifunctional Antioxidants and is based
on chemical properties (CADMA-Chem). The desired multi-functionality consists of in different
methods of antioxidant protection combined with neuroprotection, although the protocol can also
be used to pursue other health benefits. The dM38 melatonin derivative is used as a study case to
illustrate the protocol in detail. This was found to be a highly promising candidate for the treatment
of neurodegeneration, in particular Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. This also has the desired
properties of an oral-drug, which is significantly better than Trolox for scavenging free radicals, and
has chelates redox metals, prevents the *OH production, via Fenton-like reactions, repairs oxidative
damage in biomolecules (lipids, proteins, and DNA), and acts as a polygenic neuroprotector by
inhibiting catechol-O-methyl transferase (COMT), acetylcholinesterase (AChE) and monoamine
oxidase B (MAOB). To the best of our best knowledge, CADMA-Chem is currently the only protocol
that simultaneously involves the analyses of drug-like behavior, toxicity, manufacturability, versatile
antioxidant protection, and receptor-ligand binding affinities. It is expected to provide a starting
point that helps to accelerate the discovery of oral drugs with the potential to prevent, or slow down,
multifactorial human health disorders.

Keywords: molecular design; ADME; toxicity; QSAR; selection score; reactivity indexes; kinetics;
melatonin

1. Introduction

The remarkable progress of medical sciences in the last century has led, for example,
to a significant decline in infectious diseases worldwide [1]. This progress, together with an
improvement in human habits (diet, exercise, non-smoking, etc.), has drastically increased
people’s lifespans. According to the United Nations, the world population tripled from
1950 to 2020, while life expectancy at birth went from 64.2 years in 1990 to 72.6 in 2019
(and it is projected to reach 77.1 years in 2050) [2]. This means that the global population is
getting older at an accelerated pace. However, health span has expanded in a much slower
way. Thus, health at older ages is not only a current concern, but an urgent issue to be
address [3,4]. Unfortunately, disease-free longevity is not likely in the foreseeable future.
It has been claimed that it is time to focus on prolonging health and not only preventing
death, i.e., “improving healthspan, not just lifespan” [1].

One of the factors contributing most to the lagging of life-quality, compared to its
extension, is the myriad of chronic degenerative diseases that affects more than half of
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Abstract: Although melatonin is an astonishing molecule, it is possible that chemistry will help
in the discovery of new compounds derived from it that may exceed our expectations regarding
antioxidant protection and perhaps even neuroprotection. This review briefly summarizes the
significant amount of data gathered to date regarding the multiple health benefits of melatonin and
related compounds. This review also highlights some of the most recent directions in the discovery
of multifunctional pharmaceuticals intended to act as one-molecule multiple-target drugs with
potential use in multifactorial diseases, including neurodegenerative disorders. Herein, we discuss
the beneficial activities of melatonin derivatives reported to date, in addition to computational
strategies to rationally design new derivatives by functionalization of the melatonin molecular
framework. It is hoped that this review will promote more investigations on the subject from both
experimental and theoretical perspectives.

Keywords: multifactorial diseases; multifunctional drugs; antioxidant; neuroprotection; free radical
scavengers; metal chelators; oxidative stress; DNA repair

1. Introduction

Chemistry is a science for which every detail matters. Thus, every structural mod-
ification, regardless how small, will have consequences on the behavior of chemicals.
The rational design of new molecules with potential pharmacological benefits is based
on this idea. In this context, a highly challenging task is to find single chemical entities
with multiple biological activities, because they are expected to have better success when
used in the treatment of complex (multifactorial) diseases. Such chemicals are known as
multifunctional drugs (MFD), and are also referred to as magic bullets or master keys due
to their improved therapeutic effects and fewer side effects. They are also referred to as
dual-mechanism, dual-ligand, bifunctional, multimechanistic, multimodal, pan-agonist,
multipotential, pluripotential, and multiple-ligands [1].

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine, Scheme 1) is an amazing molecule with
multiple proven benefits. It not only regulates circadian and seasonal rhythms [2—4], but
also possesses many other functions in living organisms [5], as summarized in Section 6.
Therefore, it is logical to think that the molecular framework of melatonin is an excellent
candidate for slight modification to obtain new molecules with even wider benefits. Such
research is usually conducted with the premise that, because the structural changes are
small, the new derivatives will retain most of the activity of the parent molecule. Although
this assumption may seem naive, nature itself has proven that there are molecules that can
be considered as relatives of melatonin that exhibit similar benefits and even improved
properties for specific purposes. These are reviewed in Section 7.1.
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ABSTRACT

A systematic rational search for newly designed melatonin derivatives, was performed using a
computer-assisted protocol. A total of 116 derivatives were generated by adding functional groups
(i.e., -OH, -NH;, -SH and -COOH) to the melatonin structure. A selection score (S°) was built to
sample the search space, simultaneously considering ADME (absorption, distribution,
metabolism, excretion) properties, toxicity and manufacturability (i.e., synthetic accessibility).
The search characterized the whole set of designed melatonin derivatives and allowed the selection
of a reduced subset of 20 melatonin derivatives that are expected to be the most promising,
regarding drug-like behavior. For this subset, several reactivity indices were estimated, as well as
their pKa values. According to the gathered data, 5 melatonin derivatives have been identified as
the most likely candidates to act as chemical antioxidant (directly scavenging free radicals, by
electron transfer and/or H transfer). All of them are predicted to be better for that purpose than
melatonin itself or trolox (a water-soluble vitamin E analog). The findings from this work are
expected to motivate further investigations on these molecules, using both theoretical and
experimental approaches.

Keywords: free radical scavenger; computer-aided design; electron transfer; hydrogen transfer;
reaction mechanisms; reactivity; ADMET.

1. INTRODUCTION

Oxidative stress (OS) and chemical agents against it are currently the focus of numerous
investigations. The interest in both, oxidative damage to biomolecules and its prevention by
chemical species (usually referred to as antioxidants) is well justified. There is ample evidence
that OS compromises human health leading to various diseases such as different kinds of cancers,

Melatonin Res. 2018, Vol 1 (1) 27-58; doi: 10.32794/mr11250003 27
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Capitulo 3

Edaravona

3.1 Edaravona: la molécul:
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La edaravona (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona) es un compuesto de baja masa molar (174.20 g mol ') que forma

parte de la familia de las pirazolonas, caracterizadas por la presencia de un anillo de pirazol unido a un grupo cetona.

Comercializada bajo los nombres de Radicava® y Radicut®, esta molécula se sintetizé inicialmente a finales de la

década de 1980 con el objetivo de actuar como agente antioxidante.''®© Ademds, se ha consolidado como un agente

neuroprotector con capacidad destacada de depuracién de radicales libres.'!

7

Desde el punto de vista farmacocinético, la edaravona presenta una bio-
disponibilidad oral aproximada del 57% (debido al metabolismo de primer
paso) y una vida media que oscila entre 4.5 y 9 horas cuando se administra
por via intravenosa, permitiendo alcanzar concentraciones méaximas al final
de la infusion. Su capacidad para cruzar la barrera hematoencefélica es

fundamental para su efecto neuroprotector.' '

Figura 3.1: Estructura quimica de la eda-

ravona.

En términos farmacodindmicos, la edaravona actda eliminando especies
reactivas de oxigeno (ROS), como el radical hidroxilo y el anién peroxinitrito,
lo que a su vez previene la peroxidacion lipidica y protege la integridad de

las membranas celulares y de las neuronas.''® Se ha demostrado también

que inhibe la activacién de neutréfilos y suprime la expresion de enzimas productoras de 6xido nitrico, tales como la

6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), cuya sobreexpresién puede contribuir

a procesos inflamatorios y neurotdxicos.

117
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3.2 Aspectos quimicos y estrategia de sintesis

La sintesis de edaravona se realiza mediante la condensacion de una hidrazina con un éster de 3-oxopropidnico en
etanol bajo reflujo.!'® Este procedimiento permite explotar el scaffold de 2-pirazolin-5-ona, el cual es especialmente
versatil para efectuar modificaciones en diversas posiciones:

* Posiciéon 1: Es posible modificar el grupo fenilo, introduciendo diversos sustituyentes —electrodonadores o
electroatractores— o incluso reemplazarlo por otros anillos aromadticos. La incorporacién de grupos lipofilicos en
esta posicion puede potenciar la inhibicién de la peroxidacion lipidica.

* Posicion 3: La modificacion del grupo metilo en esta posicion permite ajustar propiedades como la solubilidad y

la distribucion tisular.

* Posicion 4: La introduccidn de sustituyentes en el grupo metilénico ofrece oportunidades para mejorar la actividad

antioxidante.

Se ha propuesto que el disefio de compuestos con caracteristicas “tipo fenol” —es decir, capaces de generar un grupo
hidroxilo aromdtico mediante tautomerizacion ceto-endlica— confiere propiedades antioxidantes similares a las de los
fenoles, pero sin la toxicidad inherente a estos tltimos. En este contexto, la capacidad de la edaravona para existir en
tres formas tautoméricas (amina, ceto y enol), con un pK, aproximado de 7.0, implica que cerca del 50% de la molécula
se encuentra en forma aniénica a pH fisioldgico, lo que favorece la transferencia de electrones a peroxilos y facilita la
neutralizacion de ROS. Al mismo tiempo, el otro 50% permanece como especie neutra, lo que facilita su transporte
pasivo a través de membranas lipidicas. Se ha demostrado que el mecanismo ilustrado en la Figura 3.2 produce, como
producto final, el 2-oxo-3-(fenilhidrazono)-butanoico (OPB), detectado posteriormente en cerebros isquémicos de ratas
tratadas con edaravona.''>'?" La ausencia de actividad antioxidante en compuestos incapaces de sufrir tautomerizacién

confirma la relevancia de este proceso.' '

3.3 Aspectos clinicos

La edaravona fue aprobada en Japon para el tratamiento de pacientes en la fase aguda de accidentes isquémicos
cerebrales en 2001, y posteriormente para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) en Japon y Corea
del Sur en 2015. En Estados Unidos, la FDA la aprob6 en mayo de 2017 y en Health Canada en octubre de 2018. Mas
recientemente, se aprobd una formulacién oral en mayo de 2022.''7-!8 Cabe destacar que la edaravona ha recibido la
designacion de medicamento huérfano por parte de la OOPD (Office of Orphan Products Development) de la FDA, lo

que subraya su relevancia en patologias poco frecuentes, como la ELA.
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Figura 3.2: Mecanismo propuesto de depuracion radicalaria de la edaravona, incluyendo la formacidn del radical de
edaravona, su oxidacion por oxigeno molecular y la generacién del producto OPB. Adaptado de Yamamoto et al. (1997).

3.4 Relacion estructura-actividad y estrategias de modificacion de edaravona

El estudio de Watanabe et al. (2003) ofrece un andlisis detallado de la relacion estructura—actividad de la edaravona,
mostrando cdmo la adicién de distintos grupos funcionales en posiciones especificas influye en su actividad antioxidante,
especialmente en la inhibicién de la peroxidacién lipidica:

1. Sustitucion en la posicion 1 (Grupo fenilo): Los compuestos cuyo sustituyente en la posicion 1 era pequefio (p.
ej., hidrégeno o metilo) exhibieron menor actividad. En cambio, la incorporacién de grupos lipofilicos con estructuras
carbociclicas (ciclopentil, ciclohexil, naftil o benzil) mantuvo o incluso increment6 la actividad inhibitoria. Asimismo,
la posicion y el tipo de sustituyente en el anillo fenilico son determinantes: la introduccién de grupos halégenos o
cadenas alquil mds largas en posiciones 3 0 4 mejora notablemente la inhibicién de la peroxidacién lipidica, mientras
que sustituir en la posicion 2 tiende a disminuirla —excepto cuando se agrega un grupo hidroxilo fendlico que facilita la
tautomerizacion.

2. Sustitucion en las posiciones 3 y 4 del niicleo de pirazolina: Las modificaciones en estas posiciones también
afectan la capacidad de la molécula para inhibir la peroxidacién lipidica. La adicion de sustituyentes lipofilicos, como
cadenas alquil o grupos halégenos, incrementa la actividad. Por ejemplo, la extensién de la cadena en la posicién 4 (p.

ej., 4-CH3(CHz)3-) refuerza de forma significativa la accion antioxidante. En ciertos casos, compuestos disustituidos (p.



66 Edaravona

ej., con atomos de cloro) demostraron una eficacia superior a los monosustituidos; aunque ocasionalmente, analogos
disustituidos con cadenas alquil o alcoxi resultaron equipotentes.

A partir de estos hallazgos'?' pueden sugerirse las siguientes estrategias para disefiar derivados de edaravona:

* Optimizacidén en la posicién 1: Introducir sustituyentes carbociclicos o aromdticos que mantengan la tautomeriza-

cioén y refuercen la actividad antioxidante.

* Modificaciones en el anillo fenilico: Favorecer la inclusion de grupos lipofilicos (p. €j., cadenas alquil o halégenos)

en posiciones 3 y 4, limitando sustituyentes excesivamente hidrofilicos que reducen la actividad.

* Preservar la tautomerizacion: Asegurar que las alteraciones estructurales no bloqueen la tautomerizacion ceto-
endlica, esencial en el mecanismo radical scavenging de la molécula.
3.5 Estrategias de modificacion y resultados obtenidos

Se disenaron 164 derivados de edaravona (denotados dEDA-1 a dEDA-164) modificando seis sitios de la molécula

con cuatro grupos funcionales (OH, SH, NHs y COOH) en sustituciones simples y dobles, tal como se muestra en la

Figura 3.3.
0 -OH
Ri R,
Re -SH
S 'N©R3 ©NRIT Y M
N Rs Ry 2
EDA -COOH

Figura 3.3: Sitios de sustitucion considerados en la molécula de edaravona y grupos funcionales explorados.

Para cada derivado, asi como para la molécula original, se calculd el puntaje de seleccién (S°). En la Figura 3.4 se
aprecia la distribucién de S° para los 164 compuestos, donde la linea roja vertical representa el puntaje de referencia de
los neuroprotectores (S 5 =3) y la linea verde sefiala el valor de edaravona (S S = 3.994). Este resultado confirma que,
en promedio, edaravona cuenta con un perfil farmacocinético superior al de los fairmacos orales usados en enfermedades
neurodegenerativas. Dos de los derivados superan este puntaje y la mayoria presenta valores mayores que el promedio
de los neuroprotectores, lo cual indica que incluso aquellos con puntajes ligeramente menores al de edaravona podrian
ser candidatos prometedores en términos farmacocinéticos.

Con base en estos puntajes, se seleccioné un primer subconjunto de 12 derivados (Figura 3.5) para un estudio mds

detallado.
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Moleculas derivadas de EDA.

dEDA-161
dEDA-156
dEDA-151
dEDA-146
dEDA-142
dEDA-136
dEDA-131
dEDA-127
dEDA-123
dEDA-119
dEDA-114
dEDA-109
dEDA-104
dEDA-100
dEDA-S6
dEDA-52
dEDA-88
dEDA-84
dEDA-80
dEDA-76
dEDA-71
dEDA-66
dEDA-62
dEDA-58
dEDA-54
dEDA-50
dEDA-46
dEDA-42
dEDA-38
dEDA-34
dEDA-30
dEDA-26
dEDA-21
dEDA-17
dEDA-13
dEDA-9
dEDA-5
dEDA-1

27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 A3
S°: Puntaje de seleccion

Figura 3.4: Distribucién del S* para los 164 derivados de edaravona (EDA). La linea roja marca el promedio de los
firmacos neuroprotectores, S° = 3.0. La linea verde indica el puntaje de seleccién de la edaravona, S° = 3.994.
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Figura 3.5: Estructura y puntaje de selecciéon de los doce derivados de edaravona mejor evaluados.

Se aplicaron criterios de eliminacion (Figura 3.6) para comparar a los 12 candidatos con el conjunto de fairmacos de

referencia. Se identificaron diferencias en:
1. Atomos donadores de H: Mientras edaravona carece de ellos, varios derivados los incorporan.
2. Area polar superficial: Aumenta con la adicién de grupos polares.
3. Toxicidad: Generalmente, los nuevos compuestos mostraron menor toxicidad respecto al promedio.

No se observaron efectos negativos relevantes en estas estructuras, lo que motivo estudiar los equilibrios conformacionales,
tautoméricos, determinacién de constantes de acidez (fitted parameters), energias de ionizacidn, afinidades electrénicas
(por la teoria del propagador del electrén) y energias de ruptura de enlace (BDE).

A partir de las energias de ionizacioén y afinidades electrénicas se obtuvieron los descriptores de reactividad
global, correlaciondndolos con las BDE en los diagramas eH-DAMA, ver Apéndice B.7. El diagrama de potencia
electrodonadora (w ™) frente a BDE se ilustra en la Figura 3.7, mientras que la electrofilicidad (w) frente a BDE se observa
en la Figura 3.8. El recuadro inferior izquierdo delimita el subconjunto de especies con menor demanda energética para

SET y menor BDE, condiciones asociadas con procesos de transferencia electrénica y f-HAT, respectivamente.
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Figura 3.6: Puntajes de eliminacién individuales para la edaravona (EDA) y el subconjunto de derivados seleccionados.
Las barras apiladas indican la desviacion estandarizada de cada propiedad fisicoquimica y toxicolégica frente al grupo de
control. Contribuciones: AS (accesibilidad sintética), M (mutagenicidad), LDsg (dosis letal media), Mg (refractividad
molar), RB (enlaces rotables), HBP (donadores de enlace de hidrégeno), HBA (aceptadores de enlace de hidrégeno),
X a (nimero de atomos pesados), PSA (drea de superficie polar), MW (masa molecular) y logP (coeficiente de particion
octanol-agua).
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Figura 3.7: Mapa eH-DAMA de potencia electrodonadora, w ™, frente a BDE para la edaravona (EDA), sus derivados
y sus especies dcido—base predominantes. Se indican estados de carga, umbrales de referencia para EDA y el par
H04/ # OOH, asi como especies de Trolox usadas como controles.
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Figura 3.8: Mapa eH-DAMA de electrofilicidad, w, frente a BDE para la edaravona (EDA), sus derivados y sus especies
dcido-base predominantes. Se indican estados de carga, umbrales de referencia para EDA y el par HoO2/ @ OOH, as{
como especies de Trolox usadas como controles.

De estos diagramas se eligieron 7 compuestos (6 aniénicos y 1 dianiénico): dEDA-71, dEDA-86, dEDA-109,
dEDA-112, dEDA-135, dEDA-136 y dEDA-128. Sin embargo, con base en las fracciones molares estimadas a pH 7.4,
se descartaron dEDA-136 y dEDA-128 por presentar proporciones inferiores a 10~3. Ninguno de los cinco compuestos
restantes se ubicé en la region invertida del diagrama de electrofilicidad (Figura 3.8), quedando un subconjunto final
de 5 candidatos aniénicos: dEDA-109, dEDA-86, dEDA-135, dEDA-71 y dEDA-112. En la Figura 3.9 se muestra el

tautémero mds abundante de cada una de estas especies.

O
9 H,N e ) h\
S { N@—SH \©\ N )i S\©: N.< N
NH °s N=
NH,
dEDA-109 dEDA-86 dEDA-135

_ HO
s NH, O
~
O, ~Q
N N=
N o
dEDA-71 dEDA-112

Figura 3.9: Tautémeros predominantes del subconjunto final de candidatos aniénicos de edaravona.



71 3.6. CONCLUSIONES

3.6 Conclusiones

Los puntajes de seleccion y los criterios de eliminacién permitieron reducir, de 164 derivados iniciales, a un
subconjunto de 12 compuestos y, tras un andlisis conformacional y de reactividad detallado, derivar un grupo final de 5
candidatos (dEDA-109, dEDA-86, dEDA-135, dEDA-71 y dEDA-112). Se espera que estos cinco candidatos presenten
mayor capacidad para donar electrones y 4tomos de hidrégeno que la molécula original, favoreciendo reacciones de tipo
SET y f-HAT. Con ello, se establece un fundamento sélido para disefiar farmacos multifuncionales con un potencial

perfil neuroprotector.
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Edaravona
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Capitulo 4

Acido Ferulico

4.1 El marco estructural del acido feralico

El 4cido ferulico (4cido 4-hidroxi-3-metoxicindmico, FA) es un compuesto fendlico ampliamente distribuido en
matrices vegetales como granos de cereales integrales, uvas, perejil, ruibarbo, espinaca, alcachofa y café, entre muchas
otras fuentes naturales. Su estructura integra un anillo aromatico sustituido con un grupo hidroxilo fendlico en posicion
para (sitio b) y un grupo metoxi en posicion meta (sitio a), ambos conjugados con una cadena propenoica insaturada
que termina en un 4cido carboxilico. Esta conjugacion estabiliza el radical fenoxilo generado durante procesos de
transferencia de hidrégeno, aunque su desempefio como depurador de radicales se reporta como moderado frente a otros
dcidos hidroxicindmicos.

La versatilidad biolégica del FA es notable: se le han atribuido efectos antioxidante,'”” antiinflamatorio, antibacte-
riano, antiviral, antitrombdtico, antienvejecimiento y antitumoral. Ademds, actia como cardioprotector, neuroprotector,
antihipertensivo, antidepresivo, hepatoprotector y tiene efectos beneficiosos en diabetes y nefrotoxicidad inducida por
gentamicina.** En particular, se han reportado efectos neuroprotectores en modelos de enfermedad de Alzheimer y de
Parkinson.** La funcionalizacién del nicleo fertlico se justifica por su actividad basal y por su capacidad para admitir
cambios estereoelectronicos que amplien su multifuncionalidad terapéutica.

Numerosos grupos han dedicado esfuerzos al desarrollo de derivados del FA.** Sus modificaciones estructurales y
bioactividades son diversas, tal como se resume en la Tabla 4.1. La diversidad de bioactividades reportadas —antioxidante,
anticancerigena, antiinflamatoria y neuroprotectora— evidencia que el marco molecular del 4cido fertlico es una eleccidn

plausible para el desarrollo de nuevas moléculas con beneficios para la salud.
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Tabla 4.1: Ejemplos documentados de funcionalizacién del nicleo ferulico y bioactividad reportada.

Funcionalizacién Bioactividad reportada Referencia
3-n-butilftalido + glucosa Antiisquémica. 123
Esteres alquilicos Inhibicién de agregacién de 3-amiloide. 2
Amida Antiviral. 125
Amida Antioxidante, antiinflamatoria, promotora de mitofagia. 126
Amida Inhibicién de oligomerizacién y fibrilizacién de 3-amiloide. '’
Amida Antioxidante, anticancerigena. 23
Amida + pirazol Antioxidante; proteccién frente a hipoxia y reoxigenacién mio- '*
cérdica.
Aminodcido Antiinflamatoria, antioxidante. 129
Anilina Antimicrobiana. 130
Azetidin-2-ona Antiinflamatoria, antioxidante. 1loflsP2
Bencilamino y carbamil Inhibicién de S-amiloide, antioxidante, inhibicién de AChE. 133
Anillos alternativos Mejora del déficit de memoria inducido por escopolamina en '**
raton.

Dimero Neuroproteccion. 133
Dimetiltiazol y difeniltetrazolio ~ Anticancerigena. 136
Ester Antibacteriana. 137,138
Ester Antiftingica. 139
Ester Antitrombética. 140
Ester Anticancerigena. 141
Ester Inhibicién de xantina oxidasa. 142
Ester y amida Anticancerigena. 143
Heterociclico Anticancerigena. 144
Isopentilo Anticonvulsiva. eE

Continda en la siguiente pagina...
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Tabla 4.1 — Continuacion de la pagina anterior

Funcionalizacion Bioactividad reportada Referencia
0-alquilaminas Antioxidante, inhibicién de butirilcolinesterasa. e
OH + OMe + amida Inhibicién de neuraminidasa. 147
Ftalato y maleato Hepatoproteccion. =
Piperazina Antiviral. 149

4.2 Construccion y filtrado de la biblioteca

La investigacidn se centré en la modificacion del nicleo ferilico mediante la incorporacién de grupos —OH, —NHo,
—SH y —COOH en los cinco sitios de sustitucion identificados (R;—R5), tal como se ilustra en la Figura 4.1. La eleccién
de estos grupos funcionales sigue la misma estrategia que la empleada en los Capitulos 2 y 3; los detalles se pueden

consultar en el Apéndice A. La generacion de la biblioteca molecular resulté en 185 derivados, codificados como FA-N:

R4 R5 e} * 20 derivados con un grupo funcional (cada uno de los cuatro
H3CO N grupos funcionales en cada uno de los cinco sitios R;).
OH * 160 derivados con todas las combinaciones posibles de dos
HO R2 R1 grupos funcionales en los cinco sitios ((g) X 42>.
R * 5 derivados con tres grupos funcionales, construidos a partir
3

de las especies bifuncionalizadas con marcos adecuados para
Figura 4.1: Estructura del FA y sitios de modi-

ficacion (R;—R5). Los sitios a y b correspon- AOX-IL
den al grupo metoxi y al hidroxilo fenélico, ~ En la Figura 4.2 se aprecia la distribucién del S° para los 185

respectivamente. derivados, el bloque verde corresponde a los derivados seleccionados.

La linea roja marca el valor medio del conjunto de referencia de formacos neuroprotectores y la linea verde indica el
valor del FA nativo (S° = 3.772). Con base en estos puntajes se seleccioné un subconjunto de 12 derivados para estudio
posterior, cuyas estructuras y valores de S (entre 3.695 y 4.071) se muestran en la Figura 4.3.

Se aplicaron los criterios de eliminacién (S¥pyprs Sipmess SpMmeT Y SipMmeTsa) (Véase Apéndice A) para comparar
los 12 candidatos con el conjunto de referencia (Figura 4.4). Las diferencias mds relevantes provienen de LDs, seguidas
de mutagenicidad de Ames (M), PSA y HBD. En todos los casos, dichas desviaciones corresponden a un comportamiento
mds favorable que el promedio del RefSet: los compuestos con mayor desviacion en LDsg son los menos téxicos (p. €j.,
el FA presenta LDsy = 4 742.7 mg/kg frente al promedio del RefSet de 960.8 mg/kg), y los que mads se desvian en M
son los de menor mutagenicidad predicha (FA-88, FA-106, FA-115 y FA-142, con M = (.01 frente al promedio del

RefSet de M = 0.41). En consecuencia, ninguno de los 12 candidatos fue excluido de la seleccién.
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FA-182 :

FA-161
FA-152
FA-143
FA-135
FA-125
FA-116
FA-108
FA-100
FA-91
FA-83
FA-75
FA-66
FA-53
FA-42
FA-34
FA-26
FA-17
FA-9
FA-1

280 290 3.00 3.10 320 330 340 350 360 370 380 390 400 4.10
Selection Score

Figura 4.2: Distribucién del S para los 185 derivados del 4cido fertilico. La linea roja marca el promedio del conjunto
de referencia de farmacos neuroprotectores, S° = 3.0; la linea verde indica el valor del 4cido ferilico, S° = 3.772. El
bloque verde resalta el subconjunto de 12 derivados seleccionados.
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Figura 4.3: Estructura y puntaje de seleccién de los doce derivados de dcido ferilico mejor evaluados.
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Figura 4.4: Puntajes de eliminacion individuales para 4cido ferilico (FA) y el subconjunto de derivados seleccionados.
La altura de las barras apiladas corresponde a la desviacion estandarizada de cada propiedad fisicoquimica y toxicolégica
frente al conjunto de referencia. Contribuciones: AS (accesibilidad sintética), M (mutagenicidad), LD5q (dosis letal
media), My (refractividad molar), RB (enlaces rotables), HBP (donadores de enlace de hidrégeno), HBA (aceptadores
de enlace de hidrégeno), X4 (nimero de dtomos pesados), PSA (drea de superficie polar), MW (masa molecular) y logP
(coeficiente de particién octanol-agua).

4.3 Especiacion acido-base

Para cada uno de los 12 derivados preseleccionados se determinaron las constantes de acidez y las fracciones molares
(My) a pH = 7.4 con el software Marvin, siguiendo el mismo flujo de trabajo descrito para melatonina y edaravona. Los

resultados se presentan en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Valores de pK,, y fracciones molares, M ng)’ apH = 7.4 para el FA y sus 12 derivados preseleccionados. La
carga neta q de cada especie se indica como superindice.

Comp. pKai PKaz PKay PKar MY 2 M7V M mp?

FA 4.0 10.0 - - - 4x107*  0.997 0.003 -
FA-8 3.1 44 58 108 <107* 0.023 0.976 4x1074

FA-12 3.7 56 103 113 - <107* 0.015 0.984  0.001
FA-26 2.5 39 101 11.8 <107* 3x107* 0.998 0.002 <1074

FA-41 2.7 44 9.7 111 - <107% 0.001 0.994  0.005
FA-88 1.9 52 59 105 - <107* 2x10~* 0.033 0.966
FA-106 3.7 57 103 11.2 - <107* 0.019 0.980  0.001
FA-115 3.8 5.8 86 109 - <107*  0.023 0.918 0.059
FA-118 3.6 8.5 95 13.0 - 1x107%  0.921 0.078 0.001
FA-138 4.0 7.6 9.9 - 2x107%*  0.596 0.403 0.001 -

FA-142 3.1 5.8 104 122 - <107*  0.022 0.977  0.001
FA-173 3.6 42 10.0 - - <107* 0.001 0.997  0.003

FA-175 3.8 96 11.0 - - 3x107%  0.994 0.006 <1074
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El anélisis de las fracciones molares revel6 que 7 de los 12 derivados presentan una poblacion neutra despreciable
(M ](co) < 10~%) a pH fisiolégico, lo que los descarta como candidatos viables para cruzar barreras biol6gicas por difusién
pasiva. De los cinco restantes, FA-26, FA-118 y FA-175 presentan fracciones neutras comparables a las del FA nativo
(M](CO) ~ 4 x 10~%); dado que el FA muestra abundante actividad biolégica documentada, estas fracciones se consideran
suficientes. Por su parte, FA-138 es el inico derivado con fracciones importantes de especie neutra (M](co) = 0.596) y
aniénica (M }_1) = 0.403) de forma simultdnea, lo que sugiere versatilidad para participar tanto en mecanismos que

requieren difusion pasiva (especie neutra) como en transferencia electrénica (especie aniénica). En consecuencia, cinco

derivados (FA-8, FA-26, FA-118, FA-138 y FA-175) fueron seleccionados para el anélisis detallado de reactividad.

4.4 Reactividad quimica y capacidad antioxidante

Para cada uno de los cinco derivados seleccionados se evalud la capacidad antioxidante mediante los mecanismos
de transferencia electronica (SET) y de transferencia formal de hidrégeno (f-HAT), empleando como descriptores la
energia de ionizacion vertical (IE) y la energia de disociacion de enlace (BDE), respectivamente. Se consideraron todas

) > 10~%) a pH = 7.4, calculadas al nivel de teorfa

las especies dcido-base con fraccién molar no despreciable (M ](cq
MO05-2X/6-311+G(d,p)/SMD(agua). Los fundamentos de estos descriptores se detallan en el Apéndice B.

La Tabla 4.3 resume los valores de IE, EA y BDE minima para cada especie. Los sitios de minima BDE se indican
conforme a la numeracidén de la Figura 4.1.

Estos descriptores se emplearon para construir el mapa de capacidad donadora de electrones e hidrégeno para
antioxidantes (eH-DAMA, Figura 4.5), incluyendo las especies predominantes a pH fisiolégico de los derivados, el FA
nativo, Trolox y a-tocoferol como referencias, y el par oxidante H,O,/0,°*~. Los mejores depuradores de radicales se
ubican en la esquina inferior izquierda del diagrama (menor IE y menor BDE).

Del mapa eH-DAMA se concluye que los cinco derivados deberian ser depuradores eficientes de especies radicalarias
de referencia tanto por SET como por f-HAT, superando en desempefio al a-tocoferol y al FA original. En particular,
la forma aniénica de FA-138 es el dnico caso predicho como mads eficiente que Trolox en ambos mecanismos. FA-8
muestra mayor facilidad de donacién de electrones que Trolox, aunque con menor capacidad donadora de hidrégeno.

Estos resultados confirman que las modificaciones estructurales introducidas conservan —y en varios casos mejoran—

el perfil de reactividad antioxidante del FA original.



80 Acido Fertilico

Tabla 4.3: Energia de ionizacion (IE, eV), afinidad electrénica (EA, eV) y energia de disociacion de enlace minima (BDE,
kcal mol~!) para el FA y los derivados seleccionados, desglosadas por estado de protonacién a pH 7.4. El sitio de minima
BDE se indica conforme a la numeracién de la Figura 4.1. Valores calculados al nivel M05-2X/6-311+G(d,p)/SMD(agua).

Compuesto IE (eV) EA (eV) BDE (kcal molfl) Sitio

Carga q = +1

FA-138 11.64 3.54 89.30 b (OH)
Carga q = 0 (especie neutra)

FA 8.36 —0.28 85.15 b (OH)
FA-8 8.75 —0.13 80.24 Rs5 (SH)
FA-26 8.35 0.34 83.06 R; (OH)
FA-118 8.31 —0.95 80.18 b (OH)
FA-138 8.58 0.29 83.97 b (OH)
FA-175 8.12 —-0.23 80.09 R, (OH)
Carga q = —1 (anion monovalente)

FA 4.85 —2.95 82.48 b (OH)
FA-8 3.75 —2.95 77.44 Rs (SH)
FA-26 4.33 —-3.12 77.29 R; (OH)
FA-118 443 —2.98 78.79 b (OH)
FA-138 3.89 —-3.11 74.88 b (OH)
FA-175 4.66 —3.05 78.54 b (OH)
Carga q = —2 (anion divalente)

FA —-0.06 —6.00 96.96 a (OCH3)
FA-8 0.20 —5.58 82.04 b (OH)
FA-26 —-0.34 —6.04 71.30 b (OH)
FA-118 —-1.09 —4.97 74.87 b (OH)
FA-138 —0.55  =5.77 97.02 a (OCHj3)
FA-175 —0.31 —5.32 75.90 b (OH)
Carga q = —3 (anion trivalente)

FA-118 —-3.78  —7.59 71.01 b (OH)

4.5 Actividad neuroprotectora

Para evaluar la potencial neuroproteccion, se realizaron simulaciones de acoplamiento molecular entre los cinco
derivados seleccionados y tres enzimas relacionadas con las etiologias de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson:
acetilcolinesterasa (AChE), monoaminooxidasa B (MAO-B) y catecol-O-metiltransferasa (COMT). La inhibicién de
AChE es una estrategia terapéutica establecida para el Alzheimer,** mientras que la inhibicién de MAO-B y COMT es
beneficiosa en el Parkinson.**

Las estructuras cristalograficas empleadas fueron: COMT (PDB: 3S68, co-cristalizada con tolcapona), MAO-B
(PDB: 2V5Z, con safinamida) y AChE (PDB: 4EY7, con donepezilo). El protocolo de re-acoplamiento (redocking)

produjo RMSD de 1.8, 1.6 y 2.8 A y energias de —7.65, —10.10 y —10.86 kcal mol~! para tolcapona, safinamida y
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Figura 4.5: Diagrama eH-DAMA para las especies dcido-base predominantes a pH = 7.4 de los derivados de FA
seleccionados, el FA, Trolox y a-tocoferol. El par HyO,/0,°~ se muestra como referencia oxidante.

donepezilo, respectivamente, confirmando la fiabilidad del protocolo. Detalles adicionales del protocolo se describen en
el Apéndice C.

Para cuantificar la actividad multidiana se define el puntaje Sp (Ecuacion 4.1), que mide la afinidad de cada candidato
hacia las tres enzimas en comparacion con sus sustratos naturales. Valores de Sp > 3.00 indican mayor afinidad global

que los sustratos:

w w w
AGB,COMT AGB,MAO-B AGB,AChE

+ 4.1
AGB,dopa AG'B,pea AGB,ACh ( )

Sp =

donde AG%V es la energfa libre de unién ponderada por la fraccién molar de cada especie dcido-base a pH = 7.4, y los
valores de referencia de los sustratos naturales son: AG g gopa = —5.44 kcal mol ! (COMT), AGB pea = —6.01 kcal

mol ! (MAO-B) y AG g ach = —4.56 kcal mol~! (AChE).
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Tabla 4.4: Puntaje multidiana (Sp) y energias de unién ponderadas (AGE/, kcal mol~!) para el FA y sus derivados
seleccionados frente a COMT, MAO-B y AChE. Los valores de referencia de los sustratos naturales son: dopamina
(COMT, —5.44 kcal mol™1), feniletilamina (MAO-B, —6.01 kcal mol™1) y acetilcolina (AChE, —4.56 kcal mol~1). Un
valor de Sp = 3.00 corresponde a afinidad equivalente a la de los sustratos; Sp > 3.00 indica mayor afinidad.

Compuesto COMT MAO-B AChE Sp

Acido ferdlico —5.28 —7.19 —7.37 3.78

FA-8 —5.14 —6.91 —6.43 3.50
FA-26 -5.09 —-7.63 —7.88 3.93
FA-118 -5.90 -7.09 —-6.95 3.79
FA-138 —5.12 —-7.17 =740 3.76
FA-175 —5.42 =702 =7.01 3.70

Para los sustratos naturales Sp = 3.00.

Todos los compuestos presentan Sp > 3.00, prediciendo mayor afinidad global hacia las tres enzimas que sus
propios sustratos naturales. FA-26 obtuvo el mayor puntaje (Sp = 3.93), siendo el mejor candidato en términos de
actividad neuroprotectora multidiana. El examen de los valores individuales de AG %V revela que el potencial inhibitorio
es mayor para AChE y MAO-B que para COMT. Los valores negativos para COMT indican que esta enzima forma
complejos mds estables con la dopamina que con los derivados del FA, con la excepcién de FA-118, cuyo fragmento
catecol es un motivo estructural para la inhibicién de COMT.**

Las principales interacciones en los complejos de mayor Sp se presentan en la Figura 4.6. FA-26 en su forma anidnica

) ~ 0.97) se une al sitio de entrada de AChE mediante cuatro enlaces de hidrégeno (D71,

(especie mayoritaria, M ](fl
Y121, F292 y Y338), una interaccién w-stacking (Y334) y una interaccion m-alquilo (W83). En MAO-B, FA-26 forma
cuatro enlaces de hidrégeno (Q206, L171 y FAD), una interaccion w-stacking (F343) y enlaces C-H no convencionales;
destaca la formacion de un enlace con el N5 del cofactor FAD, requerido para la actividad redox de la enzima, lo que
sugiere un mecanismo de inhibicién reversible andlogo al de safinamida. En el complejo FA-118:COMT, el fragmento

catecol coordina el Mg?* del sitio activo mediante dos interacciones metal-donador, complementadas con enlaces de

hidrégeno hacia K144 y N170, e interacciones hidrofébicas con M40 y P174.

4.6 Conclusiones

Los puntajes de seleccién y los criterios de eliminacién permitieron reducir, de 185 derivados iniciales a un
subconjunto de 12 candidatos con mejor perfil que el FA. Tras el filtrado por especiacién dcido-base a pH fisioldgico,
se propuso un grupo de 5 candidatos (FA-8, FA-26, FA-118, FA-138 y FA-175). El andlisis eH-DAMA predice que
todos ellos superan en actividad antioxidante al a-tocoferol y al FA, proponiendo a FA-138 como el mejor depurador de

radicales libres. Las simulaciones de docking confirman que FA-26 es el mejor candidato neuroprotector multidiana
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Figura 4.6: Principales interacciones en los complejos FA-26: AChE (izquierda), FA-26:MAO-B (centro) y FA-118: COMT
(derecha). Las lineas punteadas representan enlaces de hidrégeno convencionales (verde), enlaces C—H no convencionales
(cian), interacciones m-stacking (rojo), contactos m-alquilo (magenta) y, cuando aplica, coordinacién metal-donador con
Mg?* (gris).

(AChE y MAO-B) y FA-118 el tnico con potencial eficiente como inhibidor de COMT. Con base en estos resultados,

se propone a FA-26, FA-118 y FA-138 como los candidatos mds prometedores para sintesis y posterior evaluacién

experimental.
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Abstract: Ferulic acid has numerous beneficial effects on human health, which are frequently at-
tributed to its antioxidant behavior. In this report, many of them are reviewed, and 185 new ferulic
acid derivatives are computationally designed using the CADMA-Chem protocol. Consequently,
their chemical space was sampled and evaluated. To that purpose, selection and elimination scores
were used, which are built from a set of descriptors accounting for ADME properties, toxicity, and
synthetic accessibility. After the first screening, 12 derivatives were selected and further investigated.
Their potential role as antioxidants was predicted from reactivity indexes directly related to the
formal hydrogen atom transfer and the single electron transfer mechanisms. The best performing
molecules were identified by comparisons with the parent molecule and two references: Trolox and
a-tocopherol. Their potential as polygenic neuroprotectors was investigated through the interactions
with enzymes directly related to the etiologies of Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. These
enzymes are acetylcholinesterase, catechol-O-methyltransferase, and monoamine oxidase B. Based
on the obtained results, the most promising candidates (FA-26, FA-118, and FA-138) are proposed as
multifunctional antioxidants with potential neuroprotective effects. The findings derived from this
investigation are encouraging and might promote further investigations on these molecules.

Keywords: rational design; antioxidants; electron transfer; hydrogen transfer; neuroprotection;
AChE; COMT; MAOB

1. Introduction

Oxidative stress (OS) is a harmful multifaceted phenomenon, often referred to as the
“chemical silent killer” since no evident symptoms are associated with it. To this day, there
is no available test to detect it. Thus, its damaging effects can evolve without any advice
to the affected person. Currently, OS represents a major concern linked to the onset and
development of hundreds of illnesses. Among the available strategies to lessen OS risks to
human health, chemical protection by antioxidant molecules is one of the most effective
and studied approaches. Antioxidants can be seen as sacrificial compounds that prevent
oxidants from reaching biomolecules. Antioxidants are produced endogenously by the
human body and can be acquired through the intake of food and dietary supplements.

Ferulic acid (4-hydroxy-3-methoxy cinnamic acid, FA, Scheme 1) is one of these valuable
molecules. It is found in whole grains, grapes, parsley, rhubarb, spinach, cereal seeds, arti-
choke, and coffee, among many other natural sources [1]. It is a versatile molecule. There are
numerous reports on its antioxidant activity [2-14] as well as on its anti-inflammatory [15,16],
antibacterial [17-20], antiviral [21], anti-thrombotic [22,23], anti-ageing [24-26], and antitu-
moral effects [27-41]. It also acts as a cardio protector [42—48], neuroprotector [49-59], anti-
hypertensive [60-63], antidepressant [51,64—69], hepatoprotector [70-81], and has beneficial
effects on diabetes [82-88] and gentamicin-induced nephrotoxicity [89].
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5.1 El marco estructural del acido p-cumarico

El 4cido p-cumdrico (pCA, é4cido 4-hidroxicindmico) es un metabolito fendlico ubicuo en el reino vegetal. Se

encuentra unido por enlace éter o éster a los componentes de la lignina y por enlace éster a los polisacaridos de la pared

celular.*’ Su presencia en uvas, tomates, café, té, cerveza, vino, ajo, zanahorias y chocolate facilita su ingesta habitual

en la dieta humana.

El pCA es una molécula bifuncional: posee un grupo hidroxilo fendlico y
un grupo carboxilico, ambos conjugados a través de una cadena propendica
insaturada (Figura 5.1). Esta bifuncionalidad condiciona su comportamiento
biolégico. Los grupos —OH y —COOH modulan el equilibrio d4cido-base y, por
tanto, la proporcién de especies neutras y cargadas a pH fisiolégico, lo cual
determina la capacidad de cruzar barreras lipidicas por difusién pasiva. Ambos
grupos participan también en la actividad antioxidante mediante donacién de
electrones o de hidrégeno y mediante quelacién de metales.*’

Las actividades bioldgicas documentadas para el pCA son amplias: antioxidan-

Ry Rs O
R
2 N oH
R
HO Ry °
Rs

Figura 5.1: Estructura quimica del
acido p-cumadrico (pCA) y sitios de
sustitucion R|—Rg considerados en
este trabajo.

te, antiagregante plaquetario, antiinflamatorio, anticancerigeno, cardiovascular y neuroprotector. Su eficacia reportada

frente a la enfermedad de Parkinson motiva su uso como punto de partida en este trabajo.*’

5.2 Construccion y filtrado de la biblioteca

Se modificé el niicleo del pCA incorporando los grupos funcionales —OH, —NH;, —SH y —COOH en seis sitios

de sustitucién (R1—Rg, Figura 5.1). Estos grupos se eligieron por su capacidad esperada para modular la actividad
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antioxidante de los tipos I, I y III y desplazar el equilibrio dcido-base hacia fracciones neutras mds altas a pH fisioldgico.

La biblioteca comprende 156 derivados: 16 monosustituidos, 132 disustituidos y 8 trisustituidos, construidos a partir de

las especies bifuncionalizadas mas prometedoras.*’

pCA-153 |

pCA-148 |

pCA-140 |

pCA-134 |
pCA-124 |
PCA-116 |
pCA-111 |
PCA-106 |

pCA-99 |

pCA-92 |

pCA-87 |
pCA-82 |
pCA-76 |

pCA-70 |

pCA-63 |

pCA-58 |

pCA-53 |

pCA-47 |

pCA-41 |

pCA-35 |
pCA-29
pCA-22

pCA-17 |

pCA-11 |

pCA-6 |
pCA-1

280 290 3.00 3.10 320 330 340 350 3.60 370 380 390 4.00 4.10
SS: Selection Score

Figura 5.2: Distribucién del S para los 156 derivados de pCA. La linea roja marca el promedio del RefSet (S° = 3.0);
la linea verde indica el puntaje de seleccién del pCA (S° = 3.77). El bloque verde resalta el subconjunto de diez
derivados seleccionados.

La distribucién del S° (Figura 5.2) muestra que el pCA tiene S = 3.77, por encima del promedio del conjunto de
referencia. Con base en este criterio, se seleccionaron 10 derivados (Figura 5.3) para el estudio de reactividad; sus S°

oscilan entre 3.76 y 4.07.
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Figura 5.3: Estructuras y puntajes de seleccién de los diez derivados de dcido p-cumdrico mejor evaluados.

El andlisis de S* (Figura 5.4) muestra que las contribuciones de accesibilidad sintética y los descriptores de S5ygn
son pequenas y similares entre candidatos. Las desviaciones mds pronunciadas provienen de LDsy y mutagenicidad de
Ames. Ambas son favorables: los derivados que mds se desvian del RefSet son los menos téxicos. pCA-127, pCA-115,
pCA-149, pCA-77 y pCA-15 tienen LDs( entre 3 895 y 4 431 mg/kg frente al promedio del RefSet de 961 mg/kg. pCA-52,
pCA-77, pCA-58 y pCA-15 tienen mutagenicidad M < 0.05 frente al promedio de M = 0.41.*° Las desviaciones en
PSA y HBD se acercan al limite superior de los rangos recomendados sin violar las reglas de Lipinski, Ghose o Veber.

Ninguno de los 10 candidatos fue excluido.
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Figura 5.4: Puntajes de eliminacién individuales para 4dcido p-cumdrico (pCA) y el subconjunto de derivados
seleccionados. La altura de las barras apiladas cuantifica la desviacién estandarizada de cada propiedad fisicoquimica
y toxicoldgica frente al grupo de control. Contribuciones: AS (accesibilidad sintética), M (mutagenicidad), LDsg
(dosis letal media), My (refractividad molar), RB (enlaces rotables), HBP (donadores de enlace de hidrégeno), HBA
(aceptadores de enlace de hidrogeno), X (nimero de atomos pesados), PSA (drea de superficie polar), MW (masa
molecular) y logP (coeficiente de particién octanol-agua).

5.3 Especiacion acido-base

Tabla 5.1: Valores de pK,, y fracciones molares, My, a pH = 7.4 para el pCA y sus derivados seleccionados. Las
fracciones menores a 10~3 se indican con notacién exponencial.

Comp. pK.,1 pKuax pKas pKas M;H) M}O) M}fl) Mj(fz) M}f‘g)
pCA 443 935 - - - 0.001 0988 0.011 -

pCA-5 091 7.67 955 13.66 <107 0.649 0349 0002 <107°
pCA-7 036 422 963 - <107 0.001 0.993 0.006 -

pCA-15 153 446 9.12 1096 <10=% 0.001 0980 0019 <107
pCA-52 210 441 657 1084 <1072 <1072 0.129 0871 <1073
pCA-58 1.69 396 976 12.16 <1072 <1073 0995 0.004 <1077
pCA-77 233 922 10.85 12.92 - <107® 0985 0015 <107°
pCA-101 3.64 445 1201 13.91 - <107% 0.001 0999 <1074
pCA-115 4.84 872 1042 11.67 - 0.003 0952 0.046 < 10~*
pCA-127 470 8.10 10.72 13.29 - 0.002 0.832 0.166 < 10~*
pCA-149 258 8.11 11.12 13.52 - <10™* 0837 0.163 <10~*

El pCA es predominantemente monoanidnico a pH = 7.4 (M }_1) = 0.988), con fraccion neutra casi nula (M ](po) =

0.001). Esa fraccién neutra minoritaria es coherente con la permeabilidad pasiva observada experimentalmente.

pCA-5 es el inico derivado con fraccion neutra apreciable (M}O) = 0.649), coexistiendo con monoanién relevante

(M J(c_l) = 0.349). Esta coexistencia es favorable porque combina una especie neutra compatible con difusion pasiva y
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una especie anidnica mds activa por SET. En contraste, pCA-52 y pCA-101 presentan fracciones dianiénicas dominantes;
el caso mas desfavorable es pCA-101, con M](fQ) = 0.999, M}O) <107 %y M](fl) = (0.001. Por ello, pCA-101 se
conserva en las tablas comparativas, pero no se considera candidato terapéutico final por su especiacién desfavorable a

pH fisiolégico.

5.4 Reactividad quimica y mapas eH-DAMA

Los resultados (Tabla 5.2) muestran que las especies neutras tienen valores de IE superiores a 7.8 eV, similares o
ligeramente menores al pCA nativo (8.41 e€V), indicando una mejora moderada en la capacidad donadora de electrones.
Las especies anidnicas exhiben IE en el rango 3.5-4.9 eV, caracteristico de buenos donadores de electrones. Las especies
dianiénicas presentan IE negativas, lo que las ubica en la regién invertida de la pardbola de Marcus: en estos casos, el

descriptor relevante para SET es la electrofilia w o el poder electrodonador w™ en lugar de la IE.*
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Tabla 5.2: Energia de ionizacién (IE, eV), afinidad electrénica (EA, eV), electrofilia (w), potencia electrodonadora (w™),
electroaceptora (w™), potencial quimico (1, €V), dureza quimica (7, €V) y energia minima de disociacién de enlace
(BDE, kcal/mol) para el pCA y los derivados evaluados, por especie de protonacion.

Comp. IE EA w o ow o owt 1 n  BDE

Especies neutras

pCA 8.41 —0.96 0.74 3.93 0.20 —3.72 9.37 87.02
pCA-5 8.97 0.13 1.17 5.17 0.62 —4.55 8.84 90.42
pCA-7 7.88 —1.03 0.66 3.59 0.16 —3.43 8.91 70.88
pCA-15 8.80 —0.23 1.02 4.74 0.46 —4.28 9.03 87.55
pCA-115 8.12 —0.68 0.79 3.98 0.26 —3.72 8.80 88.31
pCA-127 8.06 —0.79 0.75 3.86 0.23 —3.64 8.85 79.39

Especies anionicas

pCA 4.83 —3.00 0.05 1.06 0.14 —0.92 7.84 84.42
pCA-5 3.75 —3.08 0.01 0.61 0.27 —0.34 6.83 70.88
pCA-7 3.50 —=3.16 0.00 0.51 0.33 —0.17 6.65 68.68
pCA-15 3.59 —2.78 0.01 0.63 0.22 —0.41 6.37 86.83
pCA-52 4.86 —2.86 0.06 1.11 0.11 —-1.00 7.73 78.66
pCA-58 4.13 -3.07 0.02 0.75 0.22 —0.53 7.21 77.49
pCA-77 4.10 -3.14 0.02 0.73 0.24 —-0.48 7.24 78.89
pCA-101 441 —-2.78 0.05 0.95 0.13 —0.82 7.19 74.47
pCA-115 4.46 —2.73 0.05 0.99 0.12 —-0.87 7.19 85.00
pCA-127 4.65 —3.09 0.04 0.95 0.17 —0.78 7.74 77.69
pCA-149 415 —-3.29 0.01 0.70 0.28 —-0.43 7.44 74.44

Especies dianionicas

pCA —0.15 —6.55 0.88 0.48 3.83 —3.35 6.41 -
pCA-5 —0.27 —6.59 0.93 0.54 3.97 —3.43 6.32 69.65
pCA-7  —0.37 —6.63 0.98 0.60 4.10 —3.50 6.26 67.01
pCA-15 —-0.07 —6.35 0.82 043 3.64 —-3.21 6.29 81.12
pCA-52 —0.22 —5.77 0.81 0.46 3.45 —2.99 5.55 81.12
pCA-58 —0.53 —6.41 1.02 0.68 4.15 —3.47 5.88 70.51
pCA-77 —0.47 —5.82 0.93 0.61 3.76 —3.15 5.34 72.46
pCA-101 —0.33 —6.16 0.65 0.26 3.17 —2.91 6.48 76.94
pCA-115 —0.21 —5.83 0.81 0.46 3.48 —3.02 5.62 80.74
pCA-127 —-0.01 —6.14 0.77 0.39 3.46 —-3.07 6.13 73.02
pCA-149 —0.35 —6.26 0.92 0.57 3.87 —3.30 5.90 69.89

En el mapa eH-DAMA (Figura 5.5) se identifica a los mejores depuradores de radicales con menor w y menor BDE.
El par oxidante HoO2/*OOH se incluye como referencia termodindmica.

Las especies dianiénicas no se priorizan como donadores eficientes por SET. Su IE negativa las sitia en la region
invertida de la parabola de Marcus, donde la reaccién SET se vuelve desfavorable.*” En estos casos, el descriptor
relevante es w, y sus valores elevados (> 0.8) confirman la menor conveniencia termodindmica de estas especies.

Las especies ani6nicas son los mejores donadores de electrones del conjunto. Todas tienen w ~ 0.00-0.06,

comparables al monoanién de Trolox. El criterio discriminante entre ellas es la BDE. Por BDE, pCA-7, pCA-5,
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Figura 5.5: Mapa eH-DAMA para las especies predominantes a pH = 7.4 de los derivados de pCA, el pCA, Trolox y el
par HoO2 /*OOH. La regi6n inferior izquierda corresponde a especies con mayor capacidad relativa de donacién de
electrones y de hidrégeno.

pCA-101 y pCA-149 superan a Trolox y al pCA como depuradores de *OOH. pCA-58, pCA-127, pCA-52 y pCA-77
superan al pCA, pero no alcanzan el nivel de Trolox.
La especiacion y los indices de reactividad despriorizan a pCA-101 a pesar de su posicion favorable en el mapa

eH-DAMA: su fraccidn neutra (M}O) < 1079) y su fraccién monoaniénica (M}_l)

= 0.001) son practicamente nulas,
por lo que su contribucién ponderada a la actividad en medio biolégico seria limitada. Con base en este anélisis, los

candidatos retenidos son pCA-7, pCA-5 y pCA-149, en ese orden de preferencia.

5.5 Actividad neuroprotectora: inhibicion de COMT

La catecol-O-metiltransferasa (COMT) es una de las dianas terapéuticas centrales en la enfermedad de Parkinson.
Su inhibicién prolonga la vida media de la dopamina en la sinapsis. Los inhibidores conocidos, tolcapona y entacapona,
contienen un grupo nitrocatecol asociado a hepatotoxicidad idiosincrdtica, lo que hace del desarrollo de inhibidores no
nitrocatecélicos una prioridad.*’

Se empled la estructura cristalografica de la COMT humana en complejo con 3,5-dinitrocatecol (PDB: 613C,
resolucion 1.34 A). El redocking del ligando co-cristalizado (DNC) produjo RMSD = 0.81 A, validando el protocolo. Para
la comparacion se usaron dopamina (Ej, = —4.71 kcal/mol) como sustrato natural y tolcapona (Ej, = —13.46 kcal/mol)

como inhibidor de referencia. Los detalles del protocolo estdn en el Apéndice C.
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Tabla 5.3: Energia libre de union (Ej, kcal/mol) y constante de inhibicion (k;) para los complejos con COMT. Para la
dopamina, k; en uM; para el resto, en nM.

Ligando Ey (kcal/mol)  k;

Tolcapona —13.46 0.136 nM
DNC —11.96 1.71 nM
pCA-101 —11.51 3.63nM
pCA-52 —10.92 991 nM
pCA-127 —-10.73 13.62 nM
pCA-115 —10.80 12.03 nM
pCA-77 —10.62 16.35 nM
pCA-15 —10.59 17.41 nM
pCA-58 —10.44 22.18 nM
pCA-5 —10.50 20.11 nM
pCA-7 —10.30 27.99 nM
pCA-149 —10.09 40.13 nM
Dopamina —4.71 35291 UM

Todos los derivados tienen afinidad predicha por COMT superior a la dopamina, el sustrato natural, con Ej entre
—10.09 y —11.51 kcal/mol frente a —4.71 kcal/mol. Ninguno supera a tolcapona, pero los valores son comparables al
ligando co-cristalizado DNC. Estos valores predichos son compatibles con inhibicién nanomolar para los derivados de
pCA.

El mecanismo de unién difiere del de los inhibidores nitrocatecol. Las poses de acoplamiento (Figura 5.6) muestran
que todos los derivados coordinan el Mg?* del sitio activo a través del grupo carboxilato, no del fragmento catecol. Esto
tiene una explicacién en términos de la teorfa de dcidos y bases duros y blandos (HSAB): el carboxilato es una base dura
con afinidad preferencial por Mg?*, un 4cido duro. El anillo bencénico se proyecta hacia el exterior del sitio e interactia
hidrofébicamente con Met40, Val42, Trp143, Cys173, Pro174 y Leu198.*’ Todos los compuestos forman H-bonds con
Lys144 y Glu199; pCA-15, pCA-101, pCA-58, pCA-77, pCA-115 y pCA-127 forman H-bond adicional con Asn170. La
interaccion m—m con Trp38 aparece en pCA-5, pCA-15, pCA-58, pCA-115, pCA-127 y pCA-101.

pCA-101 tiene la mayor afinidad del conjunto (£ = —11.51 kcal/mol, k; = 3.63 nM), pero fue descartado porque
presentaba fracciones molares desfavorables a pH fisioldgico. Este resultado ejemplifica la tensién que existe en el disefio
de farmacos entre la potencia sobre la diana molecular y la biodisponibilidad sistémica: un compuesto puede mostrar
afinidad elevada en el modelo de acoplamiento, pero tener eficacia limitada in vivo si no alcanza la diana. Su candidatura
queda abierta condicionada a estrategias de profirmaco o modificacién adicional que restauren la permeabilidad.

Los candidatos finales son pCA-7, pCA-5 y pCA-149. Los tres combinan fraccién molar viable a pH = 7.4 con

actividad antioxidante superior a Trolox y afinidad predicha nanomolar por COMT. Su mecanismo de coordinacién por
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Asn170

Glu199

Figura 5.6: Pose de acoplamiento del derivado pCA-7 en el sitio activo de COMT. El derivado pCA-7 se muestra
como varillas con carbonos en magenta. La proteina se representa como cinta translicida en azul claro. El cofactor
S-adenosilmetionina (SAM) y los residuos seleccionados del sitio activo se muestran como varillas con carbonos en
cian. El ion Mg?* se representa como esfera verde. Los heterodtomos siguen la convencién de color: oxigeno en rojo,
nitrégeno en azul, azufre en amarillo e hidrégeno en blanco.

carboxilato, sin incorporar el motivo nitrocatecol, los posiciona como candidatos no nitrocatecélicos para inhibicién de
COMT; la seguridad de este perfil tendria que validarse experimentalmente.*’

Tomando en conjunto los criterios de reactividad antioxidante (eH-DAMA), especiacion dcido-base y afinidad

enzimdtica, los tres candidatos mds prometedores son:

* pCA-7: mejor depurador de radicales del conjunto con fracciones molares viables (M J(fl) = 0.993) y segunda

mejor F, para COMT entre los que tienen un perfil de especiacion aceptable.

» pCA-5: tnica molécula del conjunto con fraccion neutra mayoritaria (M }0) = 0.649), lo que le confiere la mayor

versatilidad farmacocinética, combinada con alta actividad antioxidante predicha y buena afinidad por COMT.

* pCA-149: actividad antioxidante equivalente a pCA-7 en el mapa eH-DAMA, con fraccién monoanidnica alta

1)

M }_ = 0.837), por lo que su eficacia en sistemas biolégicos podria ser comparable.
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Estos compuestos podrian actuar como inhibidores no nitrocatecélicos de COMT, abriendo una via de disefio para
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson sin incorporar el motivo nitrocatecol presente en tolcapona. La validacién
experimental de estas predicciones computacionales, que incluye sintesis, ensayos cinéticos y estudios de permeabilidad,

. . . . .z Q
representa el siguiente paso natural de esta investigacién.*”

5.5.1 Conclusiones sobre acido p-cumarico

El protocolo CADMA-Chem redujo 156 derivados a 10 candidatos con perfil farmacocinético favorable. El andlisis
de S¥ indicé que ninguno debia excluirse: todas las desviaciones respecto al RefSet son favorables. La especiacién a pH
= 7.4 discriminé entre candidatos por viabilidad de transporte pasivo y excluyd a pCA-101 por dianién dominante. El
mapa eH-DAMA identificé a los monoaniones de pCA-7, pCA-5 y pCA-149 como mejores depuradores del conjunto. El
docking frente a COMT predijo afinidades nanomolares para todos los derivados y sugirié un mecanismo de coordinacién
por carboxilato distinto al de los inhibidores nitrocatecdlicos. Se proponen pCA-7, pCA-5 y pCA-149 como candidatos

para sintesis y evaluacién experimental.
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Introduction

Free radicals (FR) are highly reactive species characterized by
unpaired electrons that can be classified as reactive oxygen
species (ROS), reactive nitrogen species (RNS), and reactive
sulfur species (RSS)."” In general, FR are generated through
regular metabolic routes, although some external factors can
contribute to their formation, such as environmental pollutants,
radiation, and drugs, among others.* ® In healthy organisms, there
is a subtle balance between FR production and consumption that
assures that they remain in adequate concentrations. Nevertheless,
when an imbalance occurs, leading to an excess of FR, oxidative
stress (OS) arises. It involves reactions between FR and essential
biomolecular targets such as proteins, lipids, DNA, RNA, and
sugars.™ OS represents a major health problem currently
related to the onset and development of numerous illnesses.
Some examples are ocular, renal, and pulmonary diseases;” **
fetal growth restriction and pre-eclampsia;'®™*® diabetes;'**° cancer
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Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, memory loss, depression,
and multiple sclerosis.>*?° In this regard, numerous studies
have been dedicated to the study of chemical molecules, called
antioxidants, able to alleviate the harmful effects of 0S.>**

Antioxidants can be seen as sacrificial compounds that
prevent oxidants from reaching biomolecules. They can be
produced endogenously by the human body or acquired by
the intake of food and diet supplements. To be efficient for the
intended purpose, they have to satisfy some crucial physio-
logical requirements.*>** In the context of this work, the most
important one refers to the definition of an antioxidant
proposed by Halliwell et al:***> “any substance that when
present at low concentrations compared to that of an oxidizable
substrate would significantly delay or prevent oxidation of that
substrate.” The oxidizable substrate would be any biologically
relevant molecule.

Depending on their mechanism of action, antioxidants can
be classified as type I, II, and III antioxidants.>® Type 1 anti-
oxidants directly react with FR resulting in less reactive species,
thus unable to damage biological targets.*®>" Type II anti-
oxidants show their protection by mechanisms that do not
directly react with FR. Metal chelation, repairing type I anti-
oxidants, decomposition of hydroperoxide into non-radical
species, deactivation of singlet oxygen, and absorption of UV

New J. Chem., 2021, 45, 14369-14380 | 14369
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6.1 El marco estructural de la chalcona
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Chalcone derivatives

Versatile
antioxidant
neuroprotectors

Drug-like behavior
Non-toxic
Easy manufacturability
Free radical scavenging
COMT inhibition
AChE inhibition
MAO-B inhibition

La chalcona ((E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona, CHA) es el precursor biosintético de los flavonoides y puede conside-

rarse, por si misma, una molécula con potencial multifuncional. A diferencia de los andamios empleados en capitulos

anteriores —donde la presencia del grupo hidroxilo fendlico predeterminaba la via antioxidante principal—, la chalcona

sin modificar carece de grupos donadores de hidrégeno: toda la reactividad antioxidante predicha en sus derivados

es consecuencia directa de los grupos funcionales que se incorporan durante el disefio. Este punto de partida neutral

convierte a la chalcona en un caso cualitativamente distinto dentro del protocolo CADMA-Chem y permite evaluar, con

mayor claridad, la contribucién individual de cada tipo de funcionalizacidén a las propiedades bioldgicas resultantes.

La chalcona y sus derivados exhiben una extraordinaria diversidad de
bioactividades reportadas: anticancerigena, antiinflamatoria, anti-VIH, anti-
diabética, antiproliferativa, antimicrobiana, antipalidica y antioxidante.'*" Esta

versatilidad biolégica ha motivado el estudio de chalconas sintéticas y naturales

como moléculas farmacéuticamente relevantes (Tabla 6.1). En particular, la Figura 6.1: Estructura de la chalcona

buteina (3,4,2°,4’-tetrahidroxichalcona, dCHA-568), compuesto polihidroxilado (CHA) y sitios de sustitucion R{—R 2

ampliamente distribuido en géneros como Dahlia, Butea, Searsia'y Coreop- .. «iderados en este trabajo

sis,"" fue incluido explicitamente en el disefio por sus miltiples beneficios

para la salud ya documentados y porque establece un vinculo entre el disefio

racional computacional y el mundo de los productos naturales bioactivos.
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Tabla 6.1: Algunos derivados de chalcona sintetizados con bioactividad reportada.

Nombre

Actividad

Referencia

3-((4-metoxifenil)amino)-1,3-

difenilpropan-1-ona

(3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-

trihidroxifenona)

Andlogo heterociclico con p-metoxi
3,4,5-Trimetoxichalconas
Chalconas alilicas

Buteina (dACHA-568)

Antioxidante, inhibidor de ov-amilasa

Antioxidante, inhibidor de lipidos

Antioxidante, DPPH y ABTS
Antioxidante, radicales DPPH
Antimicrobiano y antioxidante

Antioxidante, anticancerigeno, antidiabético, anti-

inflamatorio

151

153

154

155

Desde el punto de vista del disefio racional, la chalcona posee dos anillos arométicos (A y B) conectados por un puente

propenona, con doce sitios de sustitucion accesibles (R;—R;, Figura 6.1). Este espacio estructural es considerablemente

mayor al de los sistemas analizados previamente (seis sitios en pCA y en FA), lo que permite explorar combinaciones

mds diversas y que emerjan patrones de relacién estructura-actividad mds refinados. La aplicacién del protocolo

CADMA-Chem a este andamio representa, por tanto, la extensiéon mas ambiciosa del protocolo tanto en nimero de

derivados como en nimero de dianas bioldgicas evaluadas.
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6.2 Construccion y filtrado de la biblioteca

Siguiendo la estrategia descrita en el Apéndice A, se construy6 una biblioteca de 568 derivados mediante la
incorporacién de hasta tres grupos funcionales (—OH, —NH;, —SH y —COOH) en los sitios R; a Rj;. La biblioteca
comprende 32 monosustituidos, 520 disustituidos, 15 trisustituidos y la buteina (ACHA-568), derivado tetrasustituido
incluido por sus propiedades conocidas.'>’

La distribucién del puntaje de seleccién S° (Figura 6.2) revela que el 83% de los derivados disefiados supera el
promedio del conjunto de referencia de neuroprotectores, indicando comportamiento similar a firmacos sin problemas de
biodisponibilidad, absorcién o permeacién. Esta proporcion es significativamente mayor a la observada en los sistemas
anteriores y refleja que un andamio con maés sitios de sustitucion ofrece mayor probabilidad de que alguna combinacion
optimice simultdneamente miiltiples descriptores ADME. De los 568 derivados, 65 presentaron S negativos y para 21
no fue posible calcular el puntaje por incapacidad del software para predecir la mutagenicidad; estos 86 candidatos

fueron excluidos. Con base en el S°, se seleccionaron 23 derivados (Figura 6.3) para el estudio detallado de reactividad.

Chalcone derivatives

27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45

SS (Selection Score)

Figura 6.2: Distribucién del S° para los 568 derivados de chalcona. La linea roja marca el promedio de los farmacos
neuroprotectores en un valor de S° = 3.0. La linea verde indica el puntaje de seleccién de la chalcona, S° = 4.371. El
bloque verde resalta el subconjunto de los 23 derivados seleccionados.
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Figura 6.3: Estructura y puntaje de seleccion de los veintitrés derivados de chalcona mejor evaluados.
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El andlisis de los puntajes de eliminacién (Figura 6.4) confirma el patrén ya observado en los sistemas anteriores:
la contribucién mds grande proviene de la toxicidad, y las desviaciones més pronunciadas en LDs( corresponden a
derivados que son menos téxicos que el promedio del RefSet. En concreto, dCHA-39, dCHA-148 y dCHA-566 son los
que mds se desvian en LDs, pero en sentido favorable. Las tinicas excepciones son dCHA-290, dCHA-293 y dCHA-540,
que presentan toxicidad ligeramente por encima del promedio, pero sin exceder los limites de exclusién.'”” Ninguno de

los 23 derivados fue excluido por el andlisis de S¥.
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Figura 6.4: Puntajes de eliminacién individuales para chalcona (CHA) y el subconjunto de derivados seleccionados. La
altura de las barras apiladas cuantifica la desviacion estandarizada de cada propiedad fisicoquimica y toxicoldgica frente
al grupo de control. Contribuciones: AS (accesibilidad sintética), M (mutagenicidad), LDsq (dosis letal media), Mg
(refractividad molar), RB (enlaces rotables), HBP (donadores de enlace de hidrégeno), HBA (aceptadores de enlace de
hidrégeno), X s (nimero de dtomos pesados), PSA (4rea de superficie polar), MW (masa molecular) y logP (coeficiente
de particién octanol-agua).

Otro aspecto de interés SAR en esta etapa es que dCHA-48, dCHA-148 y dCHA-333 son los tnicos tres derivados
que superan el S° de la chalcona no modificada —ya de por si elevado por su baja complejidad sintética—, lo que
indica que ciertas combinaciones de sustituyentes son compatibles con mantener la facilidad de sintesis al tiempo que

mejoran el perfil ADME.
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6.3 Especiacion acido-base

Los valores de pK, y fracciones molares calculados para los 23 derivados (Tabla 6.2) revelan la mayor diversidad
de perfiles de especiacion encontrada en el protocolo, consecuencia del amplio rango de posiciones y combinaciones de
grupos funcionales exploradas.

Tabla 6.2: Valores de pK, estimados y fracciones molares (M) de las especies protonada (M]Emt), neutra (M}‘e“),

monoaniénica (MJ‘%“), dianiénica (M}“a“) y trianiénica (M}ria“) a pH = 7.4. Fracciones < 1072 se indican con notacién
exponencial.

Comp.  pKai pKer pKus pKaa MY M MP MEw Ay
dCHA-3 8.44 0916  0.084

dCHA-39 7.15 11.74 0360 0640 <107
dCHA-48 8.15 8.59 0.841 0.150  0.010
dCHA-53 8.97 10.76 0974 0.026 <1074
dCHA-148 3.58 3.77 <1073 <1073 <10=3 1.000
dCHA-180 1.84 8.99 0.975 0.025

dCHA-183 1.90 8.45 0918  0.082

dCHA-255 4.06 11.90 <1072 1.000 < 107*
dCHA-261 3.75 13.13 <1072 1.000

dCHA-279 5.83 11.07 0.026 0974 <1073
dCHA-283 5.23 9.61 0.007 0987  0.006
dCHA-288 5.61 10.01 0.016 0982  0.002
dCHA-290 6.26 8.60 0.064  0.881 0.056
dCHA-293 6.06 8.77 0.042 0919 0.039
dCHA-333 3.72 8.98 <107% <10™% 0974 0.026
dCHA-432 246 3.82 <1073 <10~% 1.000

dCHA-464 4.15 0.001 0.999

dCHA-540 2.63 6.57 0.129  0.871
dCHA-549 293 6.28 0.071 0.930
dCHA-553 7.24 8.26 12.44 0.378 0.547 0.075 <10°¢
dCHA-566 7.16 10.51 12.36 0365 0.634 <1073 <1078
dCHA-567 7.27 8.54 12.12 0.409  0.551 0.040 <1076
dCHA-568 7.34 8.69 11.59 12.81 0.453 0.520  0.027

Pueden identificarse cuatro familias de perfiles. En la primera, con especie neutra dominante (dCHA-3, dCHA-48,
dCHA-53, dCHA-180, dCHA-183; M}le“ entre 0.84 y 0.97), la alta permeabilidad pasiva es la propiedad destacada,
pero la baja fraccién anidnica limita la actividad por SET. En la segunda, los monoaniones dominantes (dCHA-255,
dCHA-261, dCHA-279, dCHA-283, dCHA-288, dCHA-290, dCHA-293, dCHA-333, dCHA-432, dCHA-464; M;}“
entre 0.88 y ~1.00), la capacidad SET méxima coexiste con una fraccién neutra que, cuando no es nula, conserva una
contribucién posible a la permeabilidad. En la tercera, los dianiones dominantes (dACHA-148, dCHA-540, dCHA-549;

M]‘ﬁia“ entre 0.87 y ~1.00), la ausencia prictica de especie neutra impone restricciones serias para el transporte pasivo.
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El cuarto perfil es el que guia directamente el disefo racional: coexistencia significativa de especie neutra y
monoanidnica en dCHA-39, dCHA-553, dCHA-566, dCHA-567 y dCHA-568, con fracciones neutras entre 0.36 y 0.45 y
fracciones ani6nicas entre 0.52 y 0.64."°" Este perfil, que en el estudio del dcido p-cumdrico fue exclusivo del candidato
pCA-5, emerge aqui en cinco compuestos simultdneamente, lo que muestra que el mayor espacio estructural del andamio
chalcona favorece la aparicion de este tipo de especiacion. La coexistencia de ambas especies es mecanisticamente
atractiva: la especie neutra puede cruzar membranas lipidicas por difusién pasiva, mientras que el fenolato aniénico es
el responsable de la mayor parte de la actividad antioxidante de los fenoles via SET. Un compuesto con ambas formas
disponibles puede operar en compartimentos celulares con diferente accesibilidad y polaridad, maximizando la eficacia
en sistemas biolégicos complejos.

Adicionalmente, dCHA-283, dCHA-288, dCHA-290, dCHA-293 y dCHA-333 son compuestos enol y presentan
equilibrios ceto-enol en sus formas neutras y monoanidnicas. Esta complejidad conformacional introduce una variable
adicional en el andlisis de reactividad y podria modular el sitio de donacién de hidrégeno predominante segin el medio

de reaccién.’?

6.4 Reactividad quimica y capacidad antioxidante

Se calcularon los descriptores globales de reactividad (IE, EA, w,w™, w™, i1, n) y las energias minimas de disociacién
de enlace (BDE) para todas las especies dcido-base con M > 1072 a pH = 7.4. La chalcona no modificada fue excluida
del mapa eH-DAMA por carecer de sitios donadores de hidrégeno. Los detalles metodolégicos se describen en el
Apéndice B.

El mapa eH-DAMA (Figura 6.5) integra la IE (capacidad SET) y la BDE (capacidad f-HAT) para todas las especies
con fraccién molar relevante, con el par HyO,/*OOH como referente del oxidante y Trolox, dcido ascorbico y a-tocoferol
como antioxidantes de referencia. Las moléculas posicionadas en la esquina inferior-izquierda del mapa son las mejores
antioxidantes por ambas vias simultdneamente.

El mapa identifica a dCHA-279, dCHA-568, dCHA-553 y dCHA-283 como los mejores antioxidantes predichos del
conjunto, todos superiores a Trolox, dcido ascérbico y a-tocoferol.'>” Al analizar sus perfiles individuales: dCHA-279
es el mejor donador de hidrégeno (BDE particularmente baja), dCHA-553 es el mejor donador de electrones (IE
especialmente reducida), y dCHA-568 destaca en ambos mecanismos de manera simultdnea. dCHA-283, dCHA-553
y dCHA-568 presentan ademds grupos hidroxilo en posiciones adyacentes —susceptibles de formar estructuras tipo
catecol— que predice también quelacién eficiente de metales, mecanismo antioxidante complementario de tipo II que

no estd accesible para los derivados de pCA o FA sin grupos ortodiol.
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Figura 6.5: Mapa eH-DAMA de IE frente a BDE para las especies dcido-base relevantes de los derivados de chalcona a
pH = 7.4. Se incluyen Trolox, 4dcido ascérbico y a-tocoferol como antioxidantes de referencia, y el par HyO,/*OOH
como oxidante.

Desde la perspectiva de las relaciones estructura-actividad, la capacidad donadora de hidrégeno de dCHA-279 y
dCHA-283 estd amplificada por la presencia del grupo —SH, que contribuye con BDEs del enlace S—H especialmente
bajas en comparacién con los grupos —OH fendlicos equivalentes. Sin embargo, la misma reactividad del grupo tiol
introduce el riesgo de que estos compuestos formen puentes disulfuro con residuos de cisteina en proteinas, lo que podria
resultar en inhibicién no selectiva o en efectos secundarios no deseados.'>" Esta consideraci6n no existia en los sistemas
pCA y FA, y constituye una advertencia de disefio especifica del andamio chalcona con grupos —SH: la incorporacién
de este fragmento amplia el espacio de reactividad antioxidante, pero introduce una variable de selectividad que requiere

evaluacién experimental independiente.

6.5 Actividad neuroprotectora

El aspecto mds distintivo del estudio de la chalcona es la evaluacion simultdnea frente a tres enzimas implicadas en la
neuropatologia de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson: catecol-O-metiltransferasa (COMT), monoaminooxidasa
tipo B (MAO-B) y acetilcolinesterasa (AChE). La inhibicién de COMT y MAO-B es beneficiosa en Parkinson, "
mientras que los inhibidores de AChE representan la principal estrategia terapéutica disponible en el Alzheimer. Un
compuesto que actie sobre las tres enzimas simultdneamente constituye, en sentido estricto, un agente neuroprotector

poligénico de espectro amplio, con potencial aplicacion en ambas enfermedades a la vez.
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Las estructuras cristalograficas empleadas fueron: COMT (PDB: 4PYL, co-cristalizada con tolcapona), MAO-B
(PDB: 2V5Z, co-cristalizada con safinamida) y AChE (PDB: 4EY7, co-cristalizada con donepezilo). Los RMSD del
re-acoplamiento con los ligandos co-cristalizados fueron 1.2, 1.9y 0.4 A, respectivamente, validando la metodologia

para las tres enzimas.'> Detalles del protocolo se describen en el Apéndice C.

6.5.1 Inhibicion de COMT

El sitio activo de COMT contiene el cofactor MgZJr coordinado por los residuos Aspl41, Lys144, Asp169, Asnl170,
Glu199 y el fragmento SAM. """ Los resultados del acoplamiento (Tabla 6.3) muestran que dCHA-553 y dCHA-568
superan a tolcapona en afinidad predicha (AGy = —8.64 y —8.23 kcal/mol frente a —8.07 kcal/mol del farmaco de

referencia), lo que es notable dado que tolcapona es un inhibidor clinico conocido.

Tabla 6.3: Energia libre de unién (AGys, kcal/mol) y constante de inhibicion (K;) para los complejos chalcona: COMT.
Se incluyen tolcapona, dopamina y levodopa como referencias.

Ligando AGy (kcal/mol) K; Residuos principales

Tolcapona —8.07 1.35 uM Mg2+(B), Met40, Trpl43, Lysl44,
Asnl70, Prol74, Leul98

dCHA-553 —8.64 0.46 uM  Mg>*(B), Metd0, Trpl43, Lysl44,
Asnl170, Pro174, Glu199

dCHA-568 —8.23 091 uM  Mg>(B), Trp38, Met40, Aspl4l,
Lys144, Pro174, Glu199

dCHA-279 —-7.12 596 uM Mg (A), Trp38, Met40, Asnl70,
Pro174, Glu199, Met201

dCHA-283 —6.25 2592 uM  Trpl38, Trpl43, Lysl44, Prol74,
Leul98

Dopamina —6.11 32.84 uM Mg2+(A), Met40, Aspl4l, Lysl44,
Aspl169, Asnl70, Prol74

Levodopa —7.09 627 uM  Mg>*(A), Metd0, Aspldl, Trpl43,

Lys144, Asnl170, Prol174, Glu199

Mgz*(A): un enlace de coordinacion; Mgz*(B): dos enlaces de coordinacion.

El andlisis de las poses de acoplamiento revela que los derivados pueden coordinar el Mg?* mediante una (modalidad
A) o dos (modalidad B) interacciones metal-donador. La modalidad B genera complejos consistentemente mds estables:
dCHA-553 y dCHA-568, ambos en modalidad B, son los mds afines por COMT. Este patrén ya fue observado en el
capitulo anterior con los derivados de pCA y se confirma aqui de forma mds pronunciada, estableciendo una regla SAR
general: la doble coordinacién del Mg?* es un determinante clave para la potencia inhibitoria en COMT, y los andamios

que permiten esta geometria deben ser priorizados en el disefio de inhibidores no nitrocatecélicos. dCHA-553, dCHA-568
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y dCHA-279 presentan afinidades predichas comparables o superiores a las de dopamina y levodopa. dCHA-283 supera
a dopamina, aunque no a levodopa, por lo que se mantiene como candidato secundario para esta diana.'>"

La figura 6.6 muestra el complejo dCHA-553:COMT. El derivado establece dos interacciones Mg—O y contactos no
covalentes con residuos del bolsillo, incluyendo Lys144, Asn170 y Glu199. La combinacién de coordinacién metilica,

enlaces de hidrégeno e interacciones aromaticas es consistente con la afinidad submicromolar predicha.
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Figura 6.6: Complejo dCHA-553:COMT. Las lineas punteadas indican coordinacién con Mg>* (gris), enlaces de
hidrégeno (verde), interacciones S—m y 7-alquilo (violeta), y apilamiento 7—m (purpura).

6.5.2 Inhibicion de MAO-B

El sitio activo de MAO-B contiene el cofactor FAD (covalentemente unido) y los residuos Lys296, Trp388, Tyr398
y Tyr435."%" Los resultados (Tabla 6.4) muestran que dCHA-553 es el derivado con mayor afinidad por MAO-B
(AGy = —9.12 kcal/mol, K; = 0.20 uM), seguido por dCHA-283 y dCHA-568, aunque ninguno supera a safinamida
(AGy = —9.75 kcal/mol). Los cuatro candidatos presentan K; de entre 0.20 y 1.28 uM, muy superior a los sustratos

naturales (dopamina y feniletilamina, en rango de decenas a centenas de uM).
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Tabla 6.4: Energia libre de unién (AGy, kcal/mol) y constante de inhibicion (/;) para los complejos chalcona:MAO-B.
Se incluyen safinamida y los sustratos naturales como referencias.

Ligando AGy (kcal/mol) K; Residuos principales

Safinamida —9.75 0.07 uM  Leul71, Cysl172, Ile199, GIn206,
Ile316, Tyr326, Tyr398, FAD

dCHA-553 —9.12 0.20 uM  Leul71, Cysl72, Iel199, Tyr336,
Phe343, Tyr398, Tyr435, FAD

dCHA-283 —8.94 028 uM  Leul71, Cysl172, 11e198, 1lel199,
GIn206, Tyr398, Tyr435, FAD

dCHA-568 —8.82 034 uM  Leul71, Cysl72, I1el99, Tyr326,
Tyrd35, FAD

dCHA-279 —8.03 1.28 uM  Prol02, Leul71, Cysl172, GIn206,
Nle316, Tyr326

Dopamina —5.54 86.02 uM  Leul71, Cys172, Leul99, GIln206, FAD

Feniletilamina —5.81 54.51 uM  Leul71, Phe343, Tyr398, FAD

Un patrén SAR relevante emerge al comparar las interacciones con MAO-B: dCHA-553, dCHA-283 y dCHA-568,
los tres derivados con mayor afinidad, establecen interacciones hidrofébicas (m-stacking y m-alquilo) directamente con
el cofactor FAD, que es indispensable para la actividad redox de MAO-B. Por el contrario, dCHA-279, el de menor
afinidad dentro de los cuatro candidatos, es el tinico cuya pose 6ptima no incluye contacto directo con el FAD.'*" Este
patrén establece que la interaccion con el FAD es un determinante estructural para la potencia inhibitoria en MAO-B, lo
que constituye un criterio de disefio racional 1til para optimizaciones futuras: los andamios capaces de posicionar un

sistema 7 extendido cerca del FAD en la cavidad activa tienden a ser inhibidores de MAO-B mads potentes.

6.5.3 Inhibicion de AChE

La acetilcolinesterasa posee dos regiones funcionales: el sitio periférico aniénico (PAS), con Asp74 y Trp386, y el sitio
catalitico (CAS), con Trp86, Ser203, Glu334 e His447."°" Los resultados (Tabla 6.5) muestran que todos los candidatos
presentan K; en rango nanomolar, con dCHA-568 como el mejor inhibidor de AChE (AGy = —10.22 kcal/mol,
K; = 0.03 uM), valor muy préximo al del inhibidor clinico donepezilo (AGy = —11.72 keal/mol, K; = 2.5 nM).
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Tabla 6.5: Energia libre de unién (AGy, kcal/mol) y constante de inhibicién (k) para los complejos chalcona:AChE.
Se incluyen donepezilo y acetilcolina como referencias.

Ligando AGy (kcal/mol) K; Residuos principales

Donepezilo —11.72 2.5 1M Tyr72, Trp86, Tyr124, Trp286, Leu289,
Phe338, Tyr337, Tyr341

dCHA-568 —10.22 30 nM Asp74, Trp86, Tyrl24, Serl125, Tyrl33,
Glu202, Ser203, Tyr337, Tyr341

dCHA-553 —9.64 80 nM Trp86, Tyr124, Trp286, Phe295, Tyr337,
Tyr341

dCHA-283 —9.56 100 nM Asp74, Trp86, Tyr124, Tyr337, Tyr341

dCHA-279 -9.20 180 nM Trp86, Serl125, Glu202, Tyr337, Tyr341

Acetilcolina —4.99 217.89 UM Trp86, Gly121, Tyr124, Tyr133, Ser203

En el complejo dCHA-568: AChE, los oxigenos de la buteina forman enlaces de hidrégeno con Asp74, Tyr124,
Tyr133, Tyr337 y Tyr341; los carbonos aromaticos establecen enlaces de hidrégeno no convencionales con Trp86,
Ser125, Ser203 y Glu202; y los anillos aromaéticos se apilan con Trp86 y Tyr341 mediante w—m stacking. Este patron de
unién involucra simultdneamente el PAS y el CAS, de manera andloga al modo de unién de donepezilo co-cristalizado
con AChE, por lo que respalda el potencial inhibitorio predicho.'>°

Al comparar los perfiles de inhibicién en las tres enzimas, dCHA-568 es el candidato mds equilibrado: ocupa el
primer lugar en AChE, el segundo en COMT y el tercero en MAO-B. dCHA-553 presenta la mejor afinidad predicha
por COMT —por encima de tolcapona en el modelo de docking— y ocupa el primer lugar en MAO-B, mientras que en
AChE ocupa el segundo lugar. En conjunto, los cuatro candidatos muestran perfiles de uniéon compatibles con actividad
neuroprotectora poligénica predicha; dCHA-568 y dCHA-553 son los perfiles mds equilibrados, mientras que dCHA-279

y dCHA-283 conservan interés como candidatos secundarios.'*’

6.6 Candidatos finales y relaciones estructura-actividad

La convergencia de los criterios de especiacién dcido-base, reactividad antioxidante (eH-DAMA) e inhibicién
enzimadtica poligénica conduce a cuatro candidatos finales: dCHA-279, dCHA-568, dCHA-553 y dCHA-283.

Vistos en el contexto del conjunto de estudios CADMA-Chem, estos resultados ilustran varios principios de relacién
estructura-actividad que se han ido consolidando. En primer lugar, la doble coordinacién del Mg?* en COMT (modalidad
B) es el mayor determinante individual de potencia inhibitoria en esa enzima, y los andamios que la permiten —como
ocurre con dCHA-553 y dCHA-568 en chalcona, y también con los mejores candidatos de pCA— tienden a generar
los inhibidores mds potentes. En segundo lugar, la interaccion directa con el cofactor FAD en MAO-B es el factor

discriminante entre inhibidores potentes y moderados, lo que afiade una segunda regla SAR con capacidad predictiva.
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En tercer lugar, la presencia simultdnea de especies neutra y monoanidnica en proporciones significativas a pH = 7.4
—rpropiedad que en pCA fue exclusiva de un candidato y en chalcona aparece en cinco— es un atributo farmacocinético
que debe buscarse activamente en el disefio, pues combina permeabilidad pasiva con reactividad SET.

La buteina (lCHA-568) merece una mencién especial: es el tinico candidato del protocolo que retine simultaneamente
alta fraccién de coexistencia neutra/monoaniénica (0.45/0.52), capacidad antioxidante superior a Trolox por ambos
mecanismos y afinidad predicha favorable frente a las tres enzimas. Ademds, es una molécula de origen natural con sintesis
bien documentada. Su inclusién en el disefio computacional representa un caso en el que el protocolo CADMA-Chem
llega a redescubrir y fundamentar mecanisticamente el potencial multifuncional de una molécula que la naturaleza ya
habia optimizado por vias evolutivas.

La presencia del grupo —SH en dCHA-279 y dCHA-283 mejora la capacidad donadora de hidrégeno y contribuye a
los bajos valores de BDE, pero introduce el riesgo de formacién de puentes disulfuro con residuos de cisteina proteicos.
Por esta razén, dCHA-568 y dCHA-553 —ambos sin grupo tiol— presentan el perfil de riesgo més favorable para
avanzar hacia sintesis y evaluacion bioldgica, mientras que dCHA-279 y dCHA-283 deben considerarse candidatos

secundarios sujetos a evaluacion especifica de selectividad.

6.7 Conclusiones

El protocolo CADMA-Chem aplicado a chalcona explord un espacio de 568 derivados construidos sobre doce sitios
de sustitucion. El 83% de la biblioteca super6 el promedio del conjunto de referencia de neuroprotectores favoreciendo
su perfil farmacocinético. El andlisis de eliminacién confirmé que las mayores desviaciones en LDs( corresponden a
derivados menos téxicos que el RefSet, lo que valida la necesidad de interpretar cualitativamente cada desviacién antes
de tomar decisiones de exclusion. La especiacién dcido-base reveld cinco compuestos con coexistencia significativa de
especies neutra y monoanidnica, un perfil que en el sistema pCA fue exclusivo de un solo candidato y que el mayor
espacio chalcona hace accesible con mayor frecuencia.

El mapa eH-DAMA identific6 a dCHA-279, dCHA-568, dCHA-553 y dCHA-283 como antioxidantes predichos
superiores a Trolox, 4cido ascorbico y a-tocoferol, con dCHA-568 como el mds equilibrado en ambos mecanismos.
Los célculos de acoplamiento molecular frente a COMT, MAO-B y AChE predicen perfiles de unién compatibles con
inhibicién poligénica, con afinidades dependientes de la diana en rangos nanomolar o micromolar. Integrando todos los
criterios, se propone a dCHA-568 y dCHA-553 como los candidatos prioritarios para sintesis y evaluacion experimental,
y a dCHA-279 y dCHA-283 como candidatos secundarios, cuya selectividad frente a puentes disulfuro debe verificarse

experimentalmente.
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ABSTRACT: A systematic, rational search for chalcone deriva- 0 s« Chalcone derivatives
tives with multifunctional behavior has been carried out, with the O Z O
support of a computer-assisted protocol (CADMA-Chem). A total T Vft?fsa_;“e .
. . 9 . . antuoxiaan
of 568 derivatives were constructed by incorporating functional sH o Aeuroptalsetars

groups into the chalcone structure. Selection scores were calculated
from ADME properties, toxicity, and manufacturability descriptors.

Drug-like behavior

They were used to select a subset of molecules (23) with the best g o Non-toxic
. . e . E facturabili
drug-like behavior. Reactivity indices were calculated for this O O S b i
COMT inhibition
subset. They were chosen to account for electron and hydrogen g imhbror
MAO-B inhibition

atom donating capabilities, which are key processes for antioxidant %OH
activity. The indexes showed that four chalcone derivatives o O O oH
(dCHA-279, dCHA-568, dCHA-553, and dCHA-283) are better

electron and H donors than the parent molecule and some reference antioxidants (Trolox, ascorbic acid, and a-tocopherol). In

addition, based on molecular docking, they are predicted to act as catechol-O-methyltransferase (COMT), acetylcholinesterase
(AChE), and monoamine oxidase B (MAO-B) inhibitors. Therefore, these four molecules are proposed as promising candidates to

act as multifunctional antioxidants with neuroprotective effects.

1. INTRODUCTION

Oxidative damage to DNA, lipids, and proteins, i.e., molecules
of high biological relevance, is an important cause of many
chronic diseases including cancer,' ™ arthritis, and cardiovas-
cular®™® and neurodegenerative diseases.'’”"” However, these
diseases are of multifactorial nature,"®™>° which means that,
albeit beneficial in this context, antioxidant capacity alone is
not enough for fighting them. Moreover, such a nature imposes
difficult challenges for developing efficient treatments. Thus, a
new paradigm in the drug design has emerged: Finding single
chemical entities with multiple biological activities.**~**

In recent years, the computational design of new molecules,
in particular, those with potential use as medical drugs, has
significantly increased. Although antioxidants are straightfor-
ward protectors against oxidative stress (OS), they may also
exhibit other properties. Thus, the rational design of
multifunctional antioxidants aimed at treating multifactorial
diseases seems to be a logical pursuit. Since neuronal tissue is
particularly sensitive to OS,* the present work focuses in
antioxidants with potential neuroprotective effects.

Neurodegeneration-related diseases are among the most
severe pathologies currently afflicting humankind, and the
trend is not encouraging. As the global population age
increases, so does the number of individuals developing
neurodegenerative conditions. Thus, the search for effective
cures or preventive treatments is becoming progressively more

© 2022 The Authors. Published by
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urgent. Despite numerous studies devoted to these kinds of
health disorders, their etiologies still remain ambiguous, and no
effective cures have been found yet. However, important facts
are known. Neurotransmitter deficiency, oxidative stress, metal
dyshomeostasis, mitochondrial dysfunction, as well as protein
aggregation, misfolding, and phosphorylation play key roles in
neurodegeneration and lead to neuronal death.”> On the other
hand, monoamine oxidase (MAO), acetylcholinesterase
(AChE), and catechol-O-methyltransferase (COMT) inhib-
itors have beneficial effects on neurodegenerative disorders
including Parkinson’s and Alzheimer’s diseases.***¢~
Molecular docking tools are generally applied as a first
approach in computational drug discovery. This strategy can
be used to afford atomistic insights into the molecular
recognition between a therapeutic target and promising
molecules. However, a simplified computational approach
can lead to questionable results and finding inactive drugs.”
To overcome these disadvantages, molecular docking must be
accomplished by computational protocols that can take in
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7.1 El marco estructural de la r L

La rasagilina (N-propargilamino-1-(R)-indano; Azilect®) es un firmaco antiparkinsoniano de segunda generacién
cuya aprobacion por la FDA representa un hito en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson: es el primer inhibidor
irreversible selectivo de MAO-B disefiado de novo y aprobado para uso clinico tanto en monoterapia como en terapia
coadyuvante con levodopa.”’ A diferencia de los sistemas moleculares estudiados en los capitulos anteriores, dcido
fertlico, 4cido p-cumdrico y chalcona, todos derivados de moléculas con actividad antioxidante bien documentada, la
rasagilina es ante todo un firmaco neuroprotector con actividad antioxidante modesta. Esta diferencia de punto de partida
hace de su derivatizacién un caso cualitativamente distinto dentro del protocolo CADMA-Chem: no se busca mejorar
una capacidad antioxidante ya establecida, sino ariadir un componente antioxidante robusto a un marco estructural cuya

actividad neuroprotectora primaria ya estd validada clinicamente.

d

R4HN\\

Figura 7.1: Estructuras de la rasagilina (R) y sus andlogos RI y RII, indicando los sitios de sustituciéon R;—R4 y los sitios
de célculo de BDE (a—e).

La rasagilina es una amina ciclica secundaria derivada del 1-(R)-aminoindano, en la que el grupo N-propargilo
proporciona hidrofobicidad y volumen estérico, y es el responsable de la inhibicion irreversible de MAO-B mediante la

formacién de un enlace covalente con el cofactor FAD. Su principal metabolito, el 1-(R)-aminoindano (RII), es por si
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mismo un inhibidor débil y reversible de MAO-B con propiedades antioxidantes y neuroprotectoras independientes
del grupo propargilo.’’ Un segundo andlogo, el N-(propil)-2,3-dihidroinden-1-amina (RI), en el que el triple enlace se
reemplaza por un grupo metilo terminal, fue incluido para diseccionar la contribucion especifica de la insaturacion al
perfil ADME y a la actividad antioxidante. La comparacién sistemdtica de R, RI y RII junto con sus derivados constituye
uno de los aportes metodolégicos distintivos de este estudio respecto a los capitulos anteriores.

El marco estructural de la rasagilina ofrece cuatro sitios de sustitucion en el anillo aromético del indano (R;—Ry4), un
nimero menor al de la chalcona (12 sitios) y al del 4cido p-cumarico (6 sitios). Esta restriccion estructural hace que el
espacio de bisqueda sea mds acotado, pero también mds interpretable: cada modificacion tiene un impacto inmediato y
trazable sobre las propiedades predichas. Adicionalmente, la presencia del 4tomo de nitrégeno secundario, ausente en
los marcos estructurales fenilpropanoides anteriores, introduce una posibilidad adicional de especiacién acido-base

(protonacién del nitrégeno a pH fisioldgico) que requiere un tratamiento explicito.

7.2 Construccion y filtrado de la biblioteca

Siguiendo la estrategia descrita en el Apéndice A, se construy6 una biblioteca de 361 derivados mediante la
incorporacién de hasta tres grupos funcionales (—OH, —NH,, —SH y —COOH) en los sitios R; a R4 de los marcos R,
RIy RII La biblioteca comprende los dos andlogos de partida (RI y RII), 48 monosustituidos (todas las combinaciones
de sitio/grupo posibles), 288 bisustituidos y 23 trisustituidos, estos dltimos construidos a partir de las especies

bifuncionalizadas mas prometedoras.””
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Figura 7.2: Distribucién de S° para los 361 derivados de rasagilina. La linea roja marca S° = 3.0, promedio del RefSet
de firmacos neuroprotectores. La linea verde indica el valor de la rasagilina (S° = 2.66); el bloque verde sefala el
subconjunto seleccionado para la evaluacién de reactividad.

La distribucién del puntaje de seleccién S (Figura 7.2) muestra un patrén que contrasta con los sistemas anteriores:
el S° dela rasagilina (2.66) es considerablemente mas bajo que el de la chalcona (4.37) o el 4cido p-cumdrico (3.28),
lo que refleja la mayor complejidad estructural de su marco estructural y, en particular, la presencia del triple enlace
N-propargilico que eleva la accesibilidad sintética estimada. Sin embargo, varios derivados, especialmente de las
subfamilias RI y RII, alcanzan S° superiores a 3.6, equiparables a los mejores candidatos en los sistemas anteriores.
Con base en el S°, se seleccioné el subconjunto mostrado en la Figura 7.3 para el estudio detallado de reactividad; R,

RI y RII se conservaron como referencias estructurales dentro de sus respectivas subfamilias.”’
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Figura 7.3: Estructuras de la rasagilina (R), los andlogos RI y RII, y los 15 derivados seleccionados, con sus respectivos

puntajes de seleccién S°.

El anélisis de los puntajes de eliminacion (Figura 7.4) mantiene el patrén observado en los sistemas anteriores: las

mayores desviaciones provienen de LDs( y mutagenicidad de Ames, y en ambos casos corresponden a compuestos

mds deseables que el promedio del RefSet, no a compuestos problematicos. Los derivados dR-8, dRI-36 y dRII-2 son

los que mds se alejan del promedio en LDsg, con valores estimados entre 1 614 y 2 644 mg/kg, frente a la media del

RefSet de 960.8 mg/kg, lo que indica menor toxicidad aguda oral. De forma andloga, RI, dRI-4, dRI-36, dRI-49, dRI-97,

dRII-2 y dRII-10 presentan mutagenicidades estimadas (M < 0.03) por debajo del promedio del RefSet (M = 0.41).

Ninguno de los compuestos seleccionados fue excluido por el andlisis de S*.>"
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Figura 7.4: Puntajes de eliminacion individuales para rasagilina (RAS) y el subconjunto de derivados seleccionados. La
altura de las barras apiladas cuantifica la desviacion estandarizada de cada propiedad fisicoquimica y toxicoldgica frente
al RefSet. Contribuciones: AS (accesibilidad sintética), M (mutagenicidad), LDs5( (dosis letal media), Mg (refractividad
molar), RB (enlaces rotables), HBP (donadores de enlace de hidrégeno), HBA (aceptadores de enlace de hidrégeno),
Xa (ndmero de dtomos pesados), PSA (drea de superficie polar), MW (masa molecular) y logP (coeficiente de particion
octanol-agua).

Un resultado de interés metodolégico es que las mayores contribuciones a S¥ provienen sistematicamente de los
indices de toxicidad (LDsg y mutagenicidad), y no de las propiedades ADME. Esto indica que el andlisis de eliminacion
retiene los candidatos cuyas desviaciones del RefSet son favorables y excluiria aquellos cuyas desviaciones fueran
deletéreas. En los sistemas anteriores, PSA, HBA y HBD también contribuian de forma importante; en rasagilina, estos

pardmetros muestran desviaciones menores, lo que es coherente con el menor nimero de grupos funcionales polares en

este marco estructural.

7.3 Especiacion acido-base

El marco estructural de la rasagilina posee un caracter acido-base singular dentro del protocolo: la amina secundaria
del nitrégeno indénico tiene un pK, basico (=7.5 en rasagilina), por lo que a pH = 7.4 coexisten de forma significativa
las formas protonada y neutra. Esta protonacidon afecta directamente tanto a las propiedades farmacocinéticas (la especie
protonada, catiénica, tiene permeabilidad lipidica reducida) como a la capacidad antioxidante (la especie neutra y las
anidnicas son las activas redox). El tratamiento explicito de esta especiacion nitrogenada es una diferencia importante

respecto a los capitulos de pCA y FA, donde el nitrégeno estaba ausente.
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Tabla 7.1: Valores de pK, estimados y fracciones molares (M) de las especies diprotonada (M}ﬁpmt), protonada (M ;’mt),
neutra (M}‘e“), monoanidnica (M Ji‘“) y dianiénica (M;Pan) de la rasagilina y sus derivados seleccionados a pH = 7.4.
Fracciones < 1073 se indican con notacién exponencial.

Comp- pKa 1 PKaz pKag M;iprol M;rot M?eu M;n M](}ian

R 7.49 0.552  0.448

dR-6 6.25 11.15 0.066 0934 <1073

dR-7 6.12 11.01 0.050 0950 <1073

dR-8 2779 11.06 <107* ~1.000 < 1073

dR-103 098 580 7.92 <10=% 0.019 0.754 0.228

dR-113 394 895 10.74 <1073 0972 0.027 <107*
dR; 10.10 0.998 0.002

dRI-4 8.05 13.04 0.817 0.183 <1076

dRI-28 239 8.99 13.54 <107® 0975 0025 <1077
dRI-36 2.01 9.49 14.03 <107° 0992 0.008 <1078
dRI-44 3.48 6.57 10.99 <107* 0.129 0.871 <1073
dRI-49 652 9.50 13.68 0.116 0.877 0.007 <1078

dRI-84 136 3.65 12.86 <1072 <107% =~1.000 < 107°
dRI-97 425 745 13.19 <107% 0529 0471 <10°°

dRp 9.10 0.980 0.020

dRII-2 933 10.26 0988 0.012 <1074

dRII-10 3.55 991 <107% 0.997 0.003

dRII-22 586 7.97 10.78 0.022 0.770 0207 <1074

Los datos de la Tabla 7.1 permiten identificar varias familias de perfiles de especiacién. La primera corresponde a la
rasagilina (R), cuya amina con pK,; = 7.49 genera una coexistencia casi equimolar de las formas protonada (0.552)
y neutra (0.448) a pH = 7.4. Este caso difiere de las especies con coexistencia neutra/aniénica discutidas en pCA y
chalcona: aqui es la forma protonada, y no la aniénica, la que coexiste con la neutra. Por ello, el perfil redox esperado
cambia sustancialmente: el cation protonado presenta menor permeabilidad pasiva, mayor susceptibilidad a atrapamiento
iénico y no se considera activo como antioxidante por mecanismo SET.

En los derivados de R que incorporan grupos dadores de hidrégeno (dR-6, dR-7, dR-8), el pK,; se desplaza hacia
valores dcidos (2.79-6.25), con lo que la amina queda practicamente en su forma neutra a pH = 7.4 (M;?mt entre 0.050 y
0.066 para dR-6 y dR-7, y practicamente nula para dR-8). En consecuencia, la fraccion de la especie neutra, activa para
permeacion y para HAT, es mayor respecto a la rasagilina. dR-103 y dR-113 presentan un tercer pK, asociado al grupo
fendlico adicional, con fracciones monoaniénicas no despreciables (0.228 y 0.027, respectivamente).

Los andlogos de la subfamilia RI muestran un patrén distinto: sin el triple enlace, la amina tiene un pK,; = 10.10,
lo que significa que RI esta pricticamente en su forma protonada a pH = 7.4 (M ?mt =0.998). Los derivados de RI con
grupos acidos (dRI-28, dRI-36, dRI-84) desplazan el pK,; a valores d4cidos muy bajos, neutralizando la amina y dejando
predominar la especie neutra. En la subfamilia RII, el pK,; de la amina primaria (9.10) es intermedio, con M ?mt =

0.980; s6lo dRII-22, con dos pK, 4cidos adicionales (5.86 y 7.97), logra una fracci6n ani6nica significativa (0.207).%
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Este andlisis revela que la incorporacién de grupos acidos (—COOH, —SH) en posiciones con pK, bajo es la
estrategia mds efectiva para desplazar la especiacion hacia la fraccién neutra activa para permeaciéon y HAT. Este
principio es aplicable tanto a rasagilina y sus andlogos como, de forma general, a cualquier marco estructural que

contenga aminas con pK, préximo o superior a 7.4.

7.4 Reactividad quimica y capacidad antioxidante
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Figura 7.5: Mapa eH-DAMA para rasagilina, sus andlogos y derivados seleccionados. El eje horizontal corresponde
ala BDE y el eje vertical a la electrofilicidad w. Se muestran las especies protonadas, neutras y aniénicas, junto con
antioxidantes de referencia (Trolox, acido ascérbico y a-tocoferol) y el par oxidante H,O,/*OOH.

El mapa eH-DAMA (Figura 7.5) muestra de forma inmediata que la rasagilina (R) es un antioxidante moderado: su
especie neutra tiene BDE = 78.72 kcal/mol y w = 0.72 €V, dentro del rango de Trolox, pero sin superarlo. Esta capacidad
antioxidante limitada es coherente con la ausencia de grupos funcionales dadores de hidrégeno en el marco estructural
nativo y con el papel secundario de la actividad antioxidante en el mecanismo de accién primario del firmaco.”’

La incorporacién de grupos funcionales transforma radicalmente el perfil antioxidante. Los derivados con grupo
—SH presentan los menores valores de BDE del conjunto: dRII-22 (BDE = 54.81 kcal/mol en su especie neutra) y
dRI-49 (BDE = 65.82 kcal/mol) son los mejores captadores de radicales por mecanismo HAT, con valores de BDE por

debajo de Trolox (BDE ~ 77 kcal/mol). Los derivados con especies anidnicas significativas, dR-113, dRI-44 y dRII-22,
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presentan los menores valores de w y, por tanto, la mayor capacidad SET: dR-113 con w = 0.01 eV y dRI-44 con w =
0.001 eV se ubican en la regién inferior izquierda del mapa eH-DAMA, junto a las referencias ascorbato y a-tocoferol.”

La comparacién entre las tres subfamilias revela que los derivados de RI son los que, en conjunto, presentan los
perfiles antioxidantes mas equilibrados. RI tiene BDE = 76.82 kcal/mol (comparable a R), sus derivados bisustituidos
con grupos —OH o —SH logran BDE entre 65 y 78 kcal/mol combinados con fracciones anidnicas suficientes para
actividad SET. La ausencia del grupo propargilo en RI, en comparacion con R, no deteriora la capacidad antioxidante,
lo que indica que el triple enlace N-propargilico no contribuye a la actividad redox y su sustitucion no supone pérdida
desde la perspectiva antioxidante.’"

Los tres candidatos mds prometedores segtin el eH-DAMA son, en orden de prioridad: dR-113 (mejor SET, especie
neutra dominante), dRI-49 (mejor HAT entre los derivados de RI), y dRII-22 (mejor HAT de todo el conjunto, con BDE
notablemente bajo). Los tres superan a la rasagilina tanto en donacién de electrones como en donacién de hidrégeno,
lo que muestra que las modificaciones propuestas mejoran cuantitativamente la capacidad antioxidante del marco
estructural de partida bajo los criterios calculados.””

El riesgo asociado al grupo —SH, ya discutido en el capitulo de chalcona, es plenamente aplicable aqui: los grupos
tiol presentan BDE bajos (ventaja antioxidante), pero pueden oxidarse a disulfuros en entornos proteicos. dRI-49 y

dRII-22, ambos con —SH, deben por tanto considerarse candidatos sujetos a evaluacién experimental de selectividad,

tal como se propuso para dCHA-279 y dCHA-283.

7.5 Candidatos finales y relaciones estructura-actividad

La convergencia de los criterios de puntaje de seleccion, especiacion dcido-base y reactividad antioxidante (eH-
DAMA) conduce a tres candidatos finales: dR-113, dRI-49 y dRII-22.

dR-113 es el candidato mas balanceado del conjunto: su pK,; = 3.94 desplaza la amina indanica a forma neutra
(M]rcleu =0.972 a pH = 7.4), su especie neutra presenta capacidad HAT favorable (BDE = 75.49 kcal/mol) y la especie
monoanidnica tiene capacidad SET excepcional (w = 0.01 eV). La presencia del grupo catecélico (—OH en posiciones
adyacentes) le confiere ademds capacidad potencial de quelacién de metales,”” una propiedad adicional de relevancia en
el contexto neurodegenerativo ya discutida en el marco general del protocolo CADMA-Chem.

dRI-49 representa el aporte mas importante de la subfamilia RI: al prescindir del triple enlace, reduce la complejidad
sintética, mejora la accesibilidad sintética estimada del marco estructural y mantiene un perfil antioxidante favorable. La
amina de RI tiene pK,; = 10.10, por lo que sin sustituyentes adicionales estaria practicamente protonada a pH 7.4; pero

dRI-49, con pKyy = 6.52, alcanza M} = 0.877 y M ]‘th = 0.116, un perfil de coexistencia analogo al de los mejores
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candidatos de la chalcona. Su BDE = 65.82 kcal/mol (especie neutra) lo convierte en el mejor candidato HAT de la
subfamilia RI, superando a la rasagilina tanto en donacién de hidrégeno como en perfil de especiacién a pH fisiolégico.

dRII-22 es el tnico candidato de la subfamilia RII con BDE < 55 kcal/mol: el metabolito activo aminoindano sin
cadena alquilica. Su BDE = 54.81 kcal/mol es el valor més bajo del conjunto, indicando la mayor facilidad para transferir
H en condiciones de HAT, y su fraccién anidnica (0.207) es la m4s alta entre los derivados de RII, con w = 0.99 eV para
la especie neutra. El hecho de que dRII-22 sea un derivado del metabolito activo, y no de la molécula parental, sugiere
que parte de la neuroproteccién in vivo de la rasagilina podria estar mediada por la actividad antioxidante mejorada de
sus metabolitos funcionalizados, una hipétesis relevante para el disefio de profirmacos.’’

Estos tres candidatos cumplen simultdneamente los criterios de comportamiento similar a firmacos (ADME,
toxicidad, accesibilidad sintética), perfil 4cido-base favorable (fraccion neutra dominante o significativa a pH = 7.4),
y capacidad antioxidante superior a la rasagilina y a las referencias (Trolox, dcido ascérbico, a-tocoferol). Dado que
las modificaciones estructurales introducidas son moderadas y el marco inddnico se conserva, se espera que los tres
candidatos retengan la actividad neuroprotectora del firmaco parental, lo que deberd verificarse experimentalmente.

Vistos en el contexto del conjunto de estudios CADMA-Chem, los resultados de rasagilina permiten consolidar
dos lecciones SAR transversales. Primero, la modulacién de la amina bédsica mediante grupos 4cidos adyacentes (pK 41
bajo) es el mecanismo por el que los derivados de rasagilina logran fracciones neutras elevadas a pH fisioldgico, lo que
apunta a una estrategia de optimizacion directamente aplicable a otros marcos estructurales aminados. Segundo, el grupo
catecdlico (-OH orto-adyacentes) aporta simultineamente capacidad antioxidante (HAT y quelacion metdlica) y perfil
de especiacion favorable, lo que lo consolida como el grupo funcional que combina actividad antioxidante, quelacién
metdlica y especiacion favorable dentro del protocolo CADMA-Chem para marcos estructurales que contienen nitrégeno

basico.

7.6 Conclusiones

La aplicacion del protocolo CADMA-Chem al marco estructural de la rasagilina exploré 361 derivados distribuidos
en tres subfamilias (R, RI, RII). Aunque el espacio de disefio es el mds restringido en nimero de sitios de sustitucion
dentro del presente trabajo (cuatro posiciones en el anillo aromético), la diversidad introducida por las tres subfamilias
permite analizar sistematicamente el efecto del triple enlace propargilico en la relacion estructura-funcién. El andlisis de
S identificé un subconjunto de candidatos con comportamiento similar a firmacos, y ninguno fue excluido por los
puntajes de eliminacion; en ambos casos, las desviaciones mas pronunciadas del RefSet corresponden sistemdticamente

a propiedades deseables (menor toxicidad, menor mutagenicidad).
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La especiacion acido-base revel6 que la incorporacién de grupos acidos de bajo pK, es el mecanismo mads eficaz
para neutralizar la amina inddnica y maximizar la fraccién neutra activa a pH = 7.4. El mapa eH-DAMA identificé a
dR-113, dRI-49 y dRII-22 como los antioxidantes predichos mds potentes del conjunto, los tres superiores a la rasagilina
y a Trolox, 4cido ascérbico y a-tocoferol como referencias. Dado que las modificaciones estructurales son moderadas y
el marco indédnico se conserva en los tres casos, se espera que retengan la actividad neuroprotectora del firmaco parental,
premisa que deberd evaluarse experimentalmente.

Un hallazgo con implicaciones directas para el disefio racional es que dRI-49, un derivado de la subfamilia RI donde
el triple enlace propargilico ha sido sustituido por un grupo metilo terminal, mejora frente a la rasagilina en los criterios
de seleccion, especiacion y reactividad antioxidante evaluados en este capitulo. Esto indica que el triple enlace no es un
requisito estructural para mejorar la actividad antioxidante calculada, lo que abre la posibilidad de disefiar andlogos con
mayor accesibilidad sintética y perfil de especiacién mds favorable a partir del mismo marco estructural inddnico. Este

hallazgo constituye una hipétesis de diseflo con potencial para guiar investigacion experimental futura.
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1 | INTRODUCTION

Neurodegenerative disorders (ND); including Parkinson's [1, 2], Alzheimer's [3, 4], and other neural diseases [5]; have been described to involve
the gradual loss of particular neuronal cell population. Although numerous investigations have been devoted to the elucidation of the ND patholo-
gies, their primary causes continue elusive. Some interrelated crucial aspects on the progression of these disorders are proteopathy [6-8], metal
ion dyshomeostasis [9-32], environmental pollutants [33-47], and neurotransmitter deficiencies. A chemical phenomenom shared by all these dis-
eases is oxidative stress (OS). It could be accountable for the dysfunction or death of neuronal cells that conduces to disease pathogene-
sis [48-65].

OS arises due to unregulated production and consumption of free radicals, primarily reactive oxygen species (ROS) [66-78]. ROS are pro-
duced from molecular oxygen in the mitochondrial respiratory chain. Some partially reduced O, intermediates are formed in low amounts, includ-
ing the highly reactive hydroxyl radical (*OH) and the superoxide anion (O,°~), among others [66, 74, 75, 78-84]. Neurons are particularly
vulnerable to ROS-induced damage because of their high-oxygen consumption, relatively low-antioxidant defense, low-regenerative capacity, and
high polyunsaturated fatty acid content [78, 85-87]. Thus, ROS overproduction in brain tissue imposes a very harmful threat. One possible thera-
peutic strategy is to prevent and/or diminish OS using free radical scavengers. In fact, a variety of neuroprotective drug agents are used because
of their antioxidant capability [88-97].

Rasagiline (N-propargyl-1-(R)-aminoindan; Azilect®) is an anti-Parkinson, selective irreversible monoamine oxidase (MAO-B) inhibitor drug. It
is currently accepted by the US Food and Drug Administration, and has demonstrated to show neuroprotective and neurorestorative activities in
in vitro and in vivo models [98-114]. Rasagiline benefits patients with both early and late Parkinson's disease as monotherapy or as an assistant
to levodopa [115-117]. From a chemical point of view, rasagiline is a secondary cyclic benzylamine and indane derivative, in which the acetylenic
group provides hydrophobicity and steric volume.

Int J Quantum Chem. 2023;123:e27011. http://g-chem.org © 2022 Wiley Periodicals LLC. 1 of 12
https://doi.org/10.1002/qua.27011
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8.1 El marco estructural de la quinolina

La quinolina es un heterociclo aromético biciclico formado por la fusién de un anillo bencénico y uno piridinico. Por si

1:15% a partir de

misma tiene aplicaciones farmacoldgicas escasas, pero es una estructura privilegiada en quimica medicina
ella se construyen derivados con actividad antibacteriana, antifiingica, antimaldrica, anticancerigena, anticonvulsivante,
antiinflamatoria, antioxidante y neuroprotectora. Méas de 200 alcaloides quinolinicos biolégicamente activos han sido
identificados en la naturaleza. El motivo quinolinico estd presente en fairmacos de campos tan distintos como el
ciprofloxacino, la cloroquina, la quinidina, el nedocromil y el imoquimod.*

Para el disefio de neuroprotectores, la quinolina tiene dos propiedades que la separan de los sistemas fenilpropanoides
de los capitulos anteriores. El nitr6geno del anillo piridinico actia como aceptor de enlaces de hidrégeno con basicidad
deslocalizada en el sistema 7, sin fraccién protonada apreciable a pH fisiolégico. Su caracter hidrofébico facilita el
cruce de la barrera hematoencefdlica, propiedad que los fenilpropanoides polihidroxilados no siempre garantizan. La
semejanza estructural con la tacrina, el primer inhibidor de AChE aprobado por la FDA, fue sefialada en el segundo
estudio de este capitulo como factor de reconocimiento molecular.*®

El ndmero de sitios de sustitucion es siete (R1—R7, Figura 8.2). La gama de grupos funcionales es mds amplia que
en los capitulos anteriores: ademds de —OH, —NH;, —SH y —COOH, se incorporaron —CHO, —COCH3z y —COOCH3

principalmente por su contribucién estereoelectrénica.*
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Figura 8.2: Estructura de la quinolina (dQ1) y sitios de sustituciéon R;—R7 considerados en este trabajo.

Este capitulo integra los principales resultados de dos publicaciones. La primera*’ aplica el protocolo CADMA-Chem
completo: generacién de la biblioteca, filtrado por S°/S¥, especiacién 4cido-base, caracterizacién antioxidante por
eH-DAMA y docking frente a COMT, MAO-B y AChE. La segunda*® somete los cinco candidatos mds prometedores
en AChE a simulaciones de dindmica molecular (MD) de 200 ns y propone rutas retrosintéticas. La pregunta que
vincula ambos estudios es metodoldgica: ;el docking es suficiente para identificar inhibidores reales a escala de miles de

compuestos?

8.2 Construccion y filtrado de la biblioteca

La combinacién de siete sitios, seis grupos funcionales y tres niveles de sustitucién produjo 8 536 derivados, la

biblioteca mds grande del protocolo. La chalcona, segundo en tamaiio, tiene 568. De los 8 536 derivados, 42 son
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monosustituidos, 756 disustituidos y 7 560 trisustituidos. Para 2 033 no fue posible estimar alguno de los pardmetros de
toxicidad y fueron excluidos, dejando 6 503 candidatos para el anélisis de S°.*

Los S oscilan entre 2.36 y 3.54. Un total de 530 derivados superan simultdneamente el S° de la quinolina (2.83)
y el promedio del conjunto de referencia (3.00). La distribucién es mds dispersa que en los sistemas anteriores: en

chalcona el 83% de los derivados superaba el promedio; aqui la proporcién cae porque —CHO y —COOCH3 introducen

variabilidad en los descriptores ADME que produce candidatos tanto muy prometedores como subdptimos.

M
S
O

Qunolna dQ1
N OH
N
= | Z | N = | =
3 H H s
S o N TOH Z ™ on S "
H g H 0 “H
dQ49 dQe7 dQ100 dQ134 dQ81s
OH Q
OH
s N OH
| = = - = | H
T
N OH = &
‘\N OH HO M OH \N "
Cli 0 H o H OH H OH
CH
dQs29 dQ833 dQ845 dQe29 dQos0
N
S | S
H # Ho™ N OH
N OH
H o o]
|
. Ha é CHs
4Qos4 dQ13s6 dQ1365 Hy Q1368 dQ1420

CHy CHy
(lJ o é’ 0 N | N HO “
HO O HO Na H\ﬂ/ilg\wz P o 7
“ < H g " o

dQi421 dQ1930 dQo117 dQ23ss dQ2357
Z
H
Mo i
(8] OH
CH3
4Q2382 403233 dQ3754 dQ3804 dQ3835

Figura 8.3: Estructura y puntaje de seleccion de los veinticinco derivados de quinolina mejor evaluados.
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Tras el anlisis de S¥, los 25 derivados finalistas (Figura 8.3) muestran un patrén distinto al de los sistemas
anteriores. En chalcona, pCA y FA las mayores desviaciones provenian de toxicidad. En quinolina provienen de
propiedades ADME, especificamente PSA y MW, y de accesibilidad sintética: los derivados son mds pequefios que
el RefSet de neuroprotectores y mas faciles de sintetizar. Esta diferencia es cualitativamente importante: el protocolo
CADMA-Chem identifica aqui candidatos que destacan no por su baja toxicidad —que ya es intrinsecamente buena en

el andamio quinolinico— sino por su excelente perfil de biodisponibilidad y accesibilidad sintética.*’
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Figura 8.4: Puntajes de eliminacién individuales para el compuesto de referencia (Q) y el subconjunto de derivados de
quinolina seleccionados. Contribuciones: AS (accesibilidad sintética), M (mutagenicidad), LDsg (dosis letal media),
MR (refractividad molar), RB (enlaces rotables), HBP (donadores de enlace de hidrégeno), HBA (aceptores de enlace de
hidrégeno), X s (nimero de dtomos pesados), PSA (4rea de superficie polar), MW (masa molecular) y logP (coeficiente
de particion octanol-agua).

La toxicidad al desarrollo, barra turquesa en Figura 8.4, presenta las desviaciones mds grandes, y en todos los casos

los derivados son menos téxicos que el promedio del RefSet, en algunos de forma notable (dQ845, dQ1356, dQ2117).

Ninguno de los 25 derivados fue excluido por el an4lisis de S¥.*
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8.3 Especiacion acido-base

Los datos de la Tabla 8.1 muestran que la quinolina (dQ1) existe exclusivamente como especie neutra a pH = 7.4: no
tiene grupos acidos ni basicos con pK, dentro del rango biolégicamente relevante. La funcionalizaciéon cambia este
comportamiento: la incorporacién de grupos —OH y —COOCH3; genera fracciones anidnicas sustanciales en 8 de los
25 derivados, con dQ829, dQ1368 y dQ1420 como los de mayor fraccién monoanidnica (68.6—71.3%).

Tabla 8.1: Fracciones molares porcentuales (X %) de las especies dcido-base de los derivados de quinolina a pH = 7.4.

Las especies con X% < 1 se marcan como cero; HIQ™ = catién protonado; dQ = neutro; H_ldQ_ = monoanion;
H~2dQ?~ = dianién.

dQ HAQ* (%) dQ (%) H~'dQ~ (%) H~2dQ%~ (%)
dQ1 0.0 100.0 0.0 0.0
dQ49 0.0 79.6 20.4 0.0
dQ67 0.0 98.7 1.3 0.0
dQ100 0.0 84.9 15.1 0.0
dQ134 0.0 100.0 0.0 0.0
dQ815 0.0 92.4 7.6 0.0
dQ829 0.0 30.9 69.1 0.0
dQs33 1.1 63.3 35.6 0.0
dQ845 0.0 98.7 1.3 0.0
dQ929 0.0 88.6 11.4 0.0
dQ950 0.0 98.8 1.2 0.0
dQ954 0.0 59.7 40.3 0.0
dQ1356 0.0 97.7 2.3 0.0
dQ1365 0.0 68.1 31.2 0.0
dQ1368 0.0 31.4 68.6 0.0
dQ1420 0.3 28.4 71.3 0.0
dQ1421 0.1 80.1 18.8 1.0
dQ1930 0.0 56.8 43.2 0.0
dQ2117 0.1 99.9 0.0 0.0
dQ2355 0.0 56.3 43.7 0.0
dQ2357 0.0 68.6 31.4 0.0
dQ2382 4.3 92.8 2.9 0.0
dQ3233 0.1 54.0 46.0 0.0
dQ3754 0.0 98.0 2.0 0.0
dQ3804 0.0 98.0 2.0 0.0
dQ3835 0.0 98.8 1.2 0.0

Tres perfiles tienen interés especifico. dQ829, dQ1368 y dQ1420 tienen fraccion neutra entre 28 y 31%, coexistiendo
con monoanién dominante: el mismo perfil que los mejores candidatos de pCA y chalcona, donde la especie neutra
garantiza permeabilidad pasiva y el fenolato contribuye a actividad SET. En el extremo opuesto, dQ833 y dQ2382
presentan fracciones catiénicas de 1.1 y 4.3%, respectivamente: el nitrégeno quinolinico se protona a pH fisiolégico

cuando la funcionalizacién modifica la basicidad del heterodtomo y estabiliza la forma protonada. Este comportamiento
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no aparece en ningin sistema anterior del protocolo. dQ1421 afnade un dianién al 1.0%, con dos sitios dcidos de pK,
suficientemente bajo para estar desprotonados a pH = 7.4. La diversidad de perfiles de este conjunto, neutro dominante,

monoanién dominante, catién presente, dianién presente, es la mayor observada en la tesis.*’

8.4 Reactividad quimica y capacidad antioxidante
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Figura 8.5: Mapa eH-DAMA para los derivados de quinolina y sus especies dcido-base relevantes a pH = 7.4. El eje
horizontal corresponde al potencial de ionizacién (IP, mecanismo SET) y el eje vertical a la BDE del enlace O—H o
N—H mds débil (mecanismo HAT). La zona azul delimita la regién de baja BDE y bajo IP simultdneos. Trolox, dcido
ascorbico y a-tocoferol se incluyen como referencias.

El mapa eH-DAMA (Figura 8.5) muestra que casi todos los derivados pueden capturar radicales hidroperoxilo y que
la mayoria presenta mejor perfil que a-tocoferol por HAT y SET. El contraste con rasagilina es directo: la quinolina
nativa (dQ1) ya tiene un perfil redox més favorable que la amina indédnica, por la deslocalizacion 7 del sistema biciclico.

Los siete candidatos dentro de la zona 6ptima son dQ49, dQ829, dQ950, dQ1356, dQ1368, dQ2355 y dQ2357; todos
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presentan menor BDE que Trolox y valores de IP comparables o inferiores. Los grupos responsables son los —OH en
posicién catecélica o en posiciones que permiten deslocalizacién del radical sobre el anillo quinolinico.*

En el capitulo de quinolina se usé el potencial de ionizacion (IP) calculado por el método ASCF en lugar de la
electrofilia w empleada en los sistemas anteriores. El cambio refleja que el marco quinolinico no genera situaciones de

region invertida de Marcus de forma generalizada, donde w seria mds apropiada. La coherencia de los resultados con los

capitulos anteriores valida ambas aproximaciones como equivalentes en este contexto.*

8.5 Actividad neuroprotectora

Los 25 derivados se evaluaron frente a COMT (PDB: 4PYL, tolcapona), MAO-B (PDB: 2V5Z, safinamida) y AChE

(PDB: 4EY7, donepezilo), con el mismo protocolo de AutoDock Vina que en chalcona y rasagilina. Los RMSD de
redocking son 1.8, 1.6 'y 2.8 A para los tres complejos de referencia.*’

Tabla 8.2: Energias libres de unién ponderadas (AG%V, kcal/mol) y puntaje poligénico (S*) para los derivados de
quinolina mds prometedores. Se incluyen la quinolina y los sustratos naturales como referencias.

Ligando COMT MAO-B AChE SP
Quinolina (dQ1) —5.00 —6.90 —3.80 2.85
dQ49 —6.00 —8.34 —8.20 4.18
dQ815 —6.26 —-7.91 —-9.02 4.11
dQ829 —6.80 —8.41 —8.74 4.44
dQ954 —5.78 —8.16 —8.24 4.11
dQ1368 —5.96 —8.07 —8.24 4.13
dQ2357 —6.29 —8.06 —-7.93 4.13
Dopamina (COMT) —5.40 — — —
Feniletilamina (MAO-B) — —6.00 — —
Acetilcolina (AChE) — — —-4.90 —

Los derivados listados superan el S de los sustratos naturales (3.00), con dQ829 como el mejor global (ST = 4.44).
La actividad frente a AChE y MAO-B es alta y consistente en todos; la actividad frente a COMT es heterogénea. dQ829
y dQ2357 muestran las mejores afinidades relativas; otros tienen valores comparables a la dopamina. En los derivados
con grupos —NHy, la contribucién frente a COMT es menos favorable.®

La explicacion SAR para COMT es directa. Los grupos —NH; unidos directamente al anillo no tienen la flexibilidad
conformacional que le permite al grupo amino de la dopamina, unido a cadena alifdtica, alcanzar la geometria éptima

de coordinacién con el Mg?*. Los grupos catecélicos de dQ829 y dQ2357 logran la doble coordinacién en modalidad



Quinolina

130

B, la misma regla SAR identificada en chalcona y pCA, lo que extiende esta relacién estructura—actividad a un marco

heterociclico.

Para AChE, los grupos aldehido y éster favorecen el reconocimiento porque pueden participar en contactos polares
directos o mediados por agua dentro del sitio activo, mientras que el anillo quinolinico conserva capacidad de apilamiento

aromdtico con Trp86. Esta combinacién de carbonilo y sistema aromdtico explica que varios derivados de quinolina

aparezcan entre los candidatos con mejor AG%V frente a AChE.
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Figura 8.6: Mapa de interacciones en dos dimensiones para los complejos del andlogo dQ829 con MAO-B (izquierda),

ACHhE (centro) y COMT (derecha). Las enlaces de hidrégeno se representan en color verde, las C-H no convencionales
en verde claro, las interacciones metal-donador en gris, las m—m en rosa y purpura y los efectos estéricos en rojo.

8.6 Validacién por dinamica molecular

8.6.1 Disefio del estudio
El acoplamiento molecular permiti6 priorizar derivados de quinolina frente a AChE, pero su interpretacion estd

limitada por el tratamiento estdtico del receptor y por la ausencia de solvente explicito. Por ello, los complejos més

relevantes se refinaron mediante simulaciones de dindmica molecular (MD) de 200 ns por sistema. Las simulaciones

se realizaron con Desmond, usando el campo de fuerza OPLS_2005, agua explicita TIP4P en una caja ortorrémbica,

concentracién salina de 0.15 M, 300 K y 1 bar.*®
Se analizaron 12 trayectorias, equivalentes a 2.4 us de simulacién acumulada: cinco derivados neutros (dQ815,
dQ829, dQ1356, dQ1368 y dQ2357), cuatro especies monodesprotonadas, la quinolina no funcionalizada (dQ1), el

sustrato natural acetilcolina (ACh) y el inhibidor de referencia donepezilo. Esta comparacién permite evaluar si los
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derivados disefiados se comportan mds cerca de un sustrato movil, de un andamio quinolinico no optimizado o de un

inhibidor conocido de AChE.

8.6.2 [Estabilidad global de AChE y flexibilidad del sitio de unién

El primer criterio de validacién fue la estabilidad global de la proteina durante las trayectorias. E1 RMSD de los
dtomos del esqueleto de AChE alcanzé una regién de equilibrio después de aproximadamente 100 ns en todos los
complejos. Los valores promedio reportados para la proteina se ubicaron entre 2.28 + 0.35 A para AChE:donepezilo
y 2.54 4+ 0.38 A para AChE:dQ1356.*® Esto indica que las simulaciones no produjeron pérdida de la organizacién
global de AChE, por lo que las diferencias entre ligandos deben discutirse a partir de su movilidad relativa, sus contactos

persistentes y sus energias MM/GBSA.
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Figura 8.7: Andlisis global de AChE durante las simulaciones de dindmica molecular. (a) Evolucién del RMSD de los
atomos del esqueleto de AChE en presencia de los ligandos evaluados. (b) Subdominios estructurales considerados para
el andlisis del sitio de unién: 2-loop, S1, S2, S3 y S4.

El andlisis de RMSF mostré que las fluctuaciones mds altas se concentraron en regiones asociadas con la entrada
y la respiracion del sitio activo: la Q2-loop (Ser67-Glu94), el subdominio S2 (Ala225-Arg296) y el subdominio S3

(Leu324—Asp400). En particular, se reportaron fluctuaciones cercanas a 5 A para Thr75, Val255 y Ala375, mientras
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que los subdominios S1 y S4 fueron menos flexibles.*® Este resultado es consistente con el comportamiento esperado
de AChE, cuyo sitio activo se encuentra enterrado en una cavidad tipo gorge y depende de movimientos de apertura y

cierre de sus subdominios periféricos.

8.6.3 Referencias internas: ACh, dQ1 y donepezilo

ACh, dQ1 y donepezilo se usaron como referencias internas para interpretar la escala de movilidad y afinidad de
los derivados. ACh y dQ1 presentaron energias MM/GBSA muy similares: —29.8 + 5.0 y —29.5 4 5.0 kcal mol !,
respectivamente. En contraste, donepezilo present6 una energia considerablemente mds favorable, —68.7 £ 8.1 kcal
mol~1.*® Por tanto, ACh y dQ1 definen una referencia de unién débil o moderada, mientras que donepezilo representa
el limite superior de estabilizacién para los complejos evaluados.

La dindmica también separé a estas referencias por movilidad. Donepezilo se desplazé aproximadamente 4 A
respecto a la pose inicial, mientras que ACh se desplazé aproximadamente 9 A. A pesar de esa mayor movilidad, ACh
conservé distancias productivas respecto a la Ser203 catalitica, con méximos de RDF en el intervalo 4.55-5.30 A. Para
donepezilo, los méximos de RDF frente a Ser203 se ubicaron en 4.65-5.25 A.*® Asi, la comparaci6n de referencias
muestra que la evaluacién de AChE no debe basarse inicamente en la cercania geométrica al sitio catalitico, sino en la

combinacién de proximidad, contactos y energia de union.

8.6.4 Derivados neutros de quinolina

Los derivados neutros mostraron energias MM/GBSA mds favorables que ACh y dQ1, aunque ninguno alcanz¢ la
estabilizacién energética de donepezilo. La Tabla 8.3 resume los valores més relevantes para comparar el comportamiento
de los complejos.

Los derivados 2,3-dihidroxilados dQ815 y dQ829 fueron favorecidos por el docking, con AGgocx de —9.02 + 0.4y
—8.74 4 0.4 kcal mol ™, respectivamente. Sin embargo, durante las trayectorias se reacomodaron aproximadamente 15
y 22 A respecto a sus poses iniciales. En particular, dQ829 conservé una energia MM/GBSA favorable (—41.0 4 6.8 kcal
mol~1), pero su modo de unién no puede describirse como una conservacién directa de la pose de docking. Este resultado
muestra por qué la MD es necesaria como refinamiento: permite distinguir entre una puntuacién estética favorable y una
pose que permanece estructuralmente coherente durante la trayectoria.

dQ2357, derivado 5,6-dihidroxilado, presenté una energia MM/GBSA de —40.6 4 4.3 kcal mol~! y un desplaza-
miento aproximado de 5 A. A diferencia de dQ829, la estructura mds poblada conservé mayor cercania con la pose
inicial. En este complejo se describieron enlaces de hidrogeno mediados por agua con Trp86 y Alal27, ademads de

contactos mediados por solvente con His447 a través del grupo éster y del nitrégeno quinolinico.**
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Tabla 8.3: Resultados principales de dindmica molecular para los complejos AChE:ligando. Las energias se reportan en
kcal mol~! y los desplazamientos corresponden a la comparacion entre la pose inicial de docking y la estructura més
poblada de la trayectoria.

Sistema AGyock AFEyvm/gesa  Desplazamiento aprox.  Lectura estructural y energética

ACh —494+04 —-2984+5.0 ~9 A Sustrato natural; conserva proximidad a Ser203, pero
presenta mayor movilidad que donepezilo.

dQl1 -39+04 —-295£5.0 NI Quinolina no funcionalizada; comportamiento ener-
gético comparable al de ACh.

Donepezilo —12.6+0.4 —68.7+8.1 ~d A Inhibidor de referencia; define la mayor estabiliza-
cion del conjunto comparativo.

dQ815 -9.02+£04 —-32.84+8.0 ~15 A Alta puntuacion de docking, pero con reacomodo
amplio durante la trayectoria.

dQ829 —874+04 —-41.0+6.8 ~22 A Energia MM/GBSA favorable, acompafiada de reaco-
modo amplio respecto a la pose inicial.

dQ2357 n.I. —40.6 £4.3 ~5A Afinidad favorable y menor reacomodo que los deri-
vados 2,3-dihidroxilados.

dQ1356 n.I. —43.1+£5.9 ~6 A Afinidad favorable; el complejo se asocia principal-
mente con la Q-loop.

dQ1368 n.r. —46.6 + 4.7 ~4 A Energia MM/GBSA mas favorable entre los deriva-

dos neutros evaluados.

Los derivados 3,4-dihidroxilados fueron los mds favorables dentro de la serie neutra. dQ 1356 presentd A Eyiv/gpsa =
—43.1 4 5.9 kcal mol~! y un desplazamiento aproximado de 6 A. Su patrén de unién se asocié principalmente con
la Q2-loop, mediante contactos con Trp86 y Asp74. dQ1368 presenté el resultado mas favorable de la serie, con
AEym/Gesa = —46.6 & 4.7 kcal mol ! y un desplazamiento aproximado de 4 A.**

En dQ1368, el andlisis de contactos mostré apilamiento 7—m con Trp86, un enlace de hidrégeno mediado por agua
entre el grupo hidroxilo en C4 y Gly122, contactos del grupo éster con Tyr337 y enlaces de hidrégeno mediados por
agua entre los grupos hidroxilo C3/C4 y Glu202. Ademds, el anlisis RDF indicé proximidad a la Ser203 catalitica.*®
Por tanto, dQ1368 se prioriza para AChE no por una calificacién visual de su superposicién estructural, sino por la

combinacién de energia MM/GBSA, desplazamiento respecto a la pose inicial y red de contactos durante la trayectoria.

8.6.5 Especies anidnicas y efecto de la protonacion

Las especies monodesprotonadas mostraron energias MM/GBSA menos favorables que sus formas neutras. Los
valores reportados fueron —10.1 #+ 7.3 kcal mol~! para dQ815_dep, —15.0 & 6.5 kcal mol~! para dQ829_dep,
—31.5 £ 6.5 kcal mol~! para dQ1368_dep y —12.7 & 7.7 kcal mol~! para dQ2357_dep.*® Estos valores indican
que la desprotonacién, aunque puede favorecer propiedades antioxidantes por transferencia electrénica, no favorece
necesariamente la uniéon a AChE. La presencia de carga negativa puede penalizar la contribucién electrostitica en
una cavidad con residuos 4cidos y con un reconocimiento dominado por contactos aromaticos, enlaces de hidrégeno

mediados por agua y acomodacion dentro del gorge.
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Figura 8.8: Andlisis de contactos y energias para los complejos AChE:ligando. (a) Contactos observados entre los
ligandos y los subdominios €2-loop, S1, S2, S3 y S4; se incluyen interacciones presentes durante mds del 30% de la
trayectoria. (b) Relacidn entre las energias de unién obtenidas por acoplamiento molecular y las energias MM/GBSA
calculadas a partir de las trayectorias.

8.6.6 Relacion entre acoplamiento molecular y MM/GBSA

La relacién entre las energias de acoplamiento molecular y las energias MM/GBSA mostr6 una correlacién lineal
alta, con R? = 0.9761 para el conjunto analizado.*® Este resultado respalda el uso de CADMA-Chem como filtro de
priorizacion para AChE, pero no implica que todas las poses de docking se conserven durante la dindmica. Los casos de
dQ815 y dQ829 muestran que una puntuacién inicial favorable puede acompafarse de reacomodos amplios en solvente
explicito. Por ello, el acoplamiento molecular debe interpretarse como una etapa de cribado, mientras que la MD permite

refinar los candidatos mediante movilidad, contactos persistentes y energias MM/GBSA.

8.6.7 Rutas retrosintéticas

Las rutas retrosintéticas de los cinco derivados neutros se estimaron con IBM RXN for Chemistry. Las rutas propuestas
contienen entre dos y cinco etapas, parten de materiales disponibles comercialmente y emplean transformaciones comunes
en sintesis orgdnica, incluyendo oxidacién de Riley, formilacion, esterificacion de Fischer, reduccién de alcoholes,
sintesis de éteres de Williamson, acilacién de Friedel-Crafts y metatesis de olefinas.*®

Los puntajes de confianza sintética (SC) y accesibilidad sintética (SA) fueron: dQ815 (SC = 0.78, SA = 81.38),
dQ829 (SC =0.53, SA =79.60), dQ1356 (SC =0.56, SA = 81.18), dQ1368 (SC = 0.48, SA = 80.04) y dQ2357 (SC = 0.58,
SA = 81.01). En este contexto, dQ1368 no debe describirse como la ruta de mayor confianza, sino como una ruta

plausible de confianza media, con accesibilidad sintética comparable a la de los otros derivados evaluados.
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Glu202

Figura 8.9: Superposicion de la pose inicial de docking con la estructura mas poblada obtenida por dindmica molecular
para los complejos AChE:dQ1356 y AChE:dQ1368. La pose inicial se muestra con carbonos en amarillo. Las
estructuras mas pobladas se muestran con carbonos en cian para dQ1356 y en plata para dQ1368. (a) AChE:dQ1356. (b)
AChE:dQ1368. (c) Superposicion de las estructuras mas pobladas de AChE:donepezilo, AChE:dQ1356 y AChE:dQ1368;
donepezilo se muestra con carbonos en verde.

8.7 Candidatos finales y relaciones estructura-actividad

Los cuatro candidatos finales son dQ829, dQ1368, dQ49 y dQ2357. Todos presentan propiedades favorables dentro de
alguna dimension central del protocolo: perfil multidiana, actividad antioxidante, viabilidad fisicoquimica o refinamiento
dindmico en AChE.

dQ829 (2,3-dihidroxil-quinolina-8-carboxilato de metilo) conserva el mejor S global (4.44). El catecol en posiciones
2,3 favorece la coordinacién con Mg?* en COMT, el sistema aromdtico sostiene contactos con FAD en MAO-B y el
éster en C8 contribuye al reconocimiento en AChE. Sin embargo, la MD muestra que su pose en AChE se reacomoda
ampliamente respecto al docking (~22 A). Por ello, dQ829 debe presentarse como candidato prioritario multidiana, no
como el mejor candidato especifico para AChE.

dQ1368 (3,4-dihidroxil-quinolina-8-carboxilato de metilo) es el candidato prioritario para AChE después del
refinamiento por MD. Entre los derivados neutros evaluados, tuvo la energia MM/GBSA mads favorable (—46.6 £4.7 kcal
mol~!) y un desplazamiento aproximado de 4 A respecto a la pose inicial. Su patrén de unién incluye contactos con
Trp86, Gly122, Tyr337 y Glu202, varios de ellos mediados por agua, ademas de proximidad a la Ser203 catalitica. Asi,
dQ1368 ilustra el valor del refinamiento por MD: no reemplaza al docking, pero permite distinguir candidatos cuya pose
permanece mds coherente dentro del sitio activo.

dQ49 tiene la BDE mds baja del conjunto, por lo que representa el candidato mas relevante desde el punto de vista
HAT. dQ2357 muestra un perfil equilibrado entre reactividad antioxidante y afinidad enzimética, y en AChE presenta

una energia MM/GBSA favorable (—40.6 4.3 kcal mol~!) con menor reacomodo que los derivados 2,3-dihidroxilados.
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Los resultados de quinolina afiaden dos reglas SAR al conjunto de la tesis. Primero, los grupos carbonilicos —CHO
y —COOCH;3; pueden favorecer el reconocimiento en AChE cuando se combinan con un sistema aromético capaz de
establecer contactos m—m con Trp86. Segundo, la posicién del catecol modifica de forma marcada el comportamiento
dindmico: el motivo 2,3 favorece el perfil multidiana de dQ829, mientras que el motivo 3,4 en dQ1368 mejora la
persistencia estructural y la energia MM/GBSA en AChE. La correlacién entre docking y MM/GBSA (R? = 0.9761)
respalda el uso de CADMA-Chem como filtro inicial, pero la MD sigue siendo necesaria para refinar los candidatos

mds prometedores.

8.8 Conclusiones

El protocolo CADMA-Chem exploré 8 536 derivados de quinolina con siete sitios de sustitucion y seis tipos de
grupos funcionales. El filtrado S°/S¥ redujo ese espacio a 25 candidatos. A diferencia de sistemas més pequefios, la
quinolina permitié integrar variaciones amplias de especiacion dcido-base, reactividad antioxidante y reconocimiento
multidiana.

La especiacién dcido-base produjo la mayor heterogeneidad de perfiles del protocolo, incluyendo fracciones neutras,
anidnicas y catiénicas. El mapa eH-DAMA identificé siete derivados con baja IE y baja BDE simultdneas, con desempeiio
favorable frente a las referencias antioxidantes consideradas. El docking frente a tres dianas sefial6 al catecol como
determinante SAR para COMT en un sistema heterociclico, y a los grupos carbonilicos como elementos favorables para
el reconocimiento en AChE.

Las simulaciones de MD no deben interpretarse como una simple confirmacién visual de las poses de docking. Su
contribucién principal fue cuantitativa: la proteina alcanz6 equilibrio estructural después de aproximadamente 100 ns,
los derivados neutros mostraron energias MM/GBSA mads favorables que ACh y dQ1, y dQ1368 fue el candidato més
favorable para AChE entre las quinolinas evaluadas (A Eyn/gpsa = —46.6 £ 4.7 keal mol~1). La correlacién entre
docking y MM/GBSA (R? = 0.9761) respalda el uso de CADMA-Chem como filtro de priorizaci6n, pero no elimina la
necesidad de MD para analizar movilidad, contactos persistentes y efectos de solvente.

Con base en el andlisis integrado, dQ829 queda como candidato prioritario multitarget; dQ1368, como candidato
prioritario para inhibicion de AChE; dQ49, como candidato con mejor perfil HAT; y dQ2357, como candidato equilibrado

entre reactividad antioxidante y reconocimiento enzimatico.
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Abstract: Quinoline has been proposed as a privileged molecular framework in medicinal chemistry.
Although by itself it has very few applications, its derivatives have diverse biological activities. In
this work, 8536 quinoline derivatives, strategically designed using the CADMA-Chem protocol,
are presented. This large chemical space was sampled, analyzed and reduced using selection and
elimination scores that combine their properties of bioavailability, toxicity and manufacturability.
After applying several filters, 25 derivatives were selected to investigate their acid-base, antioxidant
and neuroprotective properties. The antioxidant activity was predicted based on the ionization
potential and bond dissociation energies, parameters directly related to the transfer of hydrogen
atoms and of a single electron, respectively. These two mechanisms are typically involved in the
radical scavenging processes. The antioxidant efficiency was compared with reference compounds,
and the most promising antioxidants were found to be more efficient than Trolox but less efficient than
ascorbate. In addition, based on molecular docking simulations, some derivatives are expected to act
as inhibitors of catechol-O methyltransferase (COMT), acetylcholinesterase (AChE) and monoamine
oxidase type B (MAO-B) enzymes. Some structural insights about the compounds were found to
enhance or decrease the neuroprotection activity. Based on the results, four quinoline derivatives
are proposed as candidates to act as multifunctional antioxidants against Alzheimer’s (AD) and
Parkinson’s (PD) diseases.

Keywords: rational design; quinoline derivatives; antioxidants; neuroprotection; Alzheimer and
Parkinson diseases

1. Introduction

Under oxidative stress (OS) conditions, there is an excess of pro-oxidants that cannot
be counteracted by the antioxidant systems [1]. This triggers a state of chronic OS where
cellular metabolism increases the production of free radicals in general and reactive oxygen
species (ROS) in particular [2-5]. The brain consumes large amounts of oxygen to carry
out its physiological functions, which promotes the production of free radicals. Some
factors make the brain susceptible to ROS attack. For example, the lack of antioxidant
mechanisms, its particularly rich fatty acid composition [6], and the low permeability of
the blood-brain barrier [7-9], which reduces the passage of many antioxidants such as
vitamin E. Consequently, OS has been associated with neurodegenerative diseases such
as Alzheimer’s (AD) and Parkinson’s (PD) diseases, among others [10,11]. OS has been
observed in these diseases, even at early stages, indicating that ROS and other free radicals
could be related to their etiology [12,13].

Several lines of research have implicated OS and free radical damage in the origin
and pathogenesis of AD [12,14-17]. This damage includes energy metabolism and over-
compensation of antioxidant enzymes [17]. Despite the extensive literature regarding
OS in AD, the causes of the increased free radical amounts that initiate such damage re-
main unclear. However, some candidates could be: activated microglia [18], 8-amyloid
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Evaluating Quinolines: Molecular Dynamics Approach to
Assess Their Potential as Acetylcholinesterase Inhibitors for

Alzheimer’s Disease.
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Eduardo Gabriel Guzman-Lépez*,“ Stefano Alcaro,” Annia Galano,* and Tiziana Marino*®

Quinoline represents a promising scaffold for developing
potential drugs because of the wide range of biological and
pharmacological activities that it exhibits. In the present study,
quinoline derivatives obtained from CADMA-Chem docking
protocol were investigated in the mean of molecular dynamics
simulations as potential inhibitors of acetylcholinesterase
enzyme. The examined species can be partitioned between
neutral, dg815 (2,3 dihydroxyl-quinoline-4-carbaldehyde),
dg829 (2,3 dihydroxyl-quinoline-8-carboxylic acid methane
ester), dq1356 (3,4 dihydroxyl-quinoline-6-carbaldehyde),
dq1368 (3,4 dihydroxyl-quinoline-8-carboxylic acid methane
ester) and dq2357 (5,6 dihydroxyl-quinoline-8-carboxylic acid

Introduction

Alzheimer disease (AD) is the most common form of dementia
among the senior population causing cognition detriment and
conduct disorders. It is estimated that every three seconds
someone in the world develops some type of dementia,
currently, about 40 million people suffer from this disorder,
with 7 million new cases reported each year. It is the seventh
leading cause of death worldwide and one of the primary
contributors of disability and dependency in older adults.*™
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methane ester), and deprotonated, dq815_dep, dq829_dep,
dq1356_dep and dq2357_dep. Twelve molecular dynamics
simulations were performed including those of natural acetyl-
choline, of the well-known donepezil inhibitor and of the
founder quinoline chosen as reference. Key intermolecular
interactions were detected and discussed to describe the
different dynamic behavior of all the considered species.
Binding energies calculation from MMPBSA well accounts for
the dynamic behavior observed in the simulation time propos-
ing dq1368 as promising candidate for the inhibition of
acetylcholinesterase. Retrosynthetic route for the production of
the investigated compounds is also proposed.

Women are more affected by this disease, both directly and
indirectly. They have a higher life expectancy, allowing them to
live longer with dementia, and they also provide the majority of
patient care, accounting for just over 70%.' In 2019, AD cost to
the global economy $1.3 trillion, about half of these are
attributable to patient care, which requires an average of
5 hours of care and supervision per day.”

AD is manifested by the loss of memory and other mental
abilities. Two pathological hallmarks of Alzheimer’s disease are
the deposits of extracellular beta-amyloid and intracellular
neurofibrillary tangles. B-amyloid plaques and neurofibrillary
tangles lead to synapse loss and neuronal death, causing
macroscopic atrophy of the affected areas of the brain, usually
from the mesial temporal lobe.”” The mechanism by which B-
amyloid peptide and neurofibrillary tangles cause such damage
is not yet fully understood. Another typical indicator in patients
with AD is the decrease in various neurotransmitters, with
acetylcholine (ACh) being the most important. ACh deficiency
has also been observed in patients with Parkinson’s and other
dementias. The symptoms of any dementia are due to this
cholinergic deficit, which results in neurotransmission failure
and degeneration of neuronal circuits.®'® Finally, another
feature of the disease is the increased oxidative stress in the
neurons, caused by high levels of oxidizing species and by the
accumulation of metals such as copper and iron."""" In short,
AD is considered a multifactorial disease.

Among the therapeutic options available to patients with
AD, the drugs that can act as N-methyl-D-aspartate receptor
(NMDAr) antagonists, such as Mematine,"*'” and novel immu-
notherapeutic ones such as Aducanumab and Lecanemab!s?")
represent two novel options to restore (in some degree at least)

© 2024 The Authors. ChemPhysChem published by Wiley-VCH GmbH
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Conclusiones

El objetivo central de esta tesis fue desarrollar y aplicar una metodologia computacional para el disefio racional
de antioxidantes multifuncionales a partir de estructuras farmacolégicamente activas. El resultado principal de este
trabajo es el protocolo CADMA-Chem, entendido no solo como una secuencia de cdlculos, sino como una estrategia
de decisi6on multiobjetivo que integra criterios de propiedades farmacocinéticas, toxicidad, accesibilidad sintética,
reactividad antioxidante y reconocimiento molecular.

La aplicacion del protocolo a siete andamios estructurales —melatonina, edaravona, dcido ferdlico, 4cido p-cumadrico,
chalcona, rasagilina y quinolina— permitié explorar un espacio quimico amplio y quimicamente diverso. A partir
de mas de 20000 derivados generados, el flujo de trabajo permitié reducir progresivamente la biblioteca hasta un
subconjunto de candidatos priorizados, de los cuales 15 fueron propuestos para sintesis y tres han sido sintetizados a la
fecha de presentacion de esta tesis. Este proceso demuestra que CADMA-Chem funciona como una herramienta de
concentracion del esfuerzo experimental: no sustituye la validacién en laboratorio, pero si ordena el espacio quimico y

permite seleccionar candidatos con un fundamento fisicoquimico y farmacoldgico explicito.

Confirmacion de la hipétesis

La hipétesis de trabajo plante6 que era posible desarrollar una metodologia computacional confiable para modificar
moléculas bioactivas, incorporarles propiedades antioxidantes, preservar los rasgos asociados a su actividad farmacol6-
gica original y generar candidatos con potencial terapéutico multifuncional. Con base en los resultados obtenidos, esta
hipétesis se considera sustentada dentro del alcance in silico de la tesis.

La confirmacién no debe interpretarse como validacién clinica ni como demostracién experimental de eficacia
terapéutica. Su significado es mds preciso: los casos de estudio muestran que una estrategia de modificacion estructural
conservadora, guiada por criterios computacionales, puede producir derivados que mantienen el andamio farmacolégico
de partida y, simultdneamente, incorporan funciones quimicas asociadas con actividad antioxidante, coordinacién
metdlica, reparacion de biomoléculas oxidadas o reconocimiento de dianas terapéuticas. Este comportamiento se observé

de manera consistente en familias quimicas distintas, lo que respalda la generalidad operativa del protocolo.
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La hipétesis también queda apoyada por la integracién de criterios que en principio podrian competir entre si.
La lipofilicidad necesaria para favorecer el acceso al sistema nervioso central, la polaridad requerida para algunas
interacciones enzimaticas o procesos de quelacion, la estabilidad dcido—base, la baja toxicidad estimada y la accesibilidad
sintética no se optimizan de forma independiente. CADMA-Chem permitié identificar candidatos ubicados en la
interseccion de estos criterios, evitando que la seleccién dependiera de una sola propiedad favorable a costa de deteriorar
las demais.

Por tanto, la contribucién central de la tesis no es afirmar que un candidato especifico sea ya un farmaco, sino
demostrar que el disefio de candidatos antioxidantes multifuncionales puede formalizarse como un problema de
optimizaciéon quimica multiobjetivo. En ese sentido, la hipétesis se confirma como una hipétesis metodoldgica:
el protocolo desarrollado permite generar, filtrar y jerarquizar estructuras con un perfil multifuncional coherente

y defendible.

Cumplimiento de los objetivos

El objetivo general se cumplié mediante el desarrollo de una metodologia in silico para el disefio de farmacos
multifuncionales basada en la modificacién sistematica de moléculas bioactivas. La metodologia conserva el marco
estructural principal de los compuestos de partida, incorpora sustituyentes con funcién quimica definida y evalia de
manera secuencial propiedades fisicoquimicas, toxicolégicas, sintéticas, antioxidantes y de interaccién con dianas
terapéuticas.

Respecto al primer objetivo especifico, se establecieron criterios cuantitativos de filtrado mediante la construccion de
un conjunto de referencia de fAirmacos orales empleados en enfermedades neurodegenerativas. A partir de este conjunto
se definieron intervalos de aceptabilidad, criterios de advertencia, apagadores de eliminacién y puntajes de seleccion
que permiten comparar candidatos disefiados contra moléculas farmacolégicamente relevantes.

El segundo objetivo se cumpli6 al identificar combinaciones de grupos funcionales y motivos estructurales capaces
de mejorar el balance entre propiedades farmacocinéticas, seguridad toxicoldgica estimada, accesibilidad sintética y
reactividad antioxidante. En los distintos sistemas estudiados, los resultados muestran que grupos como hidroxilos
fendlicos, catecoles, tioles, carboxilatos, aminas y sistemas arométicos extendidos pueden modificar de forma significativa
los descriptores de reactividad y reconocimiento molecular. Su utilidad, sin embargo, depende del andamio, de la posicion
de sustitucién y de la especiacion dcido—base a pH fisiolégico; por ello, el protocolo no propone reglas universales de
sustitucién, sino criterios de evaluacién dependientes del contexto quimico.

El tercer objetivo se cumplié mediante la evaluacién de candidatos frente a dianas terapéuticas relevantes, princi-

palmente COMT, MAO-B y AChE, usando acoplamiento molecular y, en casos seleccionados, refinamiento mediante
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dindmica molecular. Estos célculos permitieron priorizar complejos con interacciones ligando—proteina consistentes con
los sitios activos de cada enzima, identificar candidatos con comportamiento multidiana y distinguir casos en los que la
afinidad aparente del docking requeria andlisis dindmico adicional.

El cuarto objetivo se cumplio con la identificacién de candidatos lideres en las familias estructurales estudiadas.
La seleccidn final no se bas6 en un Unico criterio, sino en la convergencia de propiedades: perfil farmacocinético y
toxicoldgico aceptable, accesibilidad sintética razonable, reactividad antioxidante favorable, especiacion compatible con
pH fisioldgico e interaccion con dianas terapéuticas. Esta convergencia permitié proponer candidatos para validacion

experimental y, en algunos casos, avanzar hacia su sintesis.

Alcance de la contribucion metodoldgica

Una parte esencial de este trabajo fue convertir criterios que inicialmente se aplicaban de forma dispersa en una
metodologia integrada. La construccién del conjunto de referencia, la definicién de los puntajes S°, Sy Sp, la
separacion entre criterios de seleccion y criterios de eliminacién, la implementacion de diagramas eH-DAMA y
la incorporacién de las dimensiones AOX-I, AOX-II, AOX-III y multidiana constituyen el niicleo metodolégico de
CADMA-Chem.

El protocolo demostré que la evaluacién antioxidante no puede reducirse a una sola dimensién. La depuracién
directa de radicales libres, la inhibicién de la produccién de radical hidroxilo mediada por metales y la reparacion de
blancos bioldgicos oxidados describen aspectos diferentes de la actividad antioxidante. Integrarlas dentro de un mismo
flujo de trabajo permite distinguir candidatos que solo son prometedores por un mecanismo de aquellos que presentan
un perfil antioxidante mds amplio.

También se mostré que la evaluacion multidiana debe tratarse como una capa adicional y no como sustituto de
las demas. Una buena energia de acoplamiento no compensa por si sola un perfil toxicolégico desfavorable, una
especiacion inadecuada o una reactividad antioxidante pobre. De la misma forma, un buen mapa eH-DAMA no garantiza
interaccion efectiva con una diana terapéutica. La fuerza de CADMA-Chem reside precisamente en evitar estas decisiones

unidimensionales.

Limitaciones

Las conclusiones anteriores deben leerse dentro de las limitaciones propias del enfoque computacional. La primera

limitacién es la dependencia de modelos de prediccion, en particular para pK,, toxicidad, accesibilidad sintética y
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afinidad de unién. Estos modelos son ttiles para jerarquizar candidatos, pero su incertidumbre aumenta cuando las
estructuras se alejan del dominio quimico para el que fueron parametrizados o entrenados.

La especiacion dcido—base es especialmente critica porque afecta fracciones molares, estados de carga, descriptores
de reactividad y energias de acoplamiento ponderadas. En derivados con multiples grupos ionizables, la prediccién de
pK, puede modificar de manera sustancial la interpretacion del perfil farmacolégico. Por ello, la mejora de este médulo
representa una de las vias mds importantes para fortalecer el protocolo.

La segunda limitacion es la ausencia de un médulo explicito de metabolismo. Los candidatos se evaluaron como
estructuras quimicas definidas, pero en condiciones bioldgicas pueden sufrir oxidacion, reduccidn, hidrdlisis, conjugacién
o bioactivacién. La incorporacion de predicciones metabdlicas, en particular procesos de fase I y fase II, podria modificar
la jerarquizacidn final de candidatos y debe considerarse en versiones posteriores del protocolo.

La tercera limitacién corresponde a la validacion experimental. Aunque algunos candidatos ya han sido sintetizados,
la actividad antioxidante, la selectividad enzimdtica, la toxicidad celular y la estabilidad metabdlica requieren evaluacién
experimental sistemdtica. En consecuencia, CADMA-Chem debe entenderse como un protocolo de priorizacion racional,

no como una prueba definitiva de eficacia bioldgica.

Cierre

En conjunto, esta tesis muestra que el disefio racional de antioxidantes multifuncionales puede abordarse mediante
una estrategia computacional estructurada, reproducible y quimicamente interpretable. La principal aportacién no es
unicamente la identificacion de moléculas candidatas, sino la formalizacion de un protocolo capaz de generar, filtrar,
comparar y priorizar derivados bajo criterios homogéneos.

CADMA-Chem queda asi establecido como una plataforma metodolégica para explorar el espacio quimico de
moléculas bioactivas modificadas. Su valor reside en que hace explicitos los supuestos de disefio, ordena la toma de
decisiones, permite comparar familias quimicas distintas y sefiala con claridad qué candidatos merecen pasar a etapas
experimentales. Bajo este marco, la hipétesis de la tesis queda sustentada y los objetivos planteados se consideran

cumplidos dentro del alcance computacional definido para este trabajo.
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Perspectivas

Considero que existen varias lineas de investigacion derivadas de este trabajo y se orientan a la consolidacién del

protocolo CADMA-Chem como una herramienta predictiva. Cada uno de los siguientes puntos representa una fase de

expansion metodolégica o experimental con potencial de publicacién independiente:

i)

iii)

iv)

Evaluacion de la competencia cinética frente al oxigeno molecular (O2): Respecto a la AOX-III se debe modelar
la rivalidad entre el antioxidante y el Os por sustratos radicalarios. Dado que la oxigenacién de radicales centrados
en carbono ocurre a velocidades cercanas al limite de difusién, se planea determinar si las constantes de reparacién
(Krepair) de los candidatos son competitivas en entornos normoéxicos (concentraciones fisioldgicas normales de

O») para prevenir la formacion de radicales peroxilo.

Efectos de entorno mediante cdlculos hibridos y dinamica molecular: Se propone transitar hacia metodologias
ONIOM y/o estudios de dindmica molecular para validar las interacciones predichas en el docking. Este enfoque
permitird refinar las energias de unién bajo condiciones de solvatacion explicita y flexibilidad conformacional del

receptor, superando las limitaciones del modelo estético.

Protocolo QM-ORSA aplicado a familias de antioxidantes reportados: Se proyecta la aplicacion sistemdtica para
determinar la cinética de las familias de compuestos ya estudiadas (edaravona, rasagilina, quinolinas y derivados
de 4cidos cindmicos). El objetivo es generar una base de datos comparativa sobre su eficacia en los mecanismos

AOX-I, IT y III bajo un mismo nivel de teoria.

Modelado farmacoforico para la optimizacion de la selectividad enzimatica: Se plantea construir modelos
farmacofdricos detallados para AChE, MAO-B, COMT, XO, SOD y PPAR~. Esta linea busca identificar las
regiones estructurales criticas que gobiernan la especificidad, permitiendo el disefio de derivados con afinidad

multiobjetivo optimizada.

Predictores informacionales y topologicos de reactividad: Se explorard el desarrollo de un indice antioxidante

basado en la teoria de la informacién y potenciales escalares. Esta herramienta busca predecir tendencias en las
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Vi)

vii)

viii)

constantes de velocidad de forma agil, facilitando el escrutinio de grandes bibliotecas de compuestos sin el costo

computacional de la cinética de transicion.

Inclusion de inteligencia artificial: Se propone el uso de herramientas de machine learning para hacer mejores
estimaciones de las constantes de disociacién dcidas (p,) y para ajustar los pesos relativos del puntaje global S° y
multidiana S*. Este enfoque podria permitir establecer correlaciones complejas entre descriptores fisicoquimicos,

estructurales y/o de toxicidad.

Diseiio de farmacos para el sindrome de Rett: Se finalizard la publicacion sobre el disefio de agentes terapéuticos
especificos para el sindrome de Rett. Este caso de estudio servird para demostrar la capacidad de CADMA-Chem
en el abordaje de enfermedades con mecanismos experimentales limitados, consolidando la versatilidad de la

metodologia.

Sintesis y caracterizacion de complejos de coordinacion: Con la colaboracién del grupo del Dr. Eduardo Zamora
(UAM-Iztapalapa) y la Dra. Lena Ruiz (Facultad de Quimica, UNAM), se planea sintetizar y caracterizar los
derivados propuestos para la enfermedad de Rett. Ademds, se busca generar complejos de coordinacidén con
algunos de estos compuestos, explorando su estabilidad y actividad antioxidante potenciadas por la presencia de

iones metalicos.

Validacion experimental de la capacidad antioxidante: Se usarén ensayos estindar como DPPH, ABTS, FRAP
y, potencialmente, ORAC y TRAP, en colaboracion con la Dra. Maria del Carmen Mejia Vazquez (Universidad
Auténoma de Querétaro). Estas pruebas experimentales podrian facilitar el establecer correlaciones directas entre

predicciones tedricas y actividad antioxidante en compuestos polisustituidos.

En sintesis, se busca transformar el protocolo CADMA-Chem en un flujo de trabajo que integre el rigor de la quimica

tedrica con la agilidad de la quimioinformética. Al evitar la sobresimplificacion pero facilitar la implementacién de la

metodologia, se pretende allanar el camino hacia el desarrollo de firmacos multifuncionales con un impacto relevante y

medible en la terapéutica de enfermedades complejas; una ambicién que, si bien idealista, refleja el propdsito de la

investigacidn cientifica de avanzar hacia soluciones terapéuticas mds efectivas y universalmente accesibles.



145

Bibliografia

(D
2)

3
4
(&)
(6)
)
®)

(©))
(10)

1D

12)
(13)
(14)
(15)

(16)

a7
(18)
19)
(20)

2
(22)
(23)
(24)

(25)

(26)

27

Crimmins, E. M. The Gerontologist 2015, 55, 901-911.

World Population Prospects 2022: Summary of Results; Technical Report UN DESA/POP/2022/TR/NO3,
Accessed: 2024-06-23; United Nations, New York, 10017, USA: United Nations Department of Economic
y Social Affairs, Population Division, 2022.

GBD 2019 Dementia Forecasting Collaborators The Lancet Public Health 2022, 7, e105-e125.
GBD 2016 Parkinson’s Disease Collaborators The Lancet Neurology 2018, 17, 939-953.

GBD 2021 Parkinson’s Disease Collaborators The Lancet Neurology 2023, 22, 1022-1043.
Plan Nacional de Demencias en México; Alzheimer’s Disease International, 2024.

Garmany, A.; Yamada, S. y Terzic, A. NPJ Regen Med 2021, 6, 57.

Villavicencio, F.; Bergeron-Boucher, M.-P. y Vaupel, J. W. Proc Natl Acad Sci U S A 2021, 118, DOI: 10.1073/
pnas.2115544118.

Demer, L. L. y Tintut, Y. Trends in Endocrinology & Metabolism 2019, 30, 646-657.

Guerra, J. V. S.; Dias, M. M. G.; Brilhante, A. J. V. C.; Terra, M. F.; Garcia-Arévalo, M. y Figueira, A. C. M.
Nutrients 2021, 13, DOI: 10.3390/nu13082830.

Allen, C.; Waters, E.; Hamilton, J.; Vu, M.; Gabriel, J. y Roberts, M. Journal of Health Psychology 2022, 27,
Publisher Copyright: © The Author(s) 2021., 2463-2477.

Malik, S. S.; Batool, R.; Masood, N. y Yasmin, A. Current Problems in Cancer 2018, 42, 337-343.
Nazarian, A.; Arbeev, K. G.; Yashkin, A. P. y Kulminski, A. M. Journal of Applied Genetics 2022, 63, 315-325.
Rajpert-De Meyts, E. y Skotheim, R. I. European urology 2018, 73, 832-833.

Wan, M.-L.; Wang, Y.; Zeng, Z.; Deng, B.; Zhu, B.-s.; Cao, T.; Li, Y.-k.; Xiao, J.; Han, Q. y Wu, Q. Bioscience
Reports 2020, 40, BSR20200265.

Zabaleta, J. en Cancer Epigenetics: Methods and Protocols, Dumitrescu, R. G. y Verma, M., eds.; Humana
Press: Totowa, NJ, 2012, pags. 411-435.

Bashir, A.; Duseja, A.; De, A.; Mehta, M. y Tiwari, P. Liver Research 2022, 6, 72-83.
Kong, W.-J.; Vernieri, C.; Foiani, M. y Jiang, J.-D. Pharmacology & Therapeutics 2020, 209, 107496.
Pant, D. C.; Aguilera-Albesa, S. y Pujol, A. Neurobiology of Disease 2020, 143, 105014.

Arrigoni, C.; Lopa, S.; Candrian, C. y Moretti, M. Current Opinion in Biotechnology 2020, 63, Nanobiotechno-

logy
ensuremath
bullet Systems Biology, 79-88.

Albers, J. A.; Chand, P. y Anch, A. M. Sleep Medicine 2017, 35, 41-48.
Armstrong, M. J. y Okun, M. S. JAMA 2020, 323, 548-560.
Brocardo, P. S. y Gil-Mohapel, J. Brain Research Journal 2013, 6, Cited by: 0, 1-30.

Dhakal, S.; Kushairi, N.; Phan, C. W.; Adhikari, B.; Sabaratnam, V. y Macreadie, 1. International Journal of
Molecular Sciences 2019, 20, DOI: 10.3390/1jms20205090.

Galea, E.; Launay, N.; Portero-Otin, M.; Ruiz, M.; Pamplona, R.; Aubourg, P.; Ferrer, 1. y Pujol, A. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease 2012, 1822, Metabolic Functions and Biogenesis of
Peroxisomes in Health and Disease, 1475-1488.

Jost, W. H. en NeuroPsychopharmacotherapy, Riederer, P., Laux, G., Nagatsu, T., Le, W. y Riederer, C., eds.;
Springer International Publishing: Cham, 2022, pags. 2871-2889.

Kaur, R.; Mehan, S. y Singh, S. Neurological Sciences 2019, 40, 13-23.


https://doi.org/10.1073/pnas.2115544118
https://doi.org/10.1073/pnas.2115544118
https://doi.org/10.3390/nu13082830
https://doi.org/10.3390/ijms20205090

146

BIBLIOGRAFIA

(28)

(29)
(30)
€1y
(32)
(33)

(34)

(35)

(36)

(37)
(38)
(39)

(40)
(41)
(42)
(43)

(44)

(45)
(46)

(47)
(48)
(49)

(50)
(5D
(52)
(53)
(54)

(55)
(56)
(57)

(58)

Kawabata, K. y Katsuno, M. en NeuroPsychopharmacotherapy, Riederer, P., Laux, G., Nagatsu, T., Le, W.
y Riederer, C., eds.; Springer International Publishing: Cham, 2022, pdgs. 3333-3340.

Kidd, P. M. Altern Med Rev 2000, 5, 502-529.

Obeso, J. et al. Movement Disorders 2017, 32, 1264-1310.

Shamsuzzama; Kumar, L.; Haque, R. y Nazir, A. Molecular Neurobiology 2016, 53, 2787-2793.
Toprak, I.; Fenkci, S. M.; Fidan Yaylali, G.; Martin, C. y Yaylali, V. Eye 2020, 34, 1100-1107.

Uddin, M. S.; Al Mamun, A.; Rahman, M. A.; Behl, T.; Perveen, A.; Hafeez, A.; Bin-Jumah, M. N.; Abdel-Daim,
M. M. y Ashraf, G. M. Curr Top Med Chem 2020, 20, 2380-2390.

Uddin, M. S.; Al Mamun, A.; Kabir, M. T.; Ashraf, G. M.; Bin-Jumah, M. N. y Abdel-Daim, M. M. Molecular
Neurobiology 2021, 58, 281-303.

Behl, T.; Makkar, R.; Sehgal, A.; Singh, S.; Sharma, N.; Zengin, G.; Bungau, S.; Andronie-Cioara, F. L.;
Munteanu, M. A.; Brisc, M. C.; Uivarosan, D. y Brisc, C. International Journal of Molecular Sciences 2021,
22, DOI: 10.3390/1jms22147432

Deuschl, G.; Beghi, E.; Fazekas, F.; Varga, T.; Christoforidi, K. A.; Sipido, E.; Bassetti, C. L.; Vos, T. y Feigin, V. L.
The Lancet Public Health 2020, 5, e551-e567.

Ehrenberg, A. J. et al. Alzheimer’s Research & Therapy 2020, 12, 56.
Alzheimer’s & Dementia 2022, 18, 700-789.

Secretaria-de-Salud Enfermedad de Alzheimer, demencia mas comtin que afecta a personas adultas mayores
https://www.gob.mx/salud/prensa/397-enfermedad-de-alzheimer-demencia-mas-comun-que-afecta-a-
personas-adultas-mayores.

Savelieff, M. G.; Nam, G.; Kang, J.; Lee, H. J.; Lee, M. y Lim, M. H. Chemical Reviews 2019, 119, 1221-1322.
Zigba, A.; Stepnicki, P.; Matosiuk, D. y Kaczor, A. A. Expert Opin. Drug Discov. 2022, 17, 673-683.
Galano, A.; Guzman-Lépez, E. G. y Reiter, R. J. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 11584.

Guzman-Lopez, E. G.; Reina, M.; Perez-Gonzalez, A.; Francisco-Marquez, M.; Hernandez-Ayala, L. F.;
Castaiieda-Arriaga, R. y Galano, A. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13246.

Guzman-Lopez, E. G.; Reina, M.; Hernandez-Ayala, L. F. y Galano, A. Rational design of multifunctional
ferulic acid derivatives aimed for Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, Departamento de Quimica, Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa, Av. Ferrocarril San Rafael Atlixco 186, Col. Leyes de Reforma 1A Seccidn,
Alcaldia Iztapalapa, Mexico City 09310, Mexico.; Departamento de Quimica Inorgdnica y Nuclear, Facultad de
Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico City 04510, Mexico., 2023.

Hernandez-Ayala, L. F.; Guzman-Lépez, E. G. y Galano, A. Antioxidants (Basel) 2023, 12, 1853.

Hernéndez-Ayala, L. F.; Guzmén-Lépez, E. G.; Pérez-Gonzélez, A.; Reina, M. y Galano, A. J. Mex. Chem. Soc.
2024, 68, 888-969.

Pérez-Gonzdlez, A.; Castafieda-Arriaga, R.; Guzman-Lopez, E. G.; Herndndez-Ayala, L. F. y Galano, A. ACS
Omega 2022, 7, 38254-38268.

Prejano, M.; Romeo, L.; Felipe Herndndez-Ayala, L.; Gabriel Guzman-Lépez, E.; Alcaro, S.; Galano, A. y Marino,
T. ChemPhysChem 20285, 26, €202400653.

Reina, M.; Guzméan-Lépez, E. G.; Romeo, I.; Marino, T.; Russo, N. y Galano, A. New Journal of Chemistry
2021, 45, 14369-14380.

Reina, M.; Guzman-Lopez, E. G. y Galano, A. International Journal of Quantum Chemistry 2023, 123, e27011.
Reina, M. et al. J. Chem. Educ. 2024, 101, 1024-1035.

Halliwell, B. Journal of Neurochemistry 2006, 97, 1634-1658.

Droge, W. Physiological Reviews 2002, 82, 47-95.

Evidence of oxidative stress in Alzheimer’s disease brain and antioxidant therapy: Lights and shadows, vol. 1147,
2008, pags. 70-78.

Schapira, A. H. The Lancet Neurology 2008, 7, 97-1009.
Lev, N.; Ickowicz, D.; Melamed, E. y Offen, D. NeuroToxicology 2008, 29, 397-405.

Gandhi, S.; Wood-Kaczmar, A.; Yao, Z.; Plun-Favreau, H.; Deas, E.; Klupsch, K.; Downward, J.; Latchman, D. S.;
Tabrizi, S. J.; Wood, N. W.; Duchen, M. R. y Abramov, A. Y. Molecular Cell 2009, 33, 627-638.

Cavalli, A.; Bolognesi, M. L.; Minarini, A.; Rosini, M.; Tumiatti, V.; Recanatini, M. y Melchiorre, C. Journal of
Medicinal Chemistry 2008, 51, 347-372.


https://doi.org/10.3390/ijms22147432
https://www.gob.mx/salud/prensa/397-enfermedad-de-alzheimer-demencia-mas-comun-que-afecta-a-personas-adultas-mayores
https://www.gob.mx/salud/prensa/397-enfermedad-de-alzheimer-demencia-mas-comun-que-afecta-a-personas-adultas-mayores

147

BIBLIOGRAFIA

(59)
(60)
(61)

(62)
(63)
(64)
(65)
(66)
(67)
(68)
(69)
(70)

(71)
(72)
(73)

(74)
(75)

(76)
(77
(78)

(79)
(80)
81)
(82)

(83)
(84)

(85)

(86)

87)
(88)
(89)
(90)
oD
92)

Chopade, P.; Chopade, N.; Zhao, Z.; Mitragotri, S.; Liao, R. y Chandran Suja, V. Bioengineering and Transla-
tional Medicine 2023, 8, DOI: 10.1002/btm2.10367.

Marucci, G.; Buccioni, M.; Ben, D. D.; Lambertucci, C.; Volpini, R. y Amenta, F. Neuropharmacology 2021,
190, 108352.

Moreta, M. P. .-.; Burgos-Alonso, N.; Torrecilla, M.; Marco-Contelles, J. y Bruzos-Cidén, C. Biomedicines
2021, 9, DOI: 10.3390/biomedicines9111689.

Muller, T. Drugs 2015, 75, 157-174.

Nakamagoe, K.; Tsuji, H.; Ishii, K. y Tamaoka, A. Neurol. Sci. 2021, 42, 4813-4814.

Fabbri, M.; Ferreira, J. J. y Rascol, O. CNS Drugs 2022, 36, 261-282.

St. Onge, E.; Vanderhoof, M. y Miller, S. Annals of Pharmacotherapy 2020, 55, 1159-1166.
Finberg, J. P. M. J. Neural Transm. (Vienna) 2019, 126, 433-448.

Jost, W. H. Journal of Neural Transmission 2022, 129, 723-736.

Ozdemir, Z.; Alagdz, M. A.; Bahcecioglu, O. F. y Gk, S. Curr. Med. Chem. 2021, 28, 6045-6065.
Parambi, D. G. T. Comb. Chem. High Throughput Screen. 2020, 23, 847-861.

Rivas, F.; Poblete-Aro, C.; Pando, M. E.; Allel, M. J.; Fernandez, V.; Soto, A.; Nova, P. y Garcia-Diaz, D.
Current Medicinal Chemistry 2022, 29, 1045-1060.

Maan, G.; Sikdar, B.; Kumar, A.; Shukla, R. y Mishra, A. Curr. Top. Med. Chem. 2020, 20, 1169-1194.
Rana, K. y Gautam, P. International Journal of Pharmaceutical Quality Assurance 2022, 13, 77-82.

Caruso, L.; Nadur, N. F.; da Fonseca, M. B.; Peixoto Ferreira, L. d. A.; Lacerda, R. B.; Graebin, C. S. y Kiimmerle,
A. E. Curr. Top. Med. Chem. 2022, 22, 366-394.

Catto, M.; Trisciuzzi, D.; Alberga, D.; Mangiatordi, G. F. y Nicolotti, O. en Methods in Pharmacology and
Toxicology; Methods in pharmacology and toxicology; Springer New York: New York, N, 2018, pags. 93-105.

De Freitas Silva, M.; Dias, K. S. T.; Gontijo, V. S.; Ortiz, C. J. C. y Viegas Claudio, J. Curr. Med. Chem. 2018,
25, 3491-3525.

Dias, K. S. T. et al. Eur. J. Med. Chem. 2017, 130, 440-457.
Dias, K. S. T. y Viegas Claudio, J. Curr. Neuropharmacol. 2014, 12, 239-255.

Fu, Y.; Mu, Y.; Lei, H.; Wang, P.; Li, X.; Leng, Q.; Han, L.; Qu, X.; Wang, Z. y Huang, X. Molecules 2016, 21,
1338.

Gontijo, V. S.; Viegas, F. P. D.; Ortiz, C. J. C.; de Freitas Silva, M.; Damasio, C. M.; Rosa, M. C.; Campos, T. G.;
Couto, D. S.; Tranches Dias, K. S. y Viegas, C. Curr. Neuropharmacol. 2020, 18, 348-407.

Halder, A. K.; Moura, A. S. y Cordeiro, M. N. D. S. en Methods in Pharmacology and Toxicology; Methods in
pharmacology and toxicology; Springer New York: New York, NY, 2018, pags. 155-186.

Ivasiv, V.; Albertini, C.; Gongalves, A. E.; Rossi, M. y Bolognesi, M. L. Curr. Top. Med. Chem. 2019, 19,
1694-1711.

Katselou, M. G.; Matralis, A. N. y Kourounakis, A. P. Multi-Target Drug Design Approaches for Multifactorial
Diseases: From Neurodegenerative to Cardiovascular Applications, 2014.

Kumar, A.; Tiwari, A. y Sharma, A. Curr. Neuropharmacol. 2018, 16, 726-739.

Li, Y.; Qiang, X.; Luo, L.; Yang, X.; Xiao, G.; Zheng, Y.; Cao, Z.; Sang, Z.; Su, F. y Deng, Y. Bioorg. Med.
Chem. 2017, 25, 714-726.

Ortiz, C. J. C.; de Freitas Silva, M.; Gontijo, V. S.; Viegas, F. P. D.; Dias, K. S. T. y Viegas Claudio, J. en
Methods in Pharmacology and Toxicology; Methods in pharmacology and toxicology; Springer New York: New
York, NY, 2018, pags. 255-351.

Simoni, E.; Bartolini, M.; Abu, 1. F.; Blockley, A.; Gotti, C.; Bottegoni, G.; Caporaso, R.; Bergamini, C.;
Andrisano, V.; Cavalli, A.; Mellor, I. R.; Minarini, A. y Rosini, M. Future Med. Chem. 2017, 9, 953-963.

Tian, S.; Huang, Z.; Meng, Q. y Liu, Z. Mini Rev. Med. Chem. 2021, 21, 2039-2064.
Muegge, 1.; Heald, S. L. y Brittelli, D. Journal of Medicinal Chemistry 2001, 44, 1841-1846.
Kochev, N.; Avramova, S.; Angelov, P. y Jeliazkova, N. Org. Chem. Ind. J. 2018, 14, 123.
Martin, T. Toxicity Estimation Software Tool (TEST), Washington, DC, USA, 2016.

Rogers, D. y Hahn, M. Journal of Chemical Information and Modeling 2010, 50, 742-754.
Bajusz, D.; Racz, A. y Héberger, K. Journal of Cheminformatics 2015, 7, 20.


https://doi.org/10.1002/btm2.10367
https://doi.org/10.3390/biomedicines9111689

148

BIBLIOGRAFIA

93)
(94)
95)
(96)

7)
(98)
99)

(100)
(101)
(102)
(103)
(104)
(105)
(106)

(107)

(108)
(109)
(110)
(111)

(112)
(113)
(114)

(115)
(116)
(117)
(118)

(119)

(120)
(121)
(122)

(123)
(124)

(125)
(126)

127)

(128)

Bellman, R. E., Dynamic Programming; Princeton University Press: Princeton, NJ, 1957.
Van der Maaten, L. J. P. e Hinton, G. E. Journal of Machine Learning Research 2008, 9, 2579-2605.
Mclnnes, L.; Healy, J. y Melville, J. arXiv preprint 2018.

Ruiz-Moreno, A. J.; Cedillo-Gonzélez, R.; Cordova-Bahena, L.; An, Z.; Medina-Franco, J. y Velasco-Veldzquez,
M. A. Journal of Chemical Information and Modeling 2024, 64, 1984-1995.

Riniker, S. y Landrum, G. A. Journal of Chemical Information and Modeling 2015, 55, 2562-2574.
Millam, R. D. T. A. K. J. M. GaussView Version 6, 2019.

Pracht, P.; Grimme, S.; Bannwarth, C.; Bohle, F.; Ehlert, S.; Feldmann, G.; Gorges, J.; Miiller, M.; Neudecker, T.;
Plett, C.; Spicher, S.; Steinbach, P.; Wesotowski, P. A. y Zeller, F. The Journal of Chemical Physics 2024, 160,
114110.

Pracht, P.; Bohle, F. y Grimme, S. Physical Chemistry Chemical Physics 2020, 22, 7169-7192.
Bannwarth, C.; Ehlert, S. y Grimme, S. J. Chem. Theory Comput. 2019, 15, 1652-1671.

The ORCA program system, https://doi.org/10.1002/wcms.81, 2012.

Frisch, M. J. et al. Gaussian 16 Rev. C.01, Wallingford, CT Gaussian 16, 2016.

Zhao, Y.; Schultz, N. E. y Truhlar, D. G. Journal of Chemical Theory and Computation 2006, 2, 364-382.
Marenich, A. V.; Cramer, C. J. y Truhlar, D. G. Journal of Physical Chemistry B 2009, 113, 6378-6396.

Pérez-Gonzilez, A.; Castafieda-Arriaga, R.; Verastegui, B.; Carre6n-Gonzdlez, M.; Alvarez-Idaboy, J. R.
y Galano, A. Theor. Chem. Acc. 2018, 137, DOI: 10.1007/s00214-017-2179-7.

Galano, A.; Pérez-Gonzdlez, A.; Castafieda-Arriaga, R.; Mufioz-Rugeles, L.; Mendoza-Sarmiento, G.; Romero-
Silva, A.; Ibarra-Escutia, A.; Rebollar-Zepeda, A. M.; Leén-Carmona, J. R.; Herndndez-Olivares, M. A. y Alvarez-
Idaboy, J. R. J. Chem. Inf. Model. 2016, 56, 1714-1724.

Galano, A. y Alvarez-Idaboy, J. R. J. Comput. Chem. 2013, 34, 2430-2445.
Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W. y Feeney, P. J. Advanced Drug Delivery Reviews 2012, 64, 4-17.
Ghose, A. K.; Viswanadhan, V. N. y Wendoloski, J. J. Journal of Combinatorial Chemistry 1999, 1, 55-68.

Veber, D. F.; Johnson, S. R.; Cheng, H. .-.; Smith, B. R.; Ward, K. W. y Kopple, K. D. Journal of Medicinal
Chemistry 2002, 45, 2615-2623.

Walters, W. P. y Namchuk, M. Nature Reviews Drug Discovery 2003, 2, 259-266.
Egan, W. J.; Merz Jr., K. M. y Baldwin, J. J. Journal of Medicinal Chemistry 2000, 43, 3867-3877.

Kelder, J.; Grootenhuis, P. D. J.; Bayada, D. M.; Delbressine, L. P. C. y Ploemen, J.-P. Pharmaceutical Research
1999, /16, 1514-1519.

DrugBank Melatonin https://go.drugbank.com/drugs/DB01065.
Watanabe, T.; Tahara, M. y Todo, S. Cardiovascular Therapeutics 2008, 26, 101-114.
DrugBank Edaravone https://go.drugbank.com/drugs/DB12243.

Li, H.; Xu, K.; Wang, Y.; Zhang, H.; Li, T.; Meng, L.; Gong, X.; Zhang, H.; Ou, N. y Ruan, J. Drugs in R and D
2012, 12, 65-70.

Kawai, H.; Nakai, H.; Suga, M.; Yuki, S.; Watanabe, T. y Saito, K.-1. The Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 1997, 281, 921-927.

Ono, S.; Okazaki, K.; Sakurai, M. e Inoue, Y. Journal of Physical Chemistry A 1997, 101, 3769-3775.
Watanabe, K.; Morinaka, Y.; Iseki, K.; Watanabe, T.; Yuki, S. y Nishi, H. Redox Report 2003, 8, 151-155.

Itagaki, S.; Kurokawa, T.; Nakata, C.; Saito, Y.; Oikawa, S.; Kobayashi, M.; Hirano, T. e Iseki, K. Food Chemistry
2009, 114, 466-471.

Sahu, R.; Dua, T. K.; Das, S.; De Feo, V. y Dewanjee, S. Food and Chemical Toxicology 2019, 125, 503-519.

Sanchez-Medina, A.; Redondo-Puente, M.; Dupak, R.; Bravo-Clemente, L.; Goya, L. y Sarrid, B. International
Journal of Molecular Sciences 2023, 24, 1440.

Kumar, N. y Pruthi, V. Biotechnology Reports 2014, 4, 86-93.

Yener, 1.; Kocakaya, S. O.; Ertas, A.; Erhan, B.; Kaplaner, E.; Oral, E. V.; Yilmaz-Ozden, T.; Yilmaz, M. A_;
Ozturk, M. y Kolak, U. Food Chemistry 2020, 327, 127045.

Subedi, L.; Lee, S. E.; Madiha, S.; Gaire, B. P.; Jin, M.; Yumnam, S. y Kim, S. Y. International Journal of
Molecular Sciences 2020, 21, 764.

Pyatha, S.; Kim, H.; Lee, D. y Kim, K. Antioxidants 2022, 11, 2467.


https://doi.org/10.1007/s00214-017-2179-7
https://go.drugbank.com/drugs/DB01065
https://go.drugbank.com/drugs/DB12243

149

BIBLIOGRAFIA

(129)

(130)
(131)

(132)
(133)
(134)
(135)

(136)
(137)

(138)
(139)

(140)
(141)

(142)

(143)
(144)

(145)

(146)
(147)
(148)
(149)

(150)

(151)
(152)

(153)
(154)

(155)
(156)

(157)
(158)
(159)

(160)
(161)

Callcott, E. T.; Blanchard, C. L.; Oli, P. y Santhakumar, A. B. Molecular Nutrition & Food Research 2018, 62,
1800840.

Sharma, S. y Naura, A. S. Biochemical Pharmacology 2020, 173, 113790.

Laurindo, L. F.; de Maio, M. C.; Minniti, G.; de Gées Corréa, N.; Barbalho, S. M.; Quesada, K.; Guiguer, E. L.;
Sloan, K. P.; Detregiachi, C. R. P.; Aratijo, A. C. y de Alvares Goulart, R. Metabolites 2023, 13, 243.

Liu, Y.; Chen, Z.; Li, A.; Liu, R.; Yang, H. y Xia, X. Frontiers in Oncology 2022, 12, 936054.
Xu, T. y Lu, B. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 2019, 59, 882-892.
Katsinas, N.; Rodriguez-Rojo, S. y Enriquez-De-salamanca, A. Antioxidants 2021, 10, 1150.

Rahman, M. A.; Rahman, M. H.; Biswas, P.; Hossain, M. S.; Islam, R.; Hannan, M. A.; Uddin, M. J. y Rhim, H.
Antioxidants 2021, 10, 23.

Chen, X.; Wang, Y.; Chen, D.; Yu, B. y Huang, Z. Animal Biotechnology 2022, 33, 356-361.

Gabbia, D.; Carpi, S.; Sarcognato, S.; Zanotto, I.; Sayaf, K.; Colognesi, M.; Polini, B.; Digiacomo, M.; Macchia,
M.; Nieri, P.; Carrara, M.; Cazzagon, N.; Russo, F. P.; Guido, M. y De Martin, S. Biomedicine & Pharmacotherapy
2023, 157, 114014.

Hanafy, D. M.; Burrows, G. E.; Prenzler, P. D. e Hill, R. A. Antioxidants 2020, 9, 631.

Horbury, M. D.; Baker, L. A.; Quan, W. D.; Greenough, S. E. y Stavros, V. G. Physical Chemistry Chemical
Physics 2016, 18, 17691-17697.

Han, H.; Dye, L. y Mackie, A. Food Research International 2023, 164, 112371.

Zahedipour, F.; Hosseini, S.; Henney, N.; Barreto, G. y Sahebkar, A. Neural Regeneration Research 2022, 17,
1675-1684.

Ramli, L.; Posadino, A. M.; Zerizer, S.; Spissu, Y.; Barberis, A.; Djeghim, H.; Azara, E.; Bensouici, C.;
Kabouche, Z.; Rebbas, K.; D’Hallewin, G.; Sechi, L. A. y Pintus, G. Journal of Ethnopharmacology 2023, 300,
115722.

Lion, Q.; Pichette, A.; Mihoub, M.; Mshvildadze, V. y Legault, J. Molecules 2021, 26, 4458.

Barakat, A. Z.; Bassuiny, R. I.; Abdel-Aty, A. M. y Mohamed, S. A. Journal of Food Biochemistry 2020, 44,
el341e6.

Rampelotto, C. R.; Pereira, V. G.; da Silva Silveira, L.; Rossato, A.; Machado, A. K.; Sagrillo, M. R.; Giindel, A.;
Burger, M. E.; Schaffazick, S. R. y de Bona da Silva, C. Toxicology in Vitro 2022, 78, 105259.

Hu, J.; Tong, C.; Zhou, J.; Gao, C. y Olatunji, O. J. Chemistry & Biodiversity 2022, 19, €202200053.
Islam, S. U.; Ahmed, M. B.; Ahsan, H. y Lee, Y. S. Antioxidants 2021, 10, 784.
Ganesan, K.; Quiles, J. L.; Daglia, M.; Xiao, J. y Xu, B. Food Frontiers 2021, 2, 357-382.

Leén-Carmona, J. R.; Alvarez-Idaboy, J. R. y Galano, A. Physical Chemistry Chemical Physics 2012, 14,
12534-12543.

Pérez-Gonzilez, A.; Castafieda-Arriaga, R.; Guzman-Lépez, E. G.; Herndndez-Ayala, L. F. y Galano, A. ACS
Omega 2022, 7, 38254-38268.

Bashary, R. y Khatik, G. L. Bioorganic Chemistry 2019, 82, 156-162.

Rezk, B. M.; Haenen, G. R. M. M.; van der Vijgh, W.J. F. y Bast, A. Biochemical and Biophysical Research
Communications 2002, 295, 9-13.

Kumar, C. S. C.; Loh, W.-S.; Ooi, C. W.; Quah, C. K. y Fun, H.-K. Molecules 2013, 18, 11996-12011.

Bandgar, B. P.; Gawande, S. S.; Bodade, R. G.; Gawande, N. M. y Khobragade, C. N. Bioorganic & Medicinal
Chemistry 2009, 17, 8168-8173.

Doan, T. N. y Tran, D. T. Pharmacology & Pharmacy 2011, 02, 282-288.

Yadav, D. K.; Sharma, P.; Khan, F.; Dhingra, N.; Yadav, R. y Yadav, M. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry
2021, 21, 2257-2271.

Meanwell, N. A. Journal of Medicinal Chemistry 2011, 54, 2529-2591.
Cuevas, G., Introduccion a la Quimica computacional; Fondo de cultura econdémica: 2003, pag. 172.

Kotos, W. en Perspectives in Quantum Chemistry: Plenary Lectures Presented at the Sixth International Congress
on Quantum Chemistry Held in Jerusalem, Israel, August 22-25 1988, Jortner, J. y Pullman, B., eds.; Springer
Netherlands: Dordrecht, 1989, pags. 145-159.

Schrodinger, E. Annalen der Physik 1926, 384, 489-527.
Schrodinger, E. Annalen der Physik 1926, 384, 361-376.



150

BIBLIOGRAFIA

(162)
(163)

(164)
(165)
(166)
(167)
(168)

(169)
(170)
(171)
(172)

(173)

Heisenberg, W. Zeitschrift fiir Physik 1925, 33, 879-893.

Szabo, A. y Ostulund, N., Modern Quantum Chemistry: Introduction to Advanced Electronic Structure Theory;
Dover: 1996.

Bohm, D. Phys. Rev. 1952, 85, 166-179.

Messiah, A., Quantum Mechanics; Dover Publications: 1961.

Bunker, P. R. y Jensen, P., Fundamentals of Molecular Symmetry; Institute of Physics Publishing: 2005.
Noether, E., Collected Papers; Springer-Verlag: 1983.

Garza Olguin, J., Quimica Cuantica Aplicada a Sistemas Finitos: Uso de la funcién de onda; Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalpa: CBI Departamento de Quimica, Universidad Auténoma Metropolitana-
Iztapalpa, 2014, pags. 5114-5117.

Roux, B. y Simonson, T. Biophysical Chemistry 1999, 78, 1-20.
Cramer, C. y Truhlar, D. Chemical Reviews 1999, 99, 2161-2200.
Tomasi, J. y Persico, M. Chemical Reviews 1994, 94, 2027-2094.

Castafieda-Arriaga, R.; Pérez-Gonzélez, A.; Reina, M.; Alvarez-Idaboy, J. R. y Galano, A. The Journal of
Physical Chemistry B 2018, 122, PMID: 29771524, 6198-6214.

Castafieda-Arriaga, R. y Galano, A. Chemical Research in Toxicology 2017, 30, PMID: 28475314, 1286-1301.



Apéndice A

151

Criterios adicionales de diseno

En este apéndice se detallan los criterios que sustentan la modificacion estructural de los andamios estudiados. La
integracion de estos criterios en la generacién de bibliotecas se describen en el Capitulo 1 y en el Capitulo ??.

A.1 Funcién quimica de los sustituyentes considerados

La Tabla A.1 resume la funcién quimica asignada a los grupos empleados en la generacién de derivados.

Tabla A.1: Funcién quimica de los sustituyentes considerados en la generacion de derivados.

Sustituyente

Funcién esperada

Uso dentro del disefio

-OH
—-SH

—NH;

-COOH
-CHO
—OCH3
—COOCH;

—CF;

FyCl

—N(CH3)(CH,CH3)

Donador/aceptor de puente de hidrégeno; po-
sible sitio de transferencia de H.

Donador de H con enlace X—H mads débil que
O-H; sitio blando de coordinacion.
Donador/aceptor de puente de hidrégeno; cen-
tro basico susceptible de protonacién.

Grupo 4cido; sitio de coordinacién; incremen-
ta TPSA y capacidad de interaccién polar.
Aceptor de puente de hidrégeno; grupo
electron-atractor.

Aceptor de puente de hidrégeno; grupo lipo-
filico moderado y donador por resonancia.
Ester neutro; aceptor de puente de hidrégeno;
aumenta volumen vy lipofilia.

Grupo lipofilico y electron-atractor.

Sustituyentes halogenados; modifican lipofi-
lia, volumen y densidad electrénica.
Amina terciaria; centro bdsico protonable.

Favorecer rutas HAT/f-HAT, modular polari-
dad y generar puntos de interaccion.
Explorar aumento de reactividad radicalaria
y coordinacién con metales redox.

Ajustar el estado dcido—base, introducir inter-
acciones polares y modificar la distribucién
de especies a pH fisiolégico.

Evaluar especies ionizadas, quelacién y cam-
bios en solubilidad/permeabilidad.

Modular la densidad electrénica del andamio
y explorar cambios en reactividad.

Ajustar logP, reconocimiento molecular y
disponibilidad de pares electrénicos.
Atenuar acidez, modificar permeabilidad y
explorar bioisosteros neutros de 4cidos.
Incrementar estabilidad metabdlica, modu-
lar acidez/basicidad y modificar distribucién
electrénica.

Explorar efectos inductivos, ocupacién de ca-
vidades hidrofébicas y resistencia metabdlica.
Introducir carga positiva parcial o formal
segliin pH, favorecer interacciones electros-
tdticas y ajustar permeabilidad.
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A.2 Sustituciones bioisostéricas

El bioisosterismo se emplea como estrategia para modificar posiciones funcionales del andamio principal. El
reemplazo se consideré aceptable solo si preservaba la conectividad del sistema y aportaba alguna ventaja evaluable en

términos de reactividad, propiedades ADME/Tox, accesibilidad sintética o interaccién con dianas terapéuticas. >’
Tabla A.2: Criterios bioisostéricos aplicables a los derivados estudiados.
Criterio Reemplazo o modificacién Propiedad que se buscé modular
Halogenacién Sustitucién por F, Cl o —CFs. Lipofilia, estabilidad metabdlica, volu-

men estérico y efectos inductivos.
Intercambio de heterodtomos Introduccién de —OH, —SH o —NH; en  Capacidad donadora/aceptora, acidez/ba-

posiciones compatibles. sicidad y rutas de transferencia de H o
electrén.
Acido/éster Relacion —COOH/-COOCH;. Ionizacién, polaridad, permeabilidad y
coordinacién metdlica.
Centro bdsico Incorporacién de aminas protonables. Interacciones electrostaticas, distribu-

cidén de especies a pH 7.4 y reconocimien-

to molecular.
Modulacion electrénica Introduccién de grupos atractores o do- Potenciales redox, BDE, pK, y compati-
nadores de densidad electrénica. bilidad con mecanismos AOX-I/AOX-II.

A.3 Puntos farmacoféricos y criterio de conteo

El criterio de puntos farmacoféricos se usé para descartar estructuras demasiado pobres en sitios de interaccion.
Siguiendo el criterio de Muegge et al., una molécula compatible con un perfil drug-like debe contener al menos dos
puntos farmacoféricos efectivos.®® En este trabajo se contabilizaron como puntos farmacoféricos los grupos capaces
de actuar como donadores o aceptores de puente de hidrégeno, centros ionizables o grupos polares relevantes para el
reconocimiento molecular.

Tabla A.3: Reglas de conteo de puntos farmacoféricos.

Regla Aplicacion

Conteo minimo Se requieren al menos dos puntos farmacoféricos efectivos por molécula.

Grupos considerados Aminas, amidas, alcoholes, cetonas, sulfonas, sulfonamidas, acidos carboxilicos,
carbamatos, guanidinas, amidinas, ureas y ésteres.

Exclusién por entorno Se omiten heterodtomos cuya participacion esté anulada por el entorno electrénico,
como nitrégenos tipo pirrol o indol cuando no funcionan como centros de interaccién
disponibles.

Fusién de puntos préximos Heterodtomos separados por un solo dtomo de carbono se contabilizan como una sola
unidad farmacoférica para evitar sobreponderar motivos redundantes.

Penalizacién estructural Se descartan estructuras sin ciclos y compuestos con mds de un grupo 4cido carboxilico
cuando estos rasgos comprometen el perfil drug-like.

Este conteo se aplicé como control estructural previo a los filtros cuantitativos. No sustituyo los criterios ADME/To-
x/SA ni los indices de seleccién descritos en CADMA-Chem.
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Apéndice B

Quimica computacional

Actualmente, los equipos de cémputo son instrumentos indispensables para la investigacién en Quimica, alcanzando
un nivel de exactitud comparable, en muchos casos, a técnicas experimentales como la espectrofotometria, la difraccion de
rayos X, la fluorimetria o la resonancia magnética nuclear. Los métodos computacionales permiten obtener informacion
valiosa sobre propiedades moleculares (por ejemplo, absorcién de luz, estructuras cristalinas, transiciones electrénicas,
etc.) y su auge se debe al incremento exponencial en las capacidades de computo, la disminucién de costos, el trabajo
en paralelo, el aumento en la capacidad de almacenamiento y el desarrollo de algoritmos y herramientas estadisticas,
incluyendo técnicas de aprendizaje automatico.

“En la actualidad la vinculacion entre la Quimica computacional, la Quimica tedrica y la Quimica
experimental es un hecho, debido a que las moléculas estudiadas experimentalmente ya son calculables a
niveles elevados y confiables de teoria. Esto es importante, pues puede preverse que en breve serd necesario
apoyar las racionalizaciones e hipotesis emanadas de los experimentos con resultados tedricos para evitar
caer en especulaciones que poco ayudan al desarrollo de la Quimica, por lo que es indispensable formar
grupos de investigacion que trabajen de manera interdisciplinaria.”’%

Los primeros calculos en Quimica tedrica se remontan a 1927, apenas un afio después de la publicacién de la
mecdnica ondulatoria de Schrodinger y la mecénica matricial de Heisenberg.'>?-'%? No obstante, fue en los afios setenta
cuando la quimica computacional se consolidé gracias a los trabajos e implementaciones de John Pople.'® Inicialmente
concebida como una herramienta para el disefio molecular en la industria farmacéutica, su evolucién ha permitido la
integracion masiva de programas y rutinas con un interés puramente quimico, marcando la transicién del paradigma
experimental a uno en el que lo computacional complementa de manera crucial la experimentacion.

La Quimica tedrica ha desarrollado conceptos y ecuaciones que permiten calcular propiedades moleculares de forma
precisa, tales como:

I. Arreglos geométricos estables y estados de transicion.
II. Energias relativas de diferentes especies moleculares.
III. Propiedades eléctricas (momentos de la densidad, polarizabilidad, etc.).
IV. Propiedades espectroscépicas.
V. Propiedades termoquimicas.

VI. Propiedades cinéticas.
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B.1 Mecanica cuantica

El problema fundamental de la Quimica cudntica consiste en resolver la ecuacion de Schrodinger no relativista e
independiente del tiempo:
H|9)=EV) (B.1)

donde |¥) es la funcién de onda del sistema molecular y H es el operador hamiltoniano. Para un sistema con M niicleos
y N electrones, el hamiltoniano se expresa como:

~ N ) M XM, MM AZB
H==% Vi=D> i Vﬁzzr > ZZ (B2)
=1 A=1 =1 j>i W =1 A—1 A B>A

donde Z4 es el nimero atémico del nicleo Ay r;4, 755, Rap son las distancias electrén-nicleo, electrén-electrén y
nicleo-niicleo, respectivamente. ' %3

Dado que los nidcleos son mucho més pesados que los electrones, se puede aplicar la aproximacién de Born-
Oppenheimer, en la que se supone que los electrones se mueven en un campo de nticleos fijos. Asi, se desprecia la
energia cinética de los nicleos y el término de repulsién nicleo-nicleo se considera una constante, permitiendo definir

el hamiltoniano electrénico:
N

1 N N 1 N M ZA
Ho== Vit ) > —=> > . (B.3)

o -
i—1 =1 j>i 9 =1 A= A

B.2 Principios jerarquicos de la mecanica cuintica

B.2.1 Indistinguibilidad

Para analizar la naturaleza de la funcién de onda y sus caracteristicas, resulta necesario acudir a la interpretacion

probabilistica propuesta por Bohm,'**

en la que los sistemas cudnticos se describen mediante funciones de probabilidad
que definen estados de energia y posicion. Esta vision conduce de manera implicita al principio de incertidumbre de
Heisenberg.

Conocido también como el primer principio jerdrquico de la mecdnica cudntica, el principio de incertidumbre
establece que ciertas variables candnicas conjugadas no pueden determinarse simultdneamente de forma exacta. Dicho de
otro modo, existe una incertidumbre intrinseca en los sistemas fisicos que no depende de los instrumentos de medicion.
Ejemplos de variables conjugadas son la posicién y el momento, asi como la energia y el tiempo; ello implica, por
ejemplo, que no puede conocerse a la vez y con precision la posicion de un sistema y su velocidad, ni el instante en el
que dicho sistema posee determinada energia.

Dada la imposibilidad de conocer con exactitud la posicién y el momento de cada particula en un sistema de muchos
cuerpos, se abandona la idea de describir trayectorias precisas en el espacio fase; en efecto, pierde sentido atribuir una
etiqueta Unica a cada particula. De esta manera, en mecdnica cudntica se asume que las particulas son indistinguibles
como consecuencia del principio de incertidumbre, o, dicho de otro modo, se trabaja con particulas idénticas.

Consideremos entonces un sistema de N particulas idénticas cuyas coordenadas son y1, ..., y~.' Silas particulas
son electrones, cada y; recibe el nombre de funcidn espin-orbital. La funcién de onda de este sistema puede representarse
como

|X1a"'axi7Xj7"',XN>a

mientras que F;; es un operador de permutacion que acttia sobre las particulas i y j:

Pij |X17""Xiana"'aXN> = |X17"'anaXiv---7XN>-

"En el caso de electrones, cada x; engloba tanto las coordenadas espaciales como las de espin, aspecto que permite reproducir fenémenos
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Como las particulas son idénticas, la funcién de onda debe permanecer invariante bajo la accién de dicho operador,
lo que se traduce en:

RJ ‘le"‘7Xi)Xja"'7XN> = |X17"')XjaXi7"°7XN> = |Xl7"'7Xi7Xj7"'7XN>‘

En consecuencia, en un sistema de particulas indistinguibles, la funcién de onda no se ve afectada al intercambiar
las coordenadas de dos particulas.

B.2.2 Simetria

Que la funcién de onda permanezca invariante ante la accién de cierto operador indica un tipo especifico de simetria.
En fisica y en quimica, dicha simetria desempefia un papel relevante, pues es posible aplicar los teoremas de conservacion:
cada simetria que se conserva en el tiempo en un sistema fisico implica la conservacién de una magnitud asociada. Este

hecho fue generalizado por la matemética Emmy Noether, %167

y dada la trascendencia de la simetria en la funcién de
onda, se considera como el segundo principio jerdrquico de la mecdnica cuéntica.
Al aplicar dos veces seguidas el Operador de Permutacion F;; a la funcién de onda, esta ultima no se altera; es decir,
. D2 . . 2 . . D .
el valor propio del operador P;; es igual a 1 (Ecuacién B.5), lo que a su vez implica que P;; presenta dos valores propios

posibles: 1 (Ecuacién B.6).

PZ2] |X1a"'aXi7Xj7""XN> = |X17---,Xi7Xja---;XN>> (B4)
P2 =1, (B.5)
Py = +1. (B.6)

La existencia de dos valores propios 41 para este Operador de Permutacién permite clasificar las funciones de onda
en simétricas —cuando el valor propio es +1— y antisimétricas —cuando es —1.

B.2.3 Principio de Pauli

La posibilidad de describir la funcién de onda como antisimétrica surge como consecuencia de la simetria, la cual a
su vez proviene de la indistinguibilidad de las particulas. Decidir si una funcién de onda es simétrica o antisimétrica se
apoya en observaciones experimentales: particulas con espin entero (bosones) se describen mediante funciones de onda
simétricas, mientras que particulas con espin semientero (fermiones) requieren funciones antisimétricas.

Los electrones, como ejemplo mds representativo de fermiones, deben describirse con una funcién de onda de
particulas indistinguibles y antisimétrica. Esta condicion de antisimetria conduce a uno de los principios mas profundos
dentro de la quimica: el principio de exclusion de Pauli. Tal principio da origen a las propiedades recurrentes en los
elementos o, mejor conocidas como, propiedades periddicas de los elementos. El principio de exclusién de Pauli puede
considerarse el tercer principio jerdrquico de la quimica cudntica.

B.3 Métodos de funcion de onda

B.3.1 Método de Hartree-Fock

Al inicio de esta seccién se menciond que el objetivo fundamental de la Quimica cudntica estd centrado en resolver
la ecuacién de Schréedinger, Ec. B.1, y esto a su vez significa obtener | V) y la energia asociada a esa funcién. En
quimica tedrica, las funciones de onda |¥) se construyen a partir de funciones monoelectrénicas que satisfacen los

espectroscpicos tales como el efecto Zeeman.'®
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principios jerarquicos: incertidumbre, indistinguibilidad y antisimetria (consiltese la Seccién B.1). Funciones de onda
con tales propiedades puede ser construidaen términos de orbitales moleculares mediante el uso del antisimetrizador A,

mostrado en la Ecuacién B.7. La funcién de onda resultante se conoce como funcion de tipo Slater:'®

1

@) = Alxiow) = 5 20 (PP I xw) (B.7)
P

El Hamiltoniano electrénico de la Ecuacién B.3 puede reescribirse empleando el operador monoelectrénico h
(Ecuacion B.8) y el operador bielectrénico v(i, j) (Ecuacién B.9), definidos como sigue:

o~ Za

1
hii) = —=V2 —
(Z) 2V’L riA’

(B.8)
A=1

donde V? es el Operador Laplaciano que actda sobre la coordenada electrénica i, Z 4 es la carga del nicleo A, ;4 la
distancia entre el electrén ¢ y el niicleo A, y r;; la distancia entre los electrones 7 y j.
Con ello, el Hamiltoniano electrénico se expresa como

N N
Hy = =Y h(i) + Y vli,j). (B.10)
i=1 j>i

Empleando esta forma del Hamiltoniano electrénico, la energia electrénica de un sistema se calcula a partir de
la Ecuacién B.11 y los orbitales moleculares y; —en los que se basa la funcién de onda |¥)— serdn aquellos que
minimicen dicha energia:

Eq = (V| Hy |0). (B.11)

Para hallar el minimo de F; puede emplearse el método variacional, también conocido como variacién de pardmetros
aplicado a la funcién de tipo Slater. Esta aproximacién se conoce como Método de Hartree-Fock (HF). La teoria HF
resulta esencial en varios sentidos, pues representa la primera aproximacion que logra describir de forma razonable
sistemas moleculares multielectrénicos.

La determinacién de los orbitales moleculares puede realizarse mediante aproximaciones numéricas basadas en
mallas de integracién o bien representando cada orbital molecular como combinacion lineal de orbitales atémicos
(generalmente, funciones base gaussianas centradas en los 4&tomos). La energia electronica de Hartree-Fock, Errr, se
expresa en términos de operadores mono- y bielectrénicos:

1
Eyp = Z;(h}i + 3 %:m\m. (B.12)
En general, dicha energia depende de los orbitales moleculares y puede minimizarse con el método variacional,
imponiendo ortonormalidad a los orbitales por medio de multiplicadores de Lagrange. Sea F’ el funcional de la energia de
Hartree-Fock con la restriccion de ortonormalidad (Ecuacién B.13). Los multiplicadores );; aparecen como incégnitas
en el proceso variacional:

F[{xi}] = Eur[{xi}] — Xij ((i | J) — 6i5). (B.13)

HFxit]y = H{Eurl{xi}] = Nij(() 7 — 0i5)} = F[{xi + 0xi}] = F[{xi}l =0 (B.14)
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Al tomar la primera variacion de este funcional y resolver las derivadas resultantes, surgen las ecuaciones de
Hartree-Fock, cuyos autovalores \; representan la energia de cada orbital:

/dX2|Xj(X2)‘27’1_21] Xi(x1) — Z[/dszj(Xz) Xi(X2) 7“1_21] Xj(x1) = Xixi(xq). (B.15)
J#i

h(xt) xi(x1) + )
i#i

El segundo término de la Ecuacién B.15 se conoce como operador de Coulomb, /J\j (x1), y el tercero define el

operador de intercambio, I?j (x1):

Operador de Coulomb: 7j(xl) Xi(X1) = [/ dxy ‘Xj(X2)|2 7‘1_21] Xi(X1), (B.16)
Operador de intercambio: I?j(xl) Xi(X1) = [/ dxa X (X2) xi(X2) r1_21] X;(X1). (B.17)

Puede reescribirse la Ecuacion B.15 como

{ x1) + Y (Ji(x1) = Kj( Xl))} Xi(x1) = Xixi(x1),
J#i

definiendo el operador de Fock f, que combina los aportes monoelectrénicos y las contribuciones de Coulomb e

intercambio:
=) + 2 (Ti0a) = K;lx)).
J

Las ecuaciones de Hartree-Fock adoptan asi la forma:

Fxi = Nixi, i=1,....n. (B.18)

Cada orbital x; es proyectado a un espacio vectorial finito de & funciones base,

k
) =2 Cuigu(x),
p=1
y al insertar esta representacion en la Ecuacion B.18, se obtiene

]?(zk: Cmgu(xl)) =\ (Zk: Cmg,t(xl)).
w=1 p=1

Multiplicando por el conjugado de la funcién base g;;(x1) e integrando, se llega a la Ecuacion B.19, que se simplifica
introduciendo las matrices S y IF a través de:

Sup = /dX19Z(X1)9u(X1)7 Fop = /dxl g (%1) f g (x1).

De este modo se llega a las ecuaciones de Hartree-Fock-Roothan, resumidas en la Ecuacién B.20:

ZC/M/dxlgu Xl)fgu(xl = )‘ Zcm/dxlg;(xl)gu()q)v (B19)
pn=1



158 Quimica computacional

(B.20)

donde € corresponde a la matriz diagonal de autovalores \; y el proceso iterativo para resolverlo se denomina método
de campo autoconsistente o self-consistent field (SCF). El método de Roothan estd implementado en los principales
paquetes computacionales de estructura electrénica.

B.3.2 Métodos post-HF

Para superar las limitaciones del método de Hartree—Fock, el cual emplea un solo determinante de Slater y no
describe adecuadamente la correlacidn electrénica, se desarrollaron métodos post-HF. Dentro de este marco, se distingue
entre la correlacién dindmica y la correlacion estdtica >.

Entre los enfoques monodeterminantales destacan la teoria de perturbaciones de Mgller—Plesset en segundo
orden (MP2), que corrige de modo perturbativo la energia de HF para incluir la correlacion dindmica, y la teoria de
cumulos acoplados (CCSD y CCSD(T)), la cual introduce un operador exponencial de excitaciones electrénicas. Estas
aproximaciones resultan eficaces si el determinante de HF describe razonablemente el estado fundamental, capturando
bien la correlacién dindmica.

Sin embargo, cuando la correlacién estdtica es relevante, se requiere recurrir a métodos multireferenciales 3. Por
ejemplo, en el método de interaccién de configuraciones (CI) puede distinguirse entre cilculos de referencia tnica *
(single-reference CI) y aquellos métodos que incluye miiltiples referencias de partida > . Un caso representativo es el
CASSCF (Complete Active Space Self-Consistent Field), donde se selecciona un espacio activo de orbitales clave y se
consideran todas las configuraciones posibles en ese espacio, optimizando simultdneamente la combinacion lineal de
configuraciones y los propios orbitales. Asimismo, CASPT2 (Complete Active Space Second-Order Perturbation Theory)

afiade una correccién perturbativa de segundo orden sobre CASSCF para refinar la correlacién dindmica,'6%165-168

B.3.3 Teoria del propagador del electron

Entre las metodologias adicionales para el calculo de la I y la A [Ver seccién B.7], es destacable la teoria del
propagador del electrén (EPT por sus siglas en inglés). Esta teoria y algunas otras variantes se basan en la funcién de
green mono-electrénica la cual permite obtener los valores de las energias orbitales como los polos de la funcién de
Green.

Formulacion EPT

Los orbitales de Dyson se definen en términos de la integral de traslape entre la funcién de onda del estado de
referencia y las funciones de onda finales con N-1 o N+1 electrones. La energia de un desprendimiento electrénico que
involucra a un estado de referencia electronico W con N electrones y al i-ésimo estado final ¥; 1 con N-1 electrones
viene dada en términos del orbital de Dyson de la Ec. B.21 mientras que si el electrén es ligado al i-ésimo estado final

?La correlacién dindmica se vincula con fluctuaciones instanténeas electrén—electrén que la aproximacién promedio de HF no captura bien, y se
corrige con métodos perturbativos o de ciimulos acoplados (p. ej., MP2 o CCSD(T)). Por otro lado, la correlacién estética aparece en sistemas con
estados casi degenerados o niveles electrénicos muy préximos, requiriendo métodos multireferenciales (p. ¢j., CASSCF o CASPT2). Véase https:
//chemistry.stackexchange.com/questions/59549/what-is-the-difference-between-dynamic-and-static-electronic-correlation
para mayores detalles.

3Para una discusién entre esquemas multi-configuracionales y multireferenciales, consultar https://chemistry.stackexchange.com/
questions/103387/what-exactly-is-meant-by-multi-configurational-and-multireference.

“En este contexto, “referencia tinica” significa que los orbitales se optimizan asumiendo una tinica multiplicidad de espin (por ejemplo,
singulete, doblete, triplete, etc.) y se realizan excitaciones sobre este determinante.

SEn tales métodos, se eligen varios determinantes de referencia, cada uno optimizando orbitales bajo distintas multiplicidades de espin, para
luego generar excitaciones desde cada determinante de forma individual


https://chemistry.stackexchange.com/questions/59549/what-is-the-difference-between-dynamic-and-static-electronic-correlation
https://chemistry.stackexchange.com/questions/59549/what-is-the-difference-between-dynamic-and-static-electronic-correlation
https://chemistry.stackexchange.com/questions/103387/what-exactly-is-meant-by-multi-configurational-and-multireference
https://chemistry.stackexchange.com/questions/103387/what-exactly-is-meant-by-multi-configurational-and-multireference
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W; n+1 con N+1 electrones el orbital de Dyson toma la forma de la Ec. B.22.

¢iDyson($1> — \/N/\I/N(xl, To,. .. ,xN)\I/ZN_l(:EQ,xg, cooxn)dry .. .dry (B.21)
d)f)yson(xl) =vVN+1 / ‘1/7\/(332, ...,xN,xN+1)\II¢’N+1(x1, ce ,$N+1)d562 e dT N4 (B.22)

Los orbitales de Dyson no se encuentran necesariamente normalizados; de hecho, la norma de estos orbitales recibe el
nombre de “Pole Strenght (PS)” y esta relacionada con las probabilidades de transicion de los espectros de emision
electronica. El PS viene dado por la ecuacion B.23 y los valores de PS deben tener un valor por arriba de 0.8-0.85 para

ps;= |

La ecuacién inversa de Dyson que relaciona las energias orbitales para cada orbital de Dyson viene dada por la Ec. B.24

confiar en las energias asociadas.
2
¢Dy50"(x)‘ dx (B.23)

(2

donde fes el operador de Fock de la Ec B.18, ¢; es la energia del i-ésimo orbital de Dyson y f](E) es el operador de
auto-energia el cual es un operador no local que depende de la energia y contiene los efectos de relajacion orbital asi

como efectos de la correlacién electrénica.'®3

[f + i(E)} PPV = ¢ pPVSom (B.24)

Aproximacién P3

Para simplificar el problema impuesto por la Ec. B.24 se pueden despreciar los elementos no diagonales del operador
en su forma matricial representado en la base de los orbitales candnicos HF (orbitales ortonormales HF); lo cual permite
expresar a la energia como F = ekH F 4+ %1(E) en donde k es el orbital canénico con energfa €. En esta simplificacién

-1
el PS se evaltia por la expresion PSSy, = (1 — ﬂ%’ﬁ) y los orbitales de Dyson vienen dados por la Ec. B.25, donde
I es el k-ésimo orbital HF canénico.

L= PS " (B.25)

Los efectos de correlacion electrénica y de relajacion orbital son tomados en cuenta por los elementos diagonales
Yk (E). Este operador puede ser expandido en una serie perturbativa y el método P3 consiste en tomar en cuenta
todas las perturbaciones de segundo orden y algunas de las perturbaciones de tercer orden, en tanto que la llamada
aproximacion OVGF (Outer Valance Green Function) toma en cuenta todas las posibles perturbaciones de tercer orden.
Para los aniones se llegan a tomar en cuenta algunas perturbaciones de orden superior para una mejor descripcion en la
aproximacion P3+ y en la versién B de OVGF.

B.4 Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT)

La teorfa de funcionales de la densidad (DFT) constituye una alternativa robusta a los métodos basados en funciones
de onda para abordar problemas de estructura electrénica en sistemas moleculares. Aunque originalmente desarrollada en
el contexto de la fisica del estado s6lido, en los afios 90’s la DFT se popularizé en quimica cudntica por su compromiso
entre precision y costo computacional.

La DFT se fundamenta en los teoremas de Hohenberg y Kohn, los cuales establecen que para un sistema basal no
degenerado:

1. La densidad electrénica p(r) determina de manera unica el potencial externo Vex (r) (y, por ende, el Hamiltoniano
electrénico).

2. Toda la informacién del estado fundamental, incluida la energia y propiedades electrénicas, estd contenida en
p(r).
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En consecuencia, la energia electrénica se expresa como un funcional de la densidad:

Elpl = Tila) + [ p(e) V(x)dr + ] + Exclp] (B.26)

donde:
* T[p] es la energia cinética del sistema de electrones no interactuantes que reproduce la misma densidad.

¢ [ p(r) Vex(r) dr representa la interaccion atractiva entre electrones y el potencial externo (generado, por ejemplo,
por los nucleos).

o Jlp] = % [ ’)ﬂ?_i’wdr dr’ es la energia de repulsion electrostdtica (energia de Hartree).

* E..[p] es el funcional de intercambio y correlacion, que incluye todos los efectos cudnticos (tanto de intercambio
como de correlacién) no capturados en los términos anteriores.

El enfoque practico propuesto por Kohn y Sham consiste en introducir un sistema auxiliar de electrones no

interactuantes, cuyos orbitales {;(r)} generan la misma densidad p(r) del sistema real. Asi, se obtienen las ecuaciones

de Kohn-Sham:

—%VQ + Vexe(r) + Vi (r) + ch(r)} wi(r) =¢;pi(r), i=1,...,N, (B.27)
donde
|r -
| ]
VCEC -
)= dp(r)

La solucién de (B.27) se realiza de forma autoconsistente, y la precisiéon del método depende fundamentalmente de la
aproximacion elegida para F,.[p]. Las aproximaciones mds utilizadas incluyen la LDA, GGA y los funcionales hibridos,
cada una con sus ventajas y limitaciones para la descripcidn de sistemas moleculares.

B.5 Optimizacion de geometria, conférmeros y tautémeros

La determinacién de la geometria 6ptima de una molécula es esencial, puesto que la energia y las propiedades
quimicas dependen directamente de la disposicion espacial de los atomos. La bisqueda del minimo en la superficie de
energia potencial (PES) se basa en la resolucién de la condicién

oF n 23 n oF
0X; oY, 0%

Vx,E = =0 (i=1,...,M), (B.28)

donde (Xi, Y, Zi) son las coordenadas del i-€simo ntcleo.

Para alcanzar un minimo de la PES, se emplean algoritmos numéricos de optimizacién, como el método de
Newton-Raphson, el gradiente conjugado o algoritmos quasi-Newton (por ejemplo, BFGS). Estos van ajustando las
coordenadas atémicas de manera iterativa, reduciendo el gradiente de la energia hasta cumplir criterios de convergencia
preestablecidos.

Una vez obtenida una geometria que satisface la condicién (B.28), es preciso verificar su naturaleza mediante el
célculo de las frecuencias vibracionales. Para ello se evalda la matriz Hessiana, es decir, la matriz de segundas derivadas
parciales de la energia respecto a las coordenadas atémicas. La inexistencia de frecuencias imaginarias (o bien, la
presencia exclusiva de frecuencias reales) confirma que la estructura corresponde a un minimo (local o global); la
aparicion de frecuencias imaginarias implicarfa, en cambio, un punto silla (estado de transicién).'%®
Adicionalmente, es primordial llevar a cabo un andlisis conformacional exhaustivo, especialmente en moléculas

flexibles que puedan presentar multiples conformaciones (multiples minimos locales en la PES). Identificar minimos
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energéticos de las configuraciones moleculares resulta clave para predecir sus propiedades reactivas y estabilidad
termodindmica. Para tal fin, se recurren a estrategias de bisqueda (muestreo aleatorio, algoritmos genéticos o métodos
sistemdticos) que permiten examinar el espacio conformacional, optimizando posteriormente cada estructura candidata.

La optimizacidon geométrica puede realizarse tanto en fase gas como incluyendo efectos de solvatacién. El solvente
puede modificar la geometria Optima, especialmente en moléculas con sitios polares o capaces de formar puentes de
hidrégeno. En estos casos se usan modelos de solvatacion implicita (por ejemplo, PCM o SMD), que simulan el entorno
del solvente como un medio polarizable con cierta constante dieléctrica, sin necesidad de tratar cada molécula de
disolvente en forma explicita.'®”

Tal aproximacion es especialmente relevante para estudios en desarrollo de fairmacos, donde las interacciones
soluto—solvente inciden significativamente en la reactividad, la solubilidad y la conformacién de las moléculas bioactivas.
La correcta optimizacion geométrica y el estudio conformacional proveen la base estructural de célculos posteriores
(propiedades espectroscdpicas, energias de reaccion, indices de reactividad, etc.), esenciales para el modelado y disefio
racional de fdrmacos.

Tras seleccionar el conférmero mds estable, conviene tomar en cuenta la existencia de equilibrios tautoméricos
y, en caso de darse, calcular las abundancias relativas de las especies tautoméricas en el solvente de interés. Cuando
poblaciones no despreciables de varios tautémeros coexisten, deben considerarse de forma simultinea.

B.5.1 El factor de boltzmann

Cuando se tienen varios conférmeros (o tautomeros) es necesario cuantificar sus abundancias relativas mediante el
factor de Boltzmann dado por la Ecuacién (B.29), de esta manera se puede considerar si es necesario conservar mas de
una estructura para el estudio.

exp(— AUrel/RT)

pi ; (B.29)

- N
Z exp(— AUrel/RT)
i=1

donde N es la cantidad de estructuras examinadas, AU = U; — Unin siendo U; la energia del conférmero (o
tautémero) 7, y Unpin la menor energia entre todas las conformaciones (o tautémeros). La constante R es la constante
universal de los gases, y T la temperatura de trabajo que es usada para definir la distribucién de Maxwell-Boltzmann.

B.6 Métodos de solvente

Un aspecto fundamental en la quimica computacional es evaluar los efectos del entorno sobre el sistema molecular.
Dado que la inmensa mayoria de las reacciones quimicas se llevan a cabo en solucidon —ya sea en el organismo o en el
laboratorio— es imprescindible incluir el efecto del solvente en el modelado tedrico. La omision de estos efectos puede
conducir a estimaciones erréneas de la estabilidad, geometria y propiedades termodindmicas de las moléculas.

Para representar los efectos del solvente, se han desarrollado numerosos modelos, los cuales pueden clasificarse en

tres grandes grupos: '’

* Modelos implicitos o continuos: Se asume que las moléculas de solvente pueden ser reemplazadas por un medio
homogéneamente polarizable. Estos métodos, generalmente los més eficientes en términos computacionales,
ofrecen descripciones razonables del efecto solvente, aunque pueden no captar las fluctuaciones locales en la
densidad del solvente, fenémeno relevante en sistemas con solventes fuertemente polarizantes, como el agua.

* Modelos explicitos: Incluyen directamente las moléculas de solvente, incorporando sus coordenadas y grados
de libertad. Aunque este enfoque proporciona una descripcion fisica més detallada (por ejemplo, permitiendo
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capturar enlaces de hidrégeno y otros efectos especificos), su coste computacional es considerable y, en ocasiones,
los ajustes y parametrizaciones pueden limitar la precision.

* Modelos mixtos: Combinan ambos enfoques, tratando de incluir explicitamente la primera capa de solvatacion
mientras se modela el resto del entorno con un medio continuo. Esta estrategia busca equilibrar precision y
eficiencia.

Cada uno de estos enfoques se puede subdividir segtin la base tedrica empleada (mecénica cldsica o cudntica). En la
mayoria de los estudios relacionados con sistemas bioldgicos y fairmacos, el solvente de mayor interés es el agua, por lo
que la mayoria de los modelos se han orientado a su descripcion.

Los efectos de solvatacion se pueden particionar en dos grupos principales:

1. Solvatacién no especifica (largo alcance):
(a) Polarizacion.
(b) Orientacién dipolar.
2. Solvatacién especifica (corto alcance):
(a) Enlaces de hidrégeno.
(b) Interacciones de van der Waals.
(c) Estructura de las capas de solvatacién.
(d) Dinamica de solvente-soluto.
(e) Efectos de transferencia de carga.

(f) Efectos hidrofébicos (entrépicos).

B.6.1 Modelos de solvente continuo

Los modelos de solvente continuo consideran al disolvente como un medio polarizable, caracterizado por una
constante dieléctrica ¢, en el que el soluto se ubica dentro de una cavidad adecuadamente definida (por ejemplo, mediante
la superposicién de esferas centradas en cada dtomo del soluto).'®!”! La creacién de la cavidad conlleva un costo
energético (desestabilizacién), que se compensa en parte con las interacciones de dispersion entre el soluto y el solvente,
a veces denominadas conjuntamente como dispersién/repulsion. La distribucién de carga del soluto polariza el medio,
induciendo momentos de carga que, a su vez, generan un campo de reaccion estabilizador. En este marco, la energia
libre de solvatacion se expresa de la siguiente forma:

AG'solvataci(’m = AGcavidad + AGdispersi(’)n + AG'electr(’)nico . (B-3O)

Los modelos de campo de reaccion difieren en la forma en que se define la cavidad, se parametriza la contribucién
de cavidad/dispersién, se representa la distribucién de carga del soluto, se describe el soluto (con campos de fuerza o
célculos cudnticos) y se caracteriza el medio dieléctrico.

La forma més simple de definir la cavidad es mediante una esfera o elipsoide, lo que permite cdlculos analiticos de
la interaccion electrostatica. Sin embargo, modelos mds realistas utilizan cavidades con la forma especifica del soluto,
generadas por la superposicion de esferas centradas en cada nicleo.

B.6.2 El modelo SMD

)19 es un enfoque implicito en el que la parte

El modelo SMD (Solvation Model based on solute electron Density
electronica se trata a través de un campo de reaccién autoconsistente. En este modelo, la cavidad se define como una
superposicion de esferas centradas en los nicleos del soluto, lo que permite calcular la contribucion electrostatica a la

energia de solvatacion, tal como se expresa en la Ec. (B.30). SMD optimiza los radios en especies idnicas y utiliza esos
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parametros como punto de partida para ajustar las especies neutras; dichos radios, denominados “radios de Coulomb”,
se optimizan de forma sistematica en el proceso autoconsistente.

Para definir la cavidad, el modelo SMD tiene en cuenta la geometria y los nimeros atémicos de los nicleos, junto
con descriptores semiempiricos como la constante dieléctrica, el indice de refraccion, la tensidn superficial y los efectos
de interacciones de corto alcance (cavitacidn, dispersion y estructura local del solvente). A diferencia de otros métodos
que representan al soluto mediante cargas atémicas parciales, SMD utiliza la densidad electrénica obtenida de célculos
cudnticos, lo que elimina la ambigiiedad en la eleccion del esquema de particion de cargas y amplia su aplicabilidad.

El modelo SMD esté parametrizado con 2821 energias de solvatacién experimentales de moléculas compuestas por
H,C,N, O, F, Si, P, S, Cl y Br, abarcando 274 datos para solutos neutros en agua, 2072 para solutos en 90 solventes
orgdnicos y 332 para cationes y aniones en solventes como agua, acetonitrilo, dimetilsulfoxido y metanol. Ademéas, SMD
utiliza parametros optimizados en seis métodos de estructura electrénica (por ejemplo, M05-2X/6-31G*, B3LYP/6-31G*,
HF/6-31G*, entre otros), logrando errores de 0.6—1.0 kcal/mol para moléculas neutras y de aproximadamente 4 kcal/mol
para iones.

Esta estrategia de modelado del solvente permite incorporar de manera eficiente el efecto del entorno sin incurrir en
el elevado costo computacional de tratar explicitamente a todas las moléculas de disolvente.

B.7 Descriptores de reactividad: IE, EA y BDE

Definiciones y variantes geométricas

Los indices y descriptores de reactividad quimica constituyen herramientas para predecir la reactividad de dtomos y
moléculas. Dichos indices suelen clasificarse en dos categorias: globales, que evaldan la reactividad de la molécula en su
totalidad, y locales, que permiten analizar regiones especificas de la misma. A su vez, estos indices pueden subdividirse
en verticales o adiabdticos:

Energfa vertical: Energfa para generar el ion sin relajar la geometria, es decir, manteniendo la misma conformacién que
la de la especie neutra, gy.

Energia adiabdtica: Energia necesaria para formar un ion en su estado vibracional fundamental, incluyendo la relajacién
geométrica de la especie que pierde un electrén (g —1) o de la especie que gana uno (gn4+1)-

Los indices de reactividad mds conocidos son la energia de ionizacién (IE), energia necesaria para remover un
electrén de la especie neutra; y la afinidad electrénica (EA), energia liberada al adicionar un electrén (o, equivalentemente,
la energfa para removerlo del anién ©). Las expresiones para sus valores verticales y adiabdticos son:

Vertical: IE = Enx_1(9n) — En(gn), EA=En(gn) — En+1(gn),
Adiabatica: [F = ENfl(ngl) — EN(gN), FA= EN(QN) — EN+1(9N+1)~

Aqui E/(gx) denota la energia electrénica del sistema con M electrones evaluada en la geometria gx.

Ademads de I E'y F A, se han definido otros descriptores derivados para carecterizar la reactividad de un sistema. La
Tabla B.1 presenta un resumen:

Una forma directa de aproximar los valores de IE y EA es bajo una suposicién de “orbitales congelados” donde no
se permite la relajacién de orbitales al ionizar (o adicionar) el electrén, lo que conlleva errores particularmente grandes
en la determinacién de la afinidad electrénica. Esta aproximacion es conocida como aproximaciéon de Koopmans (en

8Si la afinidad electrénica es negativa, la especie tiene poca tendencia a aceptar electrones.
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Tabla B.1: Descriptores quimicos de reactividad basados en IE y EA verticales

Descriptor Acrénimo Calculo Interpretaciéon
Indica la tendencia a aceptar electrones; en una
Electrofilicidad w (IE + EA)? reaccion bimolecular, la molécula con mayor
8(I — A) w se espera que actie como electréfilo.
Potencia (31E + AE)? Mide la capacidad del sistema para donar carga
w- + AE) fraccionaria; valores bajos implican una mayor
electrodonadora 16(IE — EA) tendencia a actuar como donador.
Potencia . Evalda la capacidad del sistema para aceptar
wt (IE +3AE) carga fraccionaria; valores altos indican mayor
electroaceptora 16(IE — EA) capacidad de aceptacion.
Representa la tendencia de los electrones a fluir
Potencial Quimico 7 IE+E A desde regiones de alto potencial hacia regiones
2 de bajo potencial.
Mide la resistencia del sistema a la deforma-
IE - FA

Dureza quimica n = 7 cion de su densidad electrénica, es decir, a la

2 transferencia de electrones.
Entalpia de Cuantifica la ener.gfa, necesaria Para romper el
L E(D)+ E(H)— enlace entre un hidrégeno y el dtomo donador
disociacion de BDE B
enlace E(DH) en compuestos que actiian como donadores de

hidrégeno.

métodos de funcién de onda) y de Perdew—Levy (en DFT), donde se asume que

IE = —Enomo(gn),
AE = —Erumo(9n),

Aproximacién ASCF

En contraste, la aproximacién ASCF se basa en la diferencia de energias electrdnicas entre la especie neutra y las
especies con N £ 1 electrones, de forma vertical o adiabdtica:

Vertical : Adiabaética:

IE =En_1(9n) — En(9n), IE =Enx_1(9n-1) — En(9n).
EA=En(9n) — En+1(9n), EA=En(9n) — En+t1(gn+1)-

En trabajos iniciales de esta tesis se empleé ASCF vertical, lo que permitié, ademads, estimar descriptores de DFT
conceptual que requieren IE/EA verticales. En sistemas mds recientes se adopté ASCF adiabatica; sin embargo en este
esquema ya no es posible reportar descriptores de DFT conceptual dependientes de IE/EA verticales.

Ponderacion por poblaciones

Cuando existen varios conférmeros o tautémeros relevantes, los descriptores se promedian con factores de Boltzmann
a298.15 K en el solvente del célculo:

o—AGi/RT

N
X:ZP’L'X“ B o= —AG;/RT’
i=1 Eje il

donde X € {IE,EA}. La definicién de P; y detalles de su obtencién se encuentran en la Seccién B.5.1.



165 B.8. DIAGRAMAS EH-DAMA

Entalpias de disociacion de enlace (BDE)

La fortaleza de los enlaces de hidrégeno refleja la capacidad de un sistema para llevar a cabo reacciones formales
de transferencia de hidrégeno (f-HAT Formal Hydrogen Atom Transfer). Para cuantificarlas se usan las entalpias de
disociacion de enlace a 298.15 K, definida como la energia necesaria para la ruptura homolitica de una especie molecular,
que da lugar a dos fragmentos radicalarios:

BDE = H (H,_\M"-) + H(.H) — H(H,M"),

con H = Fejectronica + A Higrmica(298.15 K) evaluada en el mismo nivel y solvente. Si hay varios sitios X-H (X = O, N,
S, Cyp3), se reporta el conjunto de BDE y, cuando procede, un promedio ponderado por P; si intervienen diferentes

conférmeros/tautémeros:
N

BDE = Z P, BDE,;.
=1

B.8 Diagramas eH-DAMA

El diagrama eH-DAMA (Electron and Hydrogen Donating Ability Map for Antioxidants, Fig. B.1) posiciona, al pH
de trabajo, las especies dcido—base con fraccién molar > (.1% para verificar la viabilidad de los mecanismos SET y
f-HAT. El eje vertical corresponde a un descriptor electrénico y el eje horizontal a la entalpia de disociacion de enlace
X-H (BDE, a 298.15 K; X = O, N, S 0 Cy3). Para el eje electronico se emplea la IE cuando se analizan radicales de
reactividad baja—intermedia, como hidroperoxilo; si el oxidante es altamente reactivo, como el radical hidroxilo, se
recomienda usar un descriptor alternativo sensible al régimen invertido de Marcus, por ejemplo la electrofilicidad w o la
potencia electrodonadora w™ . En el esquema adiabdtico, la IE recupera adecuadamente tendencias SET siempre que la
exergonicidad de la reaccién no supere, en términos practicos, unas 25 kcal/mol; por encima de ese rango la IE deja de
ser un buen predictor.

Buen donador de H Mal donador de H
Mal donador de e~ 3 Mal donador de e~

C T )
",
Buen donador de H % Mal donador de H

Buen donador de e~

IE / EA (eV)

Buen donador de e™

BDE / BFE (eV)

Figura B.1: Mapa de capacidad de donacidn de electrones e hidrogeno para antioxidantes (eH-DAMA).

En esta tesis se usaron tres variantes: (i) eH-DAMA-FRS (Free Radical Scavenging) para AOX-I: compara a los
candidato(s) y antioxidantes de referencia contra radicales libres; zona inferior—izquierda indica mayor capacidad para
eliminar radicales libres. (ii) eH-DAMA-AR (AOX-III): compara blancos oxidados (lipidos, proteinas, ADN) vs las
especies dcido—base del antioxidante para verificar viabilidad de reparacion. (iii) eH-DAMA-OS: compara radicales y
oxidantes contra blancos bioldgicos para evaluar susceptibilidad al dafio y, de ser el caso, el mecanismo dominante.
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La posicion relativa en eH-DAMA funciona como filtro racional y rdpido. La confirmacién requiere andlisis
termoquimico y cinético explicito en las condiciones del sistema, asi como la integracién con AOX-II (quelacién y rutas
OIL) y los protocolos de reparacion de AOX-III. El diagrama no sustituye esos estudios; los ordena y prioriza con base
en descriptores coherentes.

B.8.1 Conexion exacta entre eH-DAMA vy la termodindmica de SET y f-HAT

Se adoptan las abreviaturas: Molec (molécula en estudio, N e~, R*® (radical objetivo, M e~, R~ (ani6n del radical
tras ganar un e~ ) y H R (radical tras ganar un H). En el mapa, para el radical no se usa  F(R®) ni una “BDE” propia,
sino IE(R™) = FA(R®) (adiabética) y BDE(H R) —equivalentemente, la entalpia de formacién de enlace del radical,
BFE(R*®)—, porque las semirreacciones relevantes de SET y f-HAT involucran al radical después de ganar el electrén
o el dtomo de hidrégeno.

SET (ASCF adiabdtico, identidad en AE) J-HAT (identidad en AH )
Molec(n) + RZM) —_— Molec&r_ T+ R(_M +1) Molec + R®* — MoleCE,H) + HR
Molec(ny — Molec&“_ N Molec —— MolecZ_H) +H*
Ley de Hess . . Ley de Hess
Rty — Rivpyy R* +H®* — HR

AH = BDE(Molec—H) — BDE(HR)
= BDE(Molec—H) + BFE(R®)

AE = IE(Molecy)) — IE(R(_M+1))

= IE(Molec(N)) + EA( ZM))

BDEyoiee < BDEpr <— AH <0
. f-HAT viable

IEyplee < [ER- = AFE <0
SET viable

Al usar IE (adiabéticas, nivel electrénico) para SET y BDE (entélpicas) para f-HAT, las diferencias en las posiciones
verticales y horizontales en el eH-DAMA se corresponden exactamente con A Esgr y A Hi-gaT obtenidos por la ley
de Hess. Los diagramas eH-DAMA se emplean como filtro inicial; la evaluacion definitiva de espontaneidad y de
velocidades se realiza con energias libres AG en el mismo nivel y solvente, aplicando correcciones vibracionales y
entrdpicas y, cuando corresponde, determinaciones cinéticas apropiadas (Marcus para SET; TST con correcciones de
tunelaje para HAT). De este modo, el eH-DAMA guia la priorizacién y los estudios posteriores en AG confirman o
descartan las hipdtesis del mapa.

B.9 Estimacion de constantes de acidez (pK,)

La determinacién tedrica del pK, presenta dos fuentes principales de error relacionadas con los protocolos de
célculo. La primera se asocia con los equilibrios dcido—base en los que suelen generarse especies cargadas. Cuando sélo
uno de los lados de la reaccién contiene iones, los errores relacionados con su tratamiento no tienden a cancelarse, a
diferencia de lo que sucede en reacciones donde ambos lados presentan cargas similares.'?’

El segundo inconveniente deriva de la forma de modelar el solvente.'?” Generalmente se emplean modelos continuos

de tipo dieléctrico’; sin embargo, este enfoque puede no describir de manera satisfactoria las interacciones de corto

’Se presenta una descripcién de métodos de solvatacién en la pagina 162
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alcance, cruciales para iones en solvente acuoso. Asi, la calidad de los resultados depende en gran medida de la eleccion
y los pardmetros del modelo de solvatacién utilizado.

Para mitigar dichos problemas, se ha propuesto el método de ajustes de parametros de Galano y colaboradores,'’” el
cual introduce dos pardmetros empiricos (m y Cj). Estos se determinan a partir de un ajuste por minimos cuadrados
usando 74 niveles de teoria, con lo que se obtienen predicciones del pK, requiriendo dnicamente la diferencia de energia
libre de Gibbs entre un dcido y su base conjugada en fase acuosa, AGgap).

Los pardmetros se obtienen ajustando AGap) contra valores experimentales de pK, para 4cidos carboxilicos,

aminas, fenoles y tioles.'"® La relacién que permite predecir el pK, viene dada por:

pKq = m AGas) + Co. (B.31)

Los parametros m y Cj se seleccionan segiin el grupo funcional que se desprotona (fenoles, aminas, acidos
carboxilicos, tioles) y son especificos del nivel de teoria y del conjunto de bases empleados. La Tabla B.2 muestra los
valores de la pendiente (m) y ordenada al origen (Cp) para la combinaciéon M05-2X/6-311G(d,p). Con este esquema
metodoldgico, se alcanza una precision cercana a la incertidumbre experimental con un costo computacional razonable.
No obstante, conviene sefialar los limites de aplicabilidad. Dado que el ajuste de pardmetros se basé en valores
experimentales para un conjunto restringido de compuestos por grupo funcional, no todos los casos exhiben igual nivel
de exactitud (aunque los errores estimados mediante este enfoque son, en general, menores a los de otras metodologias).
Ademds, las estructuras consideradas en la parametrizacion rara vez presentan anillos con més de dos grupos funcionales,
mientras que en el presente trabajo se examinan compuestos con tres 0 mds grupos funcionales por anillo, lo cual merma
en parte la confiabilidad de las predicciones.

Tabla B.2: Pardmetros empiricos m y Cp para la combinacién M05-2X/6-311G(d,p).

Grupo funcional ionizable  m Co
Acido carboxilico 0.356 -94.38
Amina 0.464 -121
Fenol 0.316 -81.497

Tiol 0.357 -94.639
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Apéndice C

Reconocimiento molecular: detalles
complementarios

Este apéndice conserva los elementos técnicos que no se desarrollan en el cuerpo principal de la tesis: la obtencion
operativa del farmacéforo de consenso, una sintesis de los alcances y limites del docking, los pardmetros de referencia
para dindmica molecular y el descriptor de similitud de interacciones usado como extension estdtica del andlisis
multidiana. La preparacidn de proteinas y ligandos, la validacion por redocking, el acoplamiento molecular, el rescoring
y la dindmica molecular se describen en el Capitulo 1. Los indices multidiana empleados como parte de CADMA-Chem
se presentan en el Capitulo ??.

C.1 Construccion del farmacoforo de consenso

El farmacdéforo de consenso se construy6 a partir de complejos proteina—ligando cristalograficos alineados sobre una
misma diana. El objetivo fue obtener un mapa estadistico de caracteristicas de reconocimiento: donadores y aceptores de
puente de hidrégeno, regiones aromadticas, zonas hidrofébicas, centros catiénicos, aniénicos o metdlicos, segtn el sitio
analizado. A diferencia de un farmacéforo derivado de un solo complejo, el modelo de consenso conserva la frecuencia
y la varianza posicional de cada caracteristica; por tanto, distingue contactos recurrentes del sitio activo de contactos
particulares de un ligando especifico.

Las estructuras se recuperaron del RCSB PDB mediante Advanced Search, filtrando por c6digo UniProt, organismo
fuente, método experimental y resolucién < 2.5 A. Como ejemplo operativo, para COMT humana se emple6 el cédigo
UniProt P30531 y se descargaron las entradas cristalograficas disponibles en formato PDBx/mmCIF. Las estructuras se
alinearon en PyMOL contra una referencia de alta resolucién mediante extra_fit, usando rechazo de outliers:

extra fit *, reference, cycles=5, cutoff=2.0

La extraccion de ligandos del sitio activo se realiz6 con script extraer ligs.py. El script selecciona moléculas
orgdnicas dentro de un radio definido respecto al ligando de referencia y genera un objeto <pdb>_1lig por estructura:

extract _pocket ligands(ligand obj="ref 1lig obj", radius=1.0)

La seleccién excluye solventes y aditivos de cristalizacién comunes (HOH, S04, P04, GOL, EDO, PEG). En dianas con
mas de una subregion de unién, como COMT, se verificé que los ligandos retenidos ocuparan la region funcional que se
usaria para el acoplamiento de candidatos.

Para evitar que ligandos sobrerepresentados en el PDB sesgaran el consenso, se contabilizé la frecuencia de cada
residuo ligando con script numerar repeticiones ligs.py:
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resn_summary("ligands_pocket")

Los ligandos con frecuencia superior al umbral definido se consolidaron a una sola instancia mediante script_eliminar_ligs muy
collapse _frequent resn("ligands pocket", max_rep=4)

El conjunto depurado se exporté a SDF y se procesé con ConPhar:”®

conda env create -f ConPhar.yml
pip install conphar --no-deps
python ConPhar.py --files ligands pocket.sdf

Los archivos relevantes para la tesis fueron consensus_result.csv, que contiene coordenadas, tipo de caracteristica,
peso y varianza posicional; ConPhar _pymol.pse, usado para inspeccién estructural; y ConPhar_pharmit. json, usado
cuando se requiri6 evaluar coincidencia farmacoférica en Pharmit.

La visualizacién en PyYMOL se realiz6 con script load consensus with weight.py:

load consensus with weight("consensus result.csv", prefix="consensus")

El color identifica el tipo de caracteristica farmacoférica. La opacidad codifica el peso estadistico y el radio representa
la varianza posicional. En el anélisis de candidatos se priorizaron caracteristicas con peso alto y varianza baja; las
caracteristicas de baja frecuencia o alta dispersién se usaron solo como informacién auxiliar.

C.2 Alcance del acoplamiento molecular

El docking aproxima el modo de unién de un ligando mediante una biisqueda de poses y una funcién de puntuacion.
En esta tesis se empled como herramienta de cribado estructural, no como sustituto de una energia libre experimental de
unién. Las energias de Vina se interpretaron dentro de cada diana y bajo las condiciones definidas en el Capitulo 1;
cualquier comparacién entre dianas se realiz6 mediante normalizacion frente a referencias internas, como se establece
en el Capitulo ??.

Las funciones de puntuacidn usadas en docking pueden agruparse, de forma general, en funciones basadas en campos
de fuerza, funciones empiricas, funciones derivadas de conocimiento estadistico y modelos de aprendizaje automaético.
Esta clasificacién es operativa: varios programas combinan mds de un enfoque y sus puntuaciones no son directamente
intercambiables. La Figura C.1 resume esta taxonomia y ubica herramientas representativas segtin su motor de bisqueda
y su funcién de puntuacion.

La utilidad del docking depende de tres controles: reproduccion de la pose cristalogréfica por redocking, conservacién
de contactos del sitio funcional y estabilidad posterior de la pose cuando el complejo se refina por dindmica molecular.
Por esta razén, una energia de acoplamiento favorable no se consideré suficiente para priorizar un candidato si la pose
no conservaba interacciones compatibles con el sustrato natural o con el inhibidor de referencia.

C.3 Archivos .mdp de referencia

El protocolo de dindmica molecular se describe en el Capitulo 1. Aqui se conservan tnicamente fragmentos de
archivos .mdp usados como plantilla para reproducibilidad.

; minim.mdp
integrator = steep
emtol = 1000.0
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Muestreo conformacional: sistematico <—> estocastico
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Dominio: Protein—Protein (FFT-based)
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Figura C.1: Clasificacion de software para docking basada en motores de bisqueda y funciones de puntuacién. La
ubicacién es orientativa porque varios programas combinan heuristicas de bisqueda y funciones hibridas. El tamafio de
los nodos representa robustez operativa. La zona de docking proteina—proteina se incluye como referencia metodoldgica,
aunque no forma parte del protocolo aplicado en esta tesis.

emstep = 0.01
nsteps = 50000
cutoff-scheme = Verlet
coulombtype = PME

rcoulomb =1.0

rvdw =1.0

; nvt.mdp

integrator = md

dt = 0.002

nsteps = 50000

tcoupl = V-rescale
tc-grps = Protein LIG Water_and_ions
tau t =0.10.1

ref t = 298.15 298.15
pcoupl = no

constraints = h-bonds

constraint _algorithm = lincs

; npt.mdp
integrator = md
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dt = 0.002

nsteps = 500000

tcoupl = V-rescale

ref t = 298.15 298.15
pcoupl = Parrinello-Rahman
ref p =1.0

tau_p = 2.0

compressibility = 4.5e-5
constraints = h-bonds
constraint_algorithm = lincs

; md.mdp

integrator = md

dt = 0.002

nsteps = 50000000
tcoupl = V-rescale

ref t = 298.15 298.15
pcoupl = Parrinello-Rahman
ref p =1.0
coulombtype = PME

rcoulomb =1.0

rvdw =1.0

constraints = h-bonds
constraint_algorithm = lincs
nstxout-compressed = 500

C.4 Descriptor estatico de similitud de interacciones

El Capitulo ?? define los indices multidiana usados en la version consolidada de CADMA-Chem. Esta seccién
conserva un descriptor complementario para analizar poses estdticas de docking: la similitud entre la huella de
interacciones de un candidato y la huella del ligando de referencia de la misma diana. El descriptor no reemplaza los
indices basados en dindmica molecular; sirve para documentar de manera cuantitativa si una pose reproduce contactos
estructuralmente relevantes.

Sea L un candidato, D una diana y ref(D) el ligando de referencia de esa diana. Para cada pose se extrae una
huella de interacciones con ProLIF.Bouysset 2021 1 4 hyella es un vector booleano indexado por pares (residuo, tipo de
interaccién), siguiendo el enfoque de los interaction fingerprints empleados en cribado virtual Peng-2004, Brewerton_2008

Los tipos de interaccién considerados son

F = {HB, 7w, cat—m, puentes salinos, coordinacién a metal}.

Para cada tipo de interaccion f € F se define I(D) como el conjunto de instancias observables en el sitio activo
de D. Cada instancia corresponde a un par especifico, por ejemplo un puente de hidrégeno con un residuo determinado
0 una interaccién aromdtica con un residuo del bolsillo. La funcién

M;(i| L, D) € {0,1}

indica si la instancia ¢ € I (D) estd presente en la pose de L con la diana D.
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La similitud por tipo de interaccion se calculé mediante un coeficiente de Jaccard:

> My(i | L, D) My(i | ref(D), D)
iEIf(D)
> max[My(i | L, D), My(i | ref(D), D)]
iEIf(D)

Simy(L, D) = € [0,1]. (C.1)

El numerador cuenta las interacciones compartidas por el candidato y la referencia. El denominador cuenta las
interacciones presentes en al menos uno de los dos ligandos. Una interaccion presente solo en el candidato reduce la
similitud porque indica desviacion del patrén de referencia.

El indice de similitud de interacciones se obtiene agregando los tipos de contacto con pesos wy:

ISI(L,D) = > wySimg(L, D), > wp=1, ws>0. (C.2)
fer feFr
Cuando no se dispone de evidencia para ponderar tipos de interaccién especificos, se usa wy = 1/|F|. Un valor
ISI = 1 indica que la pose del candidato reproduce la huella de interacciones de la referencia sin contactos adicionales
dentro del conjunto considerado. Un valor IST = 0 indica que no hay coincidencia entre ambas huellas.
Para incluir la especiacion dcido—base sin redefinir el puntaje multidiana del Capitulo ??, la afinidad estatica de
docking puede ponderarse por fraccion molar:

A(‘;ch(La D) = Z Xs (PH) Adock(Ls, D), AdOCk(LSa D) = 7AGdOCk(LSa D) (C3)
seS(L,pH)

Aqui S(L, pH) es el conjunto de especies dcido—base de L consideradas a pH fisiolégico y x es la fraccién molar

de la especie s. Para evitar confusion con el indice dindmico de afinidad definido en CADMA-Chem, la normalizacién
de esta afinidad estdtica se denota Agock:

AY (L,D) —mingep AV (L', D)
maxy/ecr Aggck(L/, D) — mianeﬁ Azl/‘(jck(L/’ D)

AdOCk(L7 D) = (C-4)

La combinacién de ISI y gdock permite reportar, por separado, dos propiedades de una pose: similitud estructural
frente a la referencia y afinidad relativa dentro de la misma diana. En esta tesis el uso de estos descriptores se mantiene
como andlisis auxiliar; la priorizacién final se basa en los criterios definidos en el Capitulo 2?.
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Apéndice D

Capacidad antioxidante

D.1 AOX-I: Depuracion de radicales libres usando QM-ORSA

El protocolo QM-ORSA (Quantum Mechanics-based test for Overall Free Radical Scavenging Activity) permite
estimar constantes de velocidad en solucion, comparables con valores experimentales, para la reaccion entre una molécula
antioxidante y un radical, incorporando especiacion dcido—base, termodindmica y cinética de todos los canales (rutas de
reaccién) plausibles.'*®

La especiacion dcido—base se calcula a partir de pK, y rutas de deprotonacién. A pH de trabajo, cada especie 2
contribuye con su fraccién molar y; (pH). Cuando hay tautémeros relevantes dentro de una misma especie, la contribucién
se pondera con el factor de Boltzmann a 298.15 K. Esta etapa es necesaria porque la reactividad de SET y HAT depende
del estado de protonacién; omitirla introduce sesgos en medios acuosos.

Para cada especie ¢ y cada sitio reactivo s se consideran los mecanismos m que pueden operar frente al radical
R*: transferencia formal de 4tomo de hidrégeno (HAT), transferencia electrénica simple (SET) y formacién de aducto
radicalario (RAF). Un canal cinético se define por la terna (7, s, m). Antes de calcular barreras, se evalda la espontaneidad
con AG® a 298.15 K en el solvente del estudio y con un tinico nivel de teoria para todas las especies implicadas, con el
fin de descartar canales endergénicos. En HAT se considera

X—H+R®* — X® + HR,
en SET
A+R®* —— A*T 4+ R™

y en RAF
M+ R®* — M—R®.

La determinacién de constantes de velocidad se obtiene con el marco tedrico apropiado en cada mecanismo. En HAT
y RAF, cuando se localiza el estado de transicion, la constante activada se calcula con teoria del estado de transicion,

kT < AG1>
k==& exp| ——— |,

donde AG* es la diferencia de energfa libre entre el estado de transicién y los reactivos en el mismo solvente del estudio.
La correccion de tunelaje x es necesaria cuando la barrera es baja y participan enlaces X—H ligeros (especialmente
O-H, N-H); es comtin su estimacién con la aproximacién de Eckart. Para hacer la estimacién de forma sencilla de la
constante de tunelamiento se implemento en python: EasyRate2.0, Figura D.1, los detalles de la aproximacion de Eckart
pueden ser consultados mds adelante en la seccion D.1.1.
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Si en un sitio s hay n hidrégenos equivalentes, se introduce el factor de degeneracion g; = n. La verificacién
de minimos y estados de transicion se hace por andlisis de frecuencias (ausencia o presencia de una sola frecuencia
imaginaria) y, cuando hay dudas de conectividad, con célculos IRC. En SET, la energia de activacién se obtiene con la
teoria de Marcus en solucion, dado que no hay movimientos nucleares,

A AG%r )
AGgET =1 <1 + /\SET>

La energia de reorganizacion A puede estimarse de manera simple como
AR AESET — AGOSET

o tomarse de valores validados para familias estructurales cercanas. La difusién en solucion limita el valor observable
de canales rdpidos; ningiin proceso puede ser mds rdpido que el tiempo que tarda en darse el encuentro por difusion. El
limite difusional se determina con la expresién de Smoluchowski,

kaist = AmrNAD s Rag,

donde R 4 5 es un radio de encuentro efectivo, N 4 es la constante de Avogadro y D 45 es el coeficiente de difusion mutuo
estimado a partir de los valores de D 4 y D, segtin la aproximacion de Stokes-Einstein para la difusion traslacional de

una esfera en un fluido newtoniano: T
B

6mnaaoB

kg es la constante de Boltzmann, 7 la viscosidad dindmica del solvente (Pa - s) y ax el radio hidrodindmico (Stokes)

Dpog =

de la especie X (en m). Las viscosidades 7 usadas por defecto (a 7' ~ 298 K) son:

Tabla D.1: Viscosidad dindmica () de los medios empleados.

Solvente n (Pas)

Agua 0.000 891
Pentil etanoato  0.000 862
Benceno 0.000 604

Fase gas (aire)  0.000 018

La constante observada del canal se obtiene con el esquema de Collins—Kimball

kdiff(ia 5) kact(i7 S, m)

Feapp (i = '
app(l’ 5 m) kdiff(i’ S) + kact(iv S, m)

La constante de especie se calcula sumando todos los canales disponibles con su degeneracion
ki = Z ng kapp(ia S, ’I’)’L),
S m

y la constante global a pH se obtiene ponderando por las fracciones molares

Especies Acido—Base

Koverall (pH) = Z Xi (pH) ki.

=1
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D.1. AOX-I: DEPURACION DE RADICALES LIBRES USANDO QM-ORSA

Esta suma integra el efecto combinado de los multiples sitios, mecanismos y estados de protonacion que coexisten

en solucién. Cuando es util para el anélisis, su descomposicién por mecanismo, sitio y especie puede ser discutida. La
coherencia con los diagramas eH-DAMA se mantiene al usar los mismos entornos y al entender que eH-DAMA provee
un ordenamiento termodindmico, mientras que QM-ORSA confirma y cuantifica en términos de barreras y constantes
de velocidad bajo las mismas condiciones.

[ ] Easy Rate 2.0
Data entry
Run title Example Cage Effects? Yes No @ Print data input? Yes No @
React-1 ‘ Browse H view H clear ‘ [ Clear
reactivot.log B SR
Results (summary) Details
React-2 (f any) | Bowse || vew || cear | Pathway: Example Pathway: Example
Gibbs Free Energy of Imag. Freq. (cm-1): -2518.15
reactivo2.log reaction (kcal/mol): -7.74
Reaction enthalpies (dH)
iti i Gibbs Free Energy of dH reaction (kcal/mol): -7.77
Transition stat B || Energy ction
bt ‘ cbriond H —— — ‘ activation (kcal/mol):  29.03 dH activation (kcal/mol): 17.48
transition state.log
Rate Constant : 8.05e-05 Reaction ZPE (dZPE)
‘ . ‘ dZPE reaction (kcal/mol): -7.8
Product-1 ‘ Browse ‘ view H clear ALPH1:15.21 dZPE activation (kcal/mol): 17.4
ALPH2:22.02
Prodducto1.e
bt u:12.15 Temperature (K): 298.15
Kappa:24908.73
Product-2 (If any) ‘ Browse H view H clear ‘
producto2.log
Tunneling YES @  24908.73
Temperature(K)
Reaction path degeneracy 1
Diffusion (optional)
Yes No @

Do you want to consider diffusion?
Solvent

Viscosity (Pa-s) (If other)

Radius (A) — Reactant-1

Radius (A) — Reactant-2

Reaction distance (A)

Figura D.1: Aplicacion EasyRate 2.0, desarrollada para realizar la estimacion de las constantes de velocidad de acuerdo

al protocolo QM-ORSA. Liga de descarga:

Notes

Rate constant units:

« Bimolecular: M7 s? pH effects are not considered.

+ Unimolecular: s*

D.1.1 Detalles de la implementacién de la barrera de Eckart.

Para reproducibilidad se fijan explicitamente unidades, constantes y nodos de cuadratura. Las entradas del canal son

BARRZPE [kcal mol '],

con |v#| > 0. Las constantes usadas son:

DELZPE [kcal mol '],

See About » Equations for details.

|V = FREQ [cm ™!,

T = TEMP [K],

Constante Valor Unidades
Na 6.0221367 x 102> mol !

h 6.6260755 x 1073%  J-s

c 2.9979246 x 101  cm-s™!
kg 1.380658 x 10723 J.K~!
calto] 4184.0 Jcal™!

BARRZPE y DELZPE son las diferencias de energias electrénicas con correcciones de punto cero (ZPE):

DELZPE

BARRZPE

[ZPE(TS) — ZPE(R) — ZPE(RQ)} :

[ZPE(PQ +ZPE(P2)} - [ZPE(Rl) +ZPE(R2)].


https://agalano.com/research/apps/desktop-apps/
https://agalano.com/research/apps/desktop-apps/
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Ambas se convierten a J-mol~! internamente mediante el factor 4184. Nétese que la correccién de tinel x se construye
con estos términos de ZPE y la frecuencia imaginaria ’Vi |; las contribuciones térmicas y entrépicas para AGH se aplican
aparte en la expresion de Eyring y no intervienen en x.

Parametros adimensionales de la barrera de Eckart. Con BARRZPE, DELZPE, |I/i| y T, se definen:

27 BARRZPE (4184) 27 (BARRZPE — DELZPE) (4184) U he|vt|
a1 = Qo = == .
! Ny hel|vt] 2 N hel|vt] ' kT
=Y V=Y c=trv(-L 4! 2
= —« = —« =T —_—t—) .
1 o 1, 2 o 2,5 8 %) o)

cosh(v/D), D >0,
cos(v—D), D <0,

Ez = —min(Vy,Vs), E_-=3L1{U-Ez), FEy=3U-+E;y).

D:4a1a2—772, DF:{

Cuadratura de Gauss—Legendre y férmula final de x. Con n = 40 nodos (y;,w;) en (—1,1) (listados abajo)
reescalados a [E_, B ]:

[E; +V; [E; + V5
Ei=FE_y;+E,, A =7 %, Ay = %, F, =cosh(A; + Ay), F_ =cosh(4; — As),

40
F.—F_
_ B, '+ -U
/@—E;—lw]e 77+ F+e .

Los nodos y pesos usados son exactamente los siguientes (doble precision recortada al séptimo decimal):

[—0.9982377, —0.9907262, —0.9772599, —0.9579168, —0.9328128,]
—0.9020988, —0.8659595, —0.8246122, —0.7783057, —0.7273183,
—0.6719567, —0.6125539, —0.5494671, —0.4830758, —0.4137792,
—0.3419941, —0.2681522, —0.1926976, —0.1160841, —0.0387724,
0.0387724, 0.1160841, 0.1926976, 0.2681522, 0.3419941,
0.4137792, 0.4830758, 0.5494671, 0.6125539, 0.6719567,
0.7273183, 0.7783057, 0.8246122, 0.8659595, 0.9020988,
0.9328128, 0.9579168, 0.9772599, 0.9907262, 0.9982377 |

{l/j}?il =

[0.0045213, 0.0104983, 0.0164211, 0.0222458, 0.0279370,]
0.0334602, 0.0387822, 0.0438709, 0.0486958, 0.0532278,
0.0574398, 0.0613062, 0.0648040, 0.0679120, 0.0706116,
0.0728866, 0.0747232, 0.0761104, 0.0770398, 0.0775059,
0.0775059, 0.0770398, 0.0761104, 0.0747232, 0.0728866,
0.0706116, 0.0679120, 0.0648040, 0.0613062, 0.0574398,
0.0532278, 0.0486958, 0.0438709, 0.0387822, 0.0334602,
| 0.0279370, 0.0222458, 0.0164211, 0.0104983, 0.0045213 |

{wj};m:l =

Esta férmula reproduce la correccién de Eckart para barreras asimétricas usando como pardmetros tinicamente
Bzpg, AZPE,, ]Vi\ y T, evitando ajustes empiricos adicionales. En la practica:

(i) si AG* < 0, TST no es aplicable y no se reporta una constante (se marca el canal); (i) si AG* > 0 pero Bzpg < 0
(barrera colapsada al incluir ZPE), se fija s = 1y no se integra Eckart; (iii) sélo cuando AG* > 0y Bzpg > 0 se

calcula  por la integral anterior. La frecuencia debe usarse en valor absoluto y en cm™!.
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D.2 AOX-II: Inhibicién de la produccion -OH mediada por metales (OIL: OH-
inactivating ligand)

AOX-II evalda la capacidad de un candidato para atenuar la produccién de -OH asociada a ciclos tipo Fento-
n/Haber—Weiss. Se estudian dos escenarios complementarios. OIL-1: el ligando L coordina al metal redox—activo M
(usualmente Cu o Fe) disminuyendo la reduccion de los iones metalicos al desplazar el potencial de reduccidon del par
M™F /M ™=1 hasta volver desfavorable su reduccién por reductores celulares como ascorbato o O3 ™. OIL-2: una vez
formado -OH en el entorno del complejo, el ligando lo neutraliza de manera inmediata, bien por captura radicalaria o

por f-HAT intracomplejo, evitando dafio a blancos biolgicos préximos.'’?

D.2.1 Acomplejamiento de metales con equilibrios acido—base.

Se consideran rutas de quelacion directa (DCM: Direct Chelation Mechanism) y quelacién acoplada con depro-
tonacién (CDCM: coupled deprotonation-chelation Mechanism). A pH 7.4 se evaliian las especies dcido—base de L,
para cada especie relevante se formulan las reacciones estequiométricas con los acuocomplejos del metal en el mismo
solvente y estado estandar 1 M:

[M(H,0),,]" + LY — [M(L)(H;0),,_] "9 + &k H,O0.
En rutas acopladas, la base conjugada se genera en el mismo medio Hay que volver a modificar con cargas:

[M(H,0),,]" + H,LY — [M(H,_ ;L") (H,0),,_1] "*¢" 4 H* + k H,0.

D.2.2 OIL-1: desplazamiento redox e inhibicion de reacciones tipo Fenton.

Para cada complejo viable se puede estimar, de forma comparativa, el potencial de reduccién en solucién del par
(L))" /(L)) D

AG?
o —1 o d o
AGjred = G([M(L)](n )+) - G([M(L)]TH_)? E” = _T; + ref*
Se emplea la misma referencia para todo el conjunto, de modo que las comparaciones entre ligandos sean internas y
consistentes. Con ese £° pueden obtenerse AG® de transferencia electronica frente a reductores bioldgicos modelo, por

ejemplo
[M(L)]"™" + AscH™ — [M(L)]®~DF 4 Asc®™ + HY, AGsgr = —nF (Ey ) — ERge)s

y andlogamente para el par O,*~ /H,05. Si AGggr > 0, el paso reductor resulta endergénico y la via tipo Fenton se
inhibe en condiciones estdndar. La competencia con agua u otros ligandos se incluye comparando AG° de intercambio:

[M(H0),,]"" + L == [M(L)]"" + mH,0.

Si [M(L)]™" es estable, pero su forma reducida [M(L)]~ D+ no Io es, el ciclo redox se interrumpe por inestabili-
dad estructural del estado reducido; en tal caso se reporta pérdida de coordinacién o desactivacién por cambio de
geometria/espin.

Ademas del andlisis termodindmico anterior, se aplica el procedimiento cinético que usamos para juzgar OIL-1 en
nuestros estudios. Se comparan explicitamente las reducciones cataliticas del centro metélico, en ausencia y en presencia
del ligando, frente a reductores fisiolégicos relevantes. Para el acuocomplejo:

[M(H20),,]"* +Red™ — [M(H,0),,,] ™D+ + Red®,
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y para el complejo con el antioxidante:
[M(L)]"" + Red™ — [M(L)]® D+ 4+ Red®.

Se calculan AG g en el solvente del estudio a 298.15 K'y las barreras de activacion por la teoria de Marcus en solucion,

A AG%r )
AG%ET =7 (1 + /\SET> )

con )\ estimada de forma consistente (o tomada de valores validados para familias pr6ximas). La constante activada se
obtiene con Eyring y se corrige por el limite difusional de Smoluchowski mediante el esquema de Collins—Kimball,
como en AOX-I. La especiacién acido-base de L y de las formas reactivas de Red™ (por ejemplo, AscH™/Asc®™,
O37) se incorpora con fracciones molares a pH 7.4. La disponibilidad de [M(L)]"* se pondera con su fraccién de
complejacion frente a [M(H,0),,,|"" y posibles competidores.

Como métrica operativa, se define la razén

Kapp (IM(L)]"", Red™)

PR = (M(H:0), ] Red )

Un comportamiento OIL-1 eficaz se identifica cuando ® < 1 para reductores fisiolégicos (por ejemplo, O3~ y
AscH™) bajo las mismas condiciones. En ese escenario, el ligando disminuye la velocidad aparente de reduccion
Mt — M®=1+ respecto al acuocomplejo y, por tanto, atenta la entrada al ciclo Fenton/Haber—Weiss. Cuando
se dispone del andlisis de £°, ambos enfoques son complementarios: la termodindmica por potenciales ordena la
factibilidad y el andlisis cinético confirma el efecto inhibidor en términos de kapp a pH y solvente definidos.

D.2.3 OIL-2: neutralizaciéon inmediata de -OH en el entorno del complejo.

Este modo de accién evalda la captura de -OH por el complejo [M(L)]?". Se consideran SET y f-HAT hacia -OH.
Dado el valor de IE en -OH, el sentido viable del SET es desde el complejo al radical hidroxilo (donacién electrénica del
ligando) y no al revés; en fenoles—Cu(Il) se ha mostrado que el HOMO esta asociado principalmente al ligando y que
los procesos SET resultan exergénicos y controlados por difusién, mientras que el cobre acuoso libre [Cu(II) - 4H,0] no
puede desactivar -OH por SET (proceso altamente endergénico).'’> Estos hallazgos sustentan que la coordinacién del
ligando organico es clave para desactivar -OH por SET en OIL-2.!7?

En el canal {-HAT, las fuentes de hidrégeno que alimentan la reaccién son: (i) grupos fenol OH del ligando que
no hayan quedado ocupados por la quelacién; (ii) una molécula de agua coordinada a Cu(Il) en el sitio contiguo al

ligando; y (iii) una molécula de agua en el sitio trans al ligando, en complejos monodentados.'””

En estos complejos
fenol-Cu(Il) las f-HAT son fuertemente exergénicas y, de hecho, sin barrera discernible, mientras que el cobre hidratado
[Cu(II) - 4H,0] no dona H de sus aguas (f-HAT endergénica).'”?

A continuacién se muestran las reacciones representativas de cada canal, considerar que aunque no aparezcan aguas
de forma explicita estas deben ser tomadas en cuenta dependiendo de la esfera de solvatacion del ion metdlico estudiado:

SET (donacién electrénica del complejo hacia -OH):
[M(L)]* + *OH — [M(L*)]“+D+ 4 OH~
Adicién de -OH al ligando (recombinacién radicalaria):

[M(L)]9" + *OH — [M(L-OH)*®]7*"
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f-HAT desde un fenol del ligando hacia -OH:
[M(L-OH)]?" + *OH — [M(L-0*)]?" + H,0
f-HAT desde agua coordinada al ligando:

[M(L)(H0)]" + *OH — [M(L)(HO®)]?* + H,0

D.3 AOX-III: Reparacion quimica de lipidos, proteinas y ADN

AOX-III cuantifica la capacidad de un candidato para revertir dafos oxidativos en blancos modelo de lipidos, residuos
de aminodcidos y nucleésidos, devolviéndolos (idealmente) a su forma previa al dafio. Se sigue el mismo esquema
general de QM-ORSA: (i) definir las especies de interés a pH y solvente de estudio, en este como el conjunto de blancos
oxidados; (ii) evaluar espontaneidad con AG®; y (iii) cuando procede, estimar barreras y constantes de velocidad con
TST (HAT/RAF) o teoria de Marcus (SET), incorporando correcciones de tinel, estado estdndar 1 M, limite por difusién
y especiacion dcido—base. El uso de modelos moleculares sencillos, pero validados, ver Figura D.2, captura tendencias
de reparacién: un fragmento alilico de 4cido linoleico para lipidos; modelos realistas de residuos individuales (Cys, His,
Leu, Met, Trp y Tyr) para proteinas; y 2’-desoxiguanosina (2dG) para ADN (incluyendo 8-OH-dG y 8-0x0-dG como
biomarcadores de dafio).*>73

H H o

Modelo lipidico

OH
v «__NH
o BSH o) o) i
NH
HJLN NH2 H)J\N NH2 H)J\N NH2 H ” 2
H o H o Ho o o)

N-formil-cisteinamida N-formil-leucinamida N-formil-tirosinamida N-formil-tiriptofanamida

(NF-Cys) (NF-Leu) (NF-Tyr) o (NF-Trp)
N
HN
® N
s~ HN=\ PNy N>
14 B X
1 )il ?
A NH oy NH,
"o o HO  Ho
N-formil-metioninamida N-formil-histidinamida 2’-deoxiguanosina
(NF-Met) (NF-His) (2dG)

Figura D.2: Modelos representativos empleados en AOX-III: fragmento alilico de dcido linoleico (lipidos), modelos
realistas de residuos Cys, His, Leu, Met, Trp y Tyr (proteinas), y 2’-desoxiguanosina (ADN).
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D.3.1 Ejemplo de mecanismos de reparacion

Lipidos. Los radicales alilicos y peroxilo (*\ROO) en cadenas insaturadas pueden ser reparados por donacién formal
de H (f-HAT) desde el antioxidante hacia el centro radicalario:

Ant-H + L* — Ant®* + LH (f-HAT)

Proteinas. La reparacién de radicales en residuos como Trp®*, Trp(—H)®, TyrO®, CysS® o MetS** no siempre
sigue el razonamiento directo “el daio define el mecanismo”; aun cuando el blanco haya perdido un electrén o un H, la
via dominante puede implicar secuencias acopladas de de ganancias y/o perdidas de hidrégenos, protones y electrénes.
Esto indica la pertinencia de incluir las especies dcido—base relevantes de blanco y antioxidante para reproducir k
experimentales:

Ant-H + TyrO®* — Ant® + TyrOH (f-HAT), Ant + Trp*™ —— Ant*" + Trp  (SET).

ADN. En 2dG, la oxidacién iniciada por *OH puede comenzar por SET seguido de desprotonacién (misma
estequiometria final que una f-HAT) o por RAF que forma aductos en el anillo imidazdélico; 8-OH-dG y 8-oxo-dG son
productos clave y biomarcadores de estrés oxidante. La reparacion por antioxidantes se describe por:

Ant-H + (2dG,C4*) — Ant® +2dG  (f-HAT),  Ant+ (2dG)*" — Ant** +2dG  (SET).

Transferencia secuencial de atomos de hidrogeno seguida de deshidratacion (TSAHD) en 8-OH-dG

La reparaci6n de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-dG) puede seguir una secuencia de transferencias de hidrégeno
seguidas de deshidrataciéon (TSAHD, por sus siglas en inglés). El objetivo es apagar el aducto radicalario y, posteriormente,
eliminar agua para reconstituir la 2’-desoxiguanosina.

Primer paso: formacién del aducto por *OH
2dG + *OH — 8-OH-2dG*
Segundo paso: reparacion del aducto por donacién de H
8 -OH-2dG* + Ant-H — 8-OH-2dG + Ant®

Tercer paso: deshidratacién
8-OH-2dG — 2dG + H,O

En sistemas donde el intermedio neutro 8 -OH-2dG no conduce directamente a la eliminacién de agua, el segundo paso
puede requerir transferencias adicionales de hidrégeno y/o reacomodos de protones antes de la deshidratacion.
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Apéndice E

GUI para CADMApy y Coédigo Fuente

En este apéndice se presenta una descripcién detallada de la interfaz grafica de CADMApy, asi como el c6digo fuente
del archivo CADMA. py. Se explican las funcionalidades principales y la seccién dedicada al calculo de las puntuaciones
de seleccion. En la parte izquierda de la Figura E.1 se muestra la pantalla de inicio de CADMApy, donde se encuentran
opciones como la creacion de conjuntos de referencia y la generacioén de conformadores a partir de SMILES. En la parte
derecha se aprecia la seccion destinada al cdlculo de los puntajes de seleccidn.

[ J [ J
Name Smiles file:
— Load '.smi' file
[ ] [ ] Welcome to CADMA-py
Acronym Desarrollo de Toxicidad:
Load '.csv' file
Original SMILE Mutagenicidad:
Load '.csv' file
Dosis Letal en Ratas LD50:
{ o Select Disease Load ".csv' file
C A D M A p y " ® 7 | | Neurodegenerativas @ € AMBIT-SA:
% y L i The following values will be used for the exclusion counter: Load ".csv' file
e Property Average StdDev
LD50 1131.37 1588.67 CALCULATE SCORES [&J
M 0.377 0.274
DT 0.743 0.168 CADME-Chem intervals:
SA 74.07 14.318 Property  Min Max
MW 200 480
Welcome to CADMA.py o 291.81 98.53 logP 04 5
logP 2.55 1.63 MR 40 130
20 70
DOCUMENTATION CONTACT & REFERENCES MAGICAL THESIS WRITER L3t 81.67 27.03 X
AX 20.82 6.83 HBLA 0 10
HBLA 3.6 1.86 HBLD 0 5
CREATE A REFERENCE SET SELECTION SCORES CONFORMERS OF SMILES
HBLD 1.42 127 RB 0 10
RB 4.44 2.94 PSA 0 130
PSA 57.53 36.44

PLOT RESULTS i
# ADME props met by RefSet : 8

Figura E.1: Interfaz principal de CADMApy (izquierda) y seccidn para el cilculo de puntuaciones de seleccion (derecha).
Liga de descarga:

Se incluye la documentacién escrita para el programa, que explica en detalle sus funcionalidades y forma de uso, y

que se muestra a continuacion en formato PDF. Posteriormente se presenta el cédigo fuente de CADMA. py para ofrecer
una visién completa del funcionamiento interno del software.

E.1 Documentacion

La documentacién contiene una descripcién exhaustiva de las funcionalidades del software disefiado.


https://agalano.com/research/apps/desktop-apps/
https://agalano.com/research/apps/desktop-apps/

CADMADpy

Manual de Usuario — Version Extendida

Eduardo Gabriel Guzman-Lopez!'?? o Luis Felipe Hernandez-Ayala!s?

Adriana Pérez-Gonzélez' o Miguel Reina® e Annia Galano!

'Dep. de Quimica, UAM-Iztapalapa  2Dep. de Sistemas Biolégicos, UAM-Xochimilco  3Facultad de
Quimica, UNAM

Descarga: agalano.com/research/apps/desktop-apps/

Contacto: eggl.quimica@gmail.com
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1. ;Qué hace el script CADMA.py?

CADMA .py es la herramienta de escritorio del protocolo CADMA-Chem (Computer-Assisted
Design of Multifunctional Antiozidants based on Chemical properties). Su propoésito es concreto:
comparar una serie de derivados moleculares contra un conjunto de farmacos de referencia y pro-
ducir una puntuacién que resuma qué tan favorable es cada candidato en tres frentes simultaneos
— propiedades ADME, toxicidad y accesibilidad sintética.

La herramienta no reemplaza el modelado farmacocinético detallado, el desarrollo de QSAR
completo ni el juicio experto en quimica medicinal. En cambio, ofrece una capa de puntuacion
transparente que permite tamizar listas grandes de moléculas de forma consistente y rastreable,
antes de invertir recursos en calculos de mayor nivel.

El protocolo CADMA-Chem en tres etapas

Etapa 1 — Conjunto de referencia. Se elige la enfermedad o contexto terapéutico, se
recopilan los farmacos orales aprobados para ella y se calculan sus estadisticas ADMETSA.
Este conjunto sirve como ancla de normalizacion.

Etapa 2 — Tamizaje rapido (aqui actia CADMA.py). Los derivados propuestos se
evaliian contra el conjunto de referencia. Se calculan scores de ADME, toxicidad y sintesis
que se combinan en una puntuaciéon global Sg.

Etapa 3 — Refinamiento computacional. Los mejores candidatos pasan a acoplamiento
molecular, termoquimica cuantica, cinética quimica y, eventualmente, sintesis experimental.

1.1. Diagrama general del protocolo

~
MODULO CENTRAL

‘ Etapa 3 ‘
l l

g 5 Generar derivados o
Seleccionar enfermedad > ‘ —_— Docking molecular

(SMILE-It u otro) l

Calcular Sapme, ST, Termoquimica / cinética

|
|
|
|
|
|
|
l ! Ssa, Ss
|
|
|
!
[ Sintesis y evaluacion
|
|
|
|

I
!
|
|
|
|
|
|
|
|

‘ Etapa 1 ‘ : ‘ Etapa 2 — CADMA.py ‘

l

Recopilar farmacos orales

RefSet

l

Ranking — seleccién Top-N —

Calcular estadisticas
ADMETSA (RefSet)

Subset 1

2. Instalacion

CADMA . .py requiere Python 3.10, 3.11 o 3.12. El paquete incluye scripts que automatizan
toda la instalacién y crean un entorno virtual aislado.
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2.1. Diagrama de instalaciéon

Opcién A Con Conda Opcién B Sin Conda

- 3. No
Descargar CADMA-py.zip Ins;jizz E;IEI}::;: Zrlgmr

| ¥

conda env create -f CADMA.yml

|

conda activate CADMA

Windows: setup.bat

l Mac/Linux: bash setup.sh
python CADMA.py Y

l No Revisar errores

comunes (§2.3)
[ v Funciona }

Windows: run.bat
Mac/Linux: bash run.sh

|

[ v Funciona ]

2.2. Comandos de instalaciéon y ejecucion

Sistema Instalacion Ejecucion Conda

Windows setup.bat run.bat conda activate CADMA
macOS bash setup.sh bash run.sh conda activate CADMA
Linux bash setup.sh bash run.sh conda activate CADMA

La instalacién toma 5-10 minutos. En sesiones posteriores solo se necesita el comando de la
columna Fjecucion.

2.3. Dependencias

Python 3.10-3.12 numpy 1.26.4  pandas 2.1.4 rdkit 2023.09.4
matplotlib 3.8.4 py3Dmol 2.1.0 pillow >10.0 scipy

2.4. Errores comunes

Error Solucién

Python no encontrado Reinstale desde python.org. En Windows marque
Add Python to PATH y reinicie el equipo.

Tkinter no disponible (macOS) brew install python-tke3.10

Tkinter no disponible (Ubuntu/Debian) sudo apt install python3.10-tk
Tkinter no disponible (Fedora/RHEL)  sudo dnf install python3.10-tkinter

Nada funciona Use la  Opcion A (Conda) o escriba a
eggl.quimica@gmail.com.

3. Modbdulos de la aplicacién
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La pantalla de inicio presenta cinco botones. Los tres moédulos principales implementan las Eta-
pas 1y 2 del protocolo CADMA-Chem maés la generacién de conformadores.

Médulo Funcién
é CREATE A REFERENCE SET Construye el conjunto de referencia; registra la enfer-
£ medad para sesiones futuras.
E SELECTION SCORES Evalua derivados y calcula Sg, SapMmE, ST, SSA-
SMILES 1o 3D Genera conformadores 3D en formato SDF.
% DOCUMENTATION Abre este manual dentro de la aplicacion.
<

CONTACT & REFERENCES Afiliaciones y referencias bibliograficas con hiper-
vinculos.

Persistencia entre sesiones

Cada conjunto de referencia creado se guarda en valores_enfermedades.json ¥y
disease_files.json dentro de la carpeta de la aplicaciéon. La enfermedad aparece au-
toméaticamente en el menu Select Disease de todas las sesiones futuras.

4. Mo6édulo 1 — Create a Reference Set

Este modulo construye el conjunto de farmacos de referencia (RefSet) que sirve como ancla esta-
distica para comparar derivados. CADMA .py calcula las propiedades fisicoquimicas directamente
desde los SMILES usando RDKit, y lee los datos de toxicidad y sintesis desde archivos externos.

4.1. Archivos de entrada

Archivo Formato Columna requerida

SMILES del RefSet .smi / .csv name y smile. Sin columna de nombre, se generan
etiquetas automaticas (Mo1_001, ...).

Toxicidad en el desarrollo CSV (TEST) Pred_Value (valores 0-1)

Mutagenicidad CSV (TEST)  Pred_Value (valores 0-1)

LD50 oral en ratas CSV (TEST) Pred_Value:_mg/kg o Pred_Value:mg/kg

Accesibilidad sintética CSV (AMBIT) SA. Elimine manualmente las filas vacias al inicio
y al final.

4.2. Coémo usarlo

Paso 1

Ingrese el nombre de la enfermedad en Disease name. Este campo es obligatorio y sera el
identificador de la enfermedad en el ment desplegable.

Paso 2

Cargue los cinco archivos con los botones de carga. Una marca v/ confirma cada archivo
cargado correctamente.
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Paso 3

Haga clic en Process data —. CADMA .py calcula las propiedades con RDKit, filtra los
compuestos con datos faltantes y muestra los resultados en el panel de texto.

Paso 4

Cuando se le solicite, elija la ruta y nombre para guardar. Al confirmar, la nueva enfermedad
queda registrada de forma permanente.

4.3. Propiedades calculadas

Simbolo Propiedad Fuente

MW Masa molar (g/mol) RDKit Descriptors.MolWt
logP Coef. de particion octanol/agua RDKit Descriptors.MolLogP
MR Refractividad molar RDKit Descriptors.MolMR
AtX Conteo de dtomos pesados RDKit Descriptors.HeavyAtomCount
HBLA Aceptores de enlace H (Lipinski) RDKit CalcNumLipinskiHBA
HBLD Donadores de enlace H (Lipinski) RDKit CalcNumLipinskiHBD
RB Numero de enlaces rotables RDKit CalcNumRotatableBonds
PSA Area polar superficial topologica (A%2) RDKit CalcTPSA

DT Toxicidad en el desarrollo (0-1) TEST

M Mutagenicidad (0-1) TEST

LD50 LD50 oral en ratas (mg/kg) TEST

SA Accesibilidad sintética (escala 1-100)  AMBIT

4.4. Archivos de salida

» {nombre}_RefSet.csv — datos limpios de los farmacos (compuestos con algtn valor faltante
son excluidos).

= {nombre}_SummaryStatistics.csv — media, desviacién estandar, minimo, méximo, media-
na, varianza, asimetria y curtosis de cada propiedad.

El panel de resultados también muestra la lista de compuestos excluidos por datos faltantes, para
que sea posible identificar la magnitud de los datos incompletos en el conjunto inicial.

5. Propiedades ADME e intervalos CADMA-Chem

Antes de detallar el modulo de puntuaciones, es tutil entender qué mide cada propiedad y por
qué los intervalos tienen los valores que tienen.

5.1. ;Qué mide cada descriptor?

Los descriptores que calcula CADMA.py estan directamente relacionados con la probabilidad
de que un compuesto sea absorbido por via oral, distribuido al sitio de accién y eliminado sin
acumularse. El razonamiento detras de cada uno es el siguiente.

MW — Masa molar. Las moléculas grandes tienen mayor dificultad para atravesar membranas
biologicas por difusion pasiva. Por encima de ~500 Da la permeabilidad cae de forma significativa.

logP — Lipofilicidad. Equilibra la solubilidad acuosa (necesaria para disolverse en fluidos
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corporales) y la permeabilidad a través de membranas lipidicas. Valores muy negativos implican
poca permeabilidad; valores muy positivos implican poca solubilidad y riesgo de toxicidad por
acumulacién en tejido graso.

HBLD y HBLA — Donadores y aceptores de enlace de hidrégeno. Cada par de enlace
de hidrégeno que una molécula necesita “desvestir” de su capa de hidratacién para cruzar una
membrana tiene un costo energético. Muchos donadores o aceptores penalizan la permeabilidad
pasiva.

PSA — Area polar superficial topolégica. Es una medida integrada de la polaridad mole-
cular: suma las contribuciones de todos los atomos polares. Correlaciona bien con la absorcion
intestinal y la penetracion al SNC. Por encima de ~140 A2 la absorcién oral cae por debajo del
10 %.

RB — Numero de enlaces rotables. La flexibilidad conformacional tiene dos efectos opuestos:
permite que una molécula se adapte a un sitio de unién, pero también aumenta la entropia
conformacional y puede reducir la biodisponibilidad oral.

MR — Refractividad molar. Refleja el volumen y la polarizabilidad de la molécula. Es 1til
como control de tamano molecular més fino que MW sola; el rango de Ghose (40-130) corresponde
a moléculas de tamano tipico de farmacos orales.

AtX — Atomos pesados. Conteo directo de la complejidad estructural. Compuestos con
menos de 20 atomos pesados tienden a ser demasiado simples para mostrar selectividad; mas de
50-70 tienden a tener problemas de sintesis y PK.

5.2. Intervalos CADMA-Chem y su origen

Los intervalos que usa CADMA.py se construyeron como la interseccion restrictiva de los cri-
terios de drug-likeness mas usados en la literatura, con énfasis en compuestos con potencial de
penetracion al SNC, dado el enfoque original en enfermedades neurodegenerativas.

Regla / autor MW logP HBLD HBLA PSA (AQ) RB MR AtX
Lipinski (Rob) <500 <5 <5 <10 — — —
Ghose 160-480 —0.4-5.6 — — — — 40-130  20-70
Veber — — — — <140 <10 —
Walters & Murcko 200-500 —2-5 <5 <10 — <8 —  20-50
Teague (lead-like) 100-350 1-3 — — - — —
CNS-oriented <400 2-4 <3 <6 <70 — —
CADMA-Chem 200-480 —-0.4-5.0 0-5 0-10 0-70 0-8 40-130 20-50

Los intervalos CADMA-Chem son coherentes con varias heuristicas de la industria farma-

céutica:

= Pfizer 3/75: logP > 3 y PSA < 75 A% — mayor riesgo de toxicidad por permeabilidad
excesiva.

= Pfizer 2/100: HBLD < 2 y PSA < 100 A2 — buena probabilidad de absorcion oral.

» GSK 4/400: logP < 4 y MW < 400 — menor probabilidad de fracaso clinico por
toxicidad.
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» Ventana CNS: PSA < 60-70 A2, MW < 400, logP 2-4 — favorece penetracion al SNC.

» Teague (lead opt.): Los leads tempranos con MW 100-350 y logP 1-3 dejan margen
para crecer durante la optimizacién sin salirse del espacio drug-like.

Los intervalos son editables en la interfaz para adaptarse a quimiotipias especializadas o

rutas de administraciéon no orales.

6. Modulo 2 — Selection Scores

Este es el nicleo de CADMA .py: evaltia cada derivado en tres dimensiones (ADME, toxicidad,
sintesis), normaliza cada puntuacion respecto al conjunto de referencia y combina todo en un
puntaje global Sg.

6.1. Coémo usarlo

Paso 1

Complete en el panel izquierdo:

Name — nombre del proyecto.

Acronym — sigla para etiquetar los derivados (ACR, ACR-1, ...); obligatorio.

SMILES to make comparisons — SMILES del compuesto lider (opcional; si se indica,
ese compuesto recibe el acronimo y se resalta en las graficas).

Paso 2

Seleccione la enfermedad en Select Disease. Los promedios y desviaciones estandar del
RefSet se cargan automéaticamente y todos los campos son editables. El boton (ver datos)
abre la tabla completa del conjunto de referencia.

Paso 3

Cargue los cinco archivos en el panel central (mismo formato que en §4.1).

Paso 4

Revise los intervalos CADMA-Chem (editables) y haga clic en CALCULATE SCO-
RES —. Se pedira la ruta para guardar.

Paso 5

Para visualizar, haga clic en PLOT RESULTS (grafica), elija la columna y confirme.

6.2. Logica de calculo

El flujo interno de CADMA .py es el siguiente:
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Archivo SMILES de derivados

¥
Calcular MW, logP, MR, AtX, Calcular S
HBLA, HBLD, RB, PSA (RDKit) ” aleuiar SADME
v )

Leer DT, M, LD50 Calcular St

(archivos TEST) (SLpso, Sar, Sor)
¥ )
Leer SA (archivo AMBIT) —»{ Calcular Ssa J

v

Unir todo en una tabla
— filtrar filas con N/A 1 Ss = 0.4 SapmEe + 0.4 Sr + 0.2 Ssa

6.3. Definicion de las puntuaciones

En todas las formulas, los valores con subindice ‘“ref” son los promedios del conjunto de referencia
de la enfermedad seleccionada.

6.3.1. Bloque ADME — SADME

Para cada propiedad P se evalia si el valor del derivado cae dentro del intervalo CADMA-Chem
[men7 Pméx]3
1 si Py < P(i) < Paa
ADMEP(Z) _ min > ( ) > I'max
0 en otro caso
Se evaltan las ocho propiedades: MW, logP, MR, AtX, HBLA, HBLD, RB, PSA.

La puntuacion ADME suma todos los indicadores y los normaliza por ¥ ApME ref, que es el nimero
de propiedades que el propio RefSet cumple dentro de los mismos intervalos:

> ADMEp(i)
2

Y ADME, ref

SapMmE(1) =

Un derivado que cumple exactamente las mismas propiedades que el RefSet obtiene Sapme = 1.

6.3.2. Bloque de toxicidad — Sp

Los tres subpuntajes de toxicidad comparan al derivado contra el promedio del RefSet mediante
logaritmos:

) 1+ LD50(z
Srpso(i) = 1+ 10g1o(—())

1+ LD50,t

Un LD50 mayor que el del RefSet (menos toxico agudo) produce Srpso > 1.
1 —i—M(z’)) 1 +DT(7L))

1+ Mref 1+ ﬁref

Para M y DT, valores menores que el RefSet producen puntajes > 1. El “4-1” evita el logaritmo de cero.

Sy(i)=1- loglo( Spr(i) =1-— loglo(

_ Supso(d) + Sum (i) + Spr (i)
3

St(7)
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Promedio aritmético de los tres subpuntajes toxicologicos.
El score combinado ADMET también se reporta en los archivos de salida:
SapMmET (%) = SapME(4) + S7(7)
Util para graficas de dos dimensiones que separen el desempeiio ADME del toxicologico.
6.3.3. Bloque de sintesis — Sga
_ SA(®)
SAref

Ssa > 1 indica que el derivado es mas facil de sintetizar que los farmacos de referencia. En la escala AMBIT,

Ssa(7)

valores mas altos de SA significan mayor facilidad sintética.

6.3.4. Puntuaciéon global — Sg

Los tres bloques se combinan con pesos fijos que reflejan su importancia relativa en el contexto
del protocolo CADMA-Chem:

Ss(i) = 0.4 Sapme(i) + 0.4 Sp(i) +0.2 Ssa(7)
—_——— —_——— —_————
peso ADME peso toxicidad  peso sintesis

Los derivados con Ss > 1 superan globalmente al conjunto de referencia. Los resultados se ordenan de mayor a

menor Ss.

Interpretacion practica de Sg

Ss = 1 es el umbral de referencia: el derivado es, en promedio, tan “bueno” como los farmacos
del RefSet. Sg > 1 indica mejora global — puede venir de mejor ADME, menor toxicidad,
mayor facilidad de sintesis, o una combinacién de las tres. Un puntaje alto en un bloque
puede compensar deficiencias en otro, por eso siempre conviene revisar SApMmE, ST ¥ Ssa
de forma individual ademés de Sg.

6.4. Archivos de salida

» {nombre}_SS.csv — tabla completa con todas las puntuaciones (Sapmg, ST, Ssa, SADMET,
Sg), las banderas ADME individuales y las propiedades originales, ordenada por Sg.
= {nombre}_SS_SummaryStatistics.csv — estadisticas de todas las propiedades.

6.5. Grafica de resultados (PLOT RESULTS)

La grafica de barras permite visualizar cualquier columna numérica del archivo de resultados.
Caracteristicas:

El compuesto lider (acrénimo) se resalta con barra oscura y trama diagonal.

Al graficar Sg, una linea punteada en Sg = 1 marca el umbral del RefSet.

Las etiquetas del eje X se ajustan dinamicamente al nivel de zoom.

La barra de herramientas de matplotlib permite hacer zoom, desplazarse y guardar a 300 dpi.
Si no hay datos calculados en la sesiéon actual, se pide cargar un _SS.csv existente.

7. Médulo 3 — SMILES to 3D

10
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Genera conformadores 3D en formato SDF para continuar el flujo de trabajo en programas de
modelado molecular (Gaussian 16, ORCA, DataWarrior, AutoDock, etc.).

7.1. Dos vias de entrada

Panel izquierdo — desde _SS.csv Panel derecho — lista de SMILES

Cargue un archivo _SS.csv generado por Pegue cadenas SMILES directamente en
SELECTION SCORES. Especifique cuantos el area de texto, una por linea. Los SMI-
de los mejores Compuestos por SS conver- LES invalidos se omiten automaticamen-
tir a 3D. Opcionalmente fuerce la inclu- te; se reporta el nimero de linea de los
sion de un acrénimo especifico sin impor- problematicos para facilitar la correcciéon.

tar su posicién en el ranking.

7.2. Algoritmo de generacion de conformadores

El ntmero de conformeros de prueba se ajusta automaticamente segtiin la flexibilidad de cada
molécula mediante el siguiente flujo:

SMILES — MolFromSmiles

|

Agregar hidrogenos explicitos (AddHs)

1

Generar N conférmeros con ETKDGvV3 (estricto)

.2 intento: ETKDGvV3 relajado
(useRandomCoords=True)

|

(Algin No Molécula omitida
conférmero? (se reporta la linea)

lb'},

Optimizacién con campo de fuerza UFF
(UFFOptimizeMoleculeConfs)

l

Conservar el de menor energia — SDF

7.3. Archivos de salida

= smiles_3D.sdf — un conformero por molécula. Cada entrada contiene las coordenadas 3D
del conférmero de menor energia UFF.

» structures_grid.png— representaciones 2D en cuadricula (4 estructuras por fila, 500x500 px
cada una).

11



CADMA . .py — Manual de Usuario QTA-UAMI

Nota importante sobre las estructuras generadas

Los conformeros no incluyen efectos de disolvente y no han sido optimizados con méto-
dos de nivel electronico. Son puntos de partida para optimizaciones subsiguientes (DFT,
ONIOM, dinédmica molecular), no geometrias finales. Para calculos de energia de enlace o
acoplamiento molecular es indispensable re-optimizar con el método apropiado.

8. Conjuntos de referencia incluidos

CADMA . .py incluye por defecto dos conjuntos de referencia, construidos a partir de farmacos
orales actualmente aprobados o en evaluacién clinica:

Conjunto MW logP LD50 (mg/kg) SA
Neurodegenerativas 291.31  2.55 1131.37  74.07
Sindrome de Rett 289.77  2.22 1751.04 76.98

Los usuarios pueden anadir nuevos conjuntos de referencia usando el médulo CREATE A RE-
FERENCE SET. Cada nuevo conjunto queda disponible de forma permanente en el menu Select
Disease.

9. Cémo citar CADMA.py

= Guzman-Lopez, E.G.; Reina, M.; Perez-Gonzalez, A.; Francisco-Marquez, M.; Hernandez-
Ayala, L.F.; Castanieda-Arriaga, R.; Galano, A. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13246. https:
//doi .org/10.3390/1jms232113246

s Guzman-Loépez, E.G.; Reina, M.; Hernandez-Ayala, L.F.; Galano, A. Antioridants 2023, 12,
1256. https://doi.org/10.3390/antiox12061256
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E.2 Fragmentos representativos de CADMA. py

El cédigo fuente completo estd disponible en agalano.com/research/apps/desktop-apps/. Se presentan aqui los fragmentos que implementan la 16gica central del

protocolo.
Dependencias e inicializacion

Cédigo E.1: Importaciones y configuracion global de CADMA. py

import tkinter as tk

from tkinter import filedialog, ttk, scrolledtext, messagebox

import pandas as pd

from rdkit import Chem, rdBase

from rdkit.Chem import PandasTools, Descriptors, rdMolDescriptors, AllChem
import os

import numpy as np

from matplotlib.figure import Figure

from matplotlib.backends.backend tkagg import FigureCanvasTkAgg, NavigationToolbar2Tk
import matplotlib.pyplot as plt

import webbrowser

from rdkit.Chem.AllChem import GetConformerRMS

import subprocess

import json

from documentation import open_notebook

import matplotlib as mpl
mpl.rcParams.update({
"font.family": "serif", # algo tipo LaTeX
"font.size": 10,
"axes.labelsize": 11,
"axes.titlesize": 12,
"xtick.labelsize": 8,
"ytick.labelsize": 8,
"figure.dpi": 150,
"savefig.dpi": 300,
"axes.spines.top": False,
"axes.spines.right": False,
"axes.grid": False, # apagamos grid global, lo controlamos a mano
"text.usetex": False # usamos mathtext, no LaTeX externo (mds portable)
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Intervalos CADMA-Chem

Cddigo E.2: Definicion del diccionario de intervalos de aceptabilidad ADME

-

# Definicidn de rangos QTA-Lipinski

rangos = {
'MW': (200, 400),
'logP': (2, 3),

'MR': (40, 130),
'AtX': (20, 50),

'"HBLA': (0, 6),
'"HBLD': (0, 3),
'‘RB': (0, 10),
'PSA': (0, 70),

Calculo de X ApmE ref

Cédigo E.3: Funcién que determina cudntas propiedades del RefSet cumplen los intervalos CADMA-Chem

~000000
def calcular suma adme enfermedad(enfermedad: str) -> int:
csv_path = disease files.get(enfermedad, None)
if not csv _path or not os.path.exists(csv path):
print(f"[Aviso] No se encontré archivo RefSet para '{enfermedad}'. Usando len(rangos) como fallback.")
return len(rangos)

try:
df_ref = pd.read_csv(csv_path)

except Exception as e:
print(f"[Aviso] Error leyendo RefSet '{csv_path}' para '{enfermedad}': {e}")
return len(rangos)

suma = 0
for prop, (min val, max val) in rangos.items():
if prop not in df_ref.columns:
continue

serie = pd.to_numeric(df_ref[prop], errors="coerce").dropna()
if serie.empty:
continue

avg = float(serie.mean())
#Debug para ver que intervalos se estdn leyendo.

L6l
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# print(f"[DEBUG] {enfermedad} - {prop}: avg={avg:.2f}, rango=({min_val}, {max val}) "
# f'-> v{'" if min val <= avg <= max val else x''}")

if min val <= avg <= max val:
suma += 1

if suma ==
print(f"[Aviso] Ninguna propiedad ADME pudo evaluarse para '{enfermedad}'. Usando len(rangos) como fallback.")

return len(rangos)

return suma

Calculo de descriptores ADME desde SMILES

Cdédigo E.4: Célculo de MW, logP, MR, AtX, HBLA, HBLD, RB y PSA mediante RDKit

-000000v ¥ v X—---{0—

def load_and_process_smiles for RefSet(smiles file):
Lee el archivo de SMILES del Reference Set (puede ser .smi/.smiles/.txt/.csv),
normaliza a columnas ['name','smile'] y calcula las propiedades ADME:
MW, logP, MR, AtX, HBLA, HBLD, RB, PSA.

Devuelve un DataFrame con:
['name', 'smile', 'ROMol', 'MwW', 'logP', 'MR',
'"AtX', 'HBLA', 'HBLD', 'RB', 'PSA']
if not smiles file:
raise ValueError("No se proporciond archivo de SMILES para el Reference Set.")

# 1) Leer SMILES con la funcién unificada
smiles df = load smiles with names(smiles file, label="SMILES (reference set)")

# 2) Crear ROMol y filtrar invalidos
smiles df["ROMol"] = smiles df["smile"].apply(Chem.MolFromSmiles)

invalid count = smiles df["ROMol"].isna().sum()
if invalid_count > 0:
print(f"[Aviso] Se encontraron {invalid count} SMILES invéalidos en '{smiles file}' y serdn descartados.")

smiles_df = smiles_df[smiles_df["ROMol"].notna()].copy()

if smiles_df.empty:
raise ValueError("Después de filtrar SMILES invalidos, no quedd ningln compuesto valido en el Reference Set.")

# 3) Calcular descriptores ADME bédsicos
smiles df["MW"] = smiles_df["ROMol"].apply(Descriptors.MolWt).round(2)
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smiles df["logP"] = smiles_df["ROMol"].apply(Descriptors.MolLogP).round(2)

smiles df["MR"] = smiles df["ROMol"].apply(Descriptors.MolMR).round(2)

smiles df["AtX"] = smiles_df["ROMol"].apply(Descriptors.HeavyAtomCount)

smiles df["HBLA"] = smiles df["ROMol"].apply(rdMolDescriptors.CalcNumLipinskiHBA)
smiles_df["HBLD"] = smiles_df["ROMol"].apply(rdMolDescriptors.CalcNumLipinskiHBD)
smiles df["RB"] = smiles_df["ROMol"].apply(rdMolDescriptors.CalcNumRotatableBonds)
smiles df["PSA"] = smiles df["ROMol"].apply(rdMolDescriptors.CalcTPSA).round(2)

return smiles df

Evaluacién binaria por intervalo y calculo de puntuaciones

Cddigo E.5: Funcién en_rango y célculo de St pso, Sas, Spot, ST, Ssa, SAbME ¥ Ss

-00000v Xv X——=--[0—vvv=[]

def en_rango(valor, propiedad):

if propiedad in ran
return 1 if ran
else:

gos:
gos[propiedad] [0] <= valor <= rangos[propiedad][1l] else 0

raise ValueError(f'La propiedad {propiedad} no tiene un rango definido."')

# Carga y procesamiento de los archivos CSV
prop ADME = load and process smiles(prop_adme file, results text, name, acronimo, smile original var.get() if smile original var else None)
if prop_ ADME is None or not all(col in prop_ ADME.columns for col in rangos.keys()):

raise ValueError('El archivo ADME no contiene todas las columnas necesarias.')

~000000v ¥vX¥—---{0—vvv=0
cleaned_data['S LD50']
cleaned _data['S M']
cleaned data['S DT']

cleaned data['S T'] =

cleaned data['S SA'] =

=1+ np.loglO((1 + cleaned data['LD50']) / (1 + farmacos_1d50_avg))
=1 - np.loglO((1 + cleaned data['M']) / (1 + farmacos_m_avg))
=1 - np.loglO((1 + cleaned data['DT']) / (1 + farmacos dt avg))

(cleaned data['S LD50'] + cleaned data['S M'] + cleaned data['S DT']) / 3.0

(cleaned data['SA'] / farmacos_sa_avg)

linea_acronimo = cleaned_data[cleaned data['Compound'] == acronimo]

print(linea acronimo)

cleaned data['S_ADME']

cleaned _data['S_ADMET']

= cleaned _data[columnas_adme].sum(axis=1) / float(suma_adme calc)

= cleaned_data['S ADME'] + cleaned_data['S T']

-J00000v XvX—---0—vvv=[]0

cleaned data['S S'] = (cleaned data['S ADMEPesada'] + cleaned data['S TPesada'] + cleaned data['S SAPesada']).round(3)
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Generacion de conformadores 3D

Cddigo E.6: Heuristica de conformadores por enlaces rotables y generacion ETKDGv3 + UFF

~000000v ¥v ¥—--{0—vv~v=-0c00000v~00

def

def

heuristic_num_confs(mol):
Decide cuédntos conformeros generar en funcidén del nimero de enlaces rotables (RB).
Pensado para moléculas tipo farmaco.

rb = rdMolDescriptors.CalcNumRotatableBonds(mol)

if rb <= 2:
return 10 # moléculas muy rigidas
elif rb <= 5:
return 20 # flexibilidad moderada
elif rb <= 8:
return 30
elif rb <= 12:
return 50
else:
return 75 # muy flexibles; podrias subir a 100 si quieres

generate_3d_conformations(data_frame, num_confs=None, progress_bar=None):
Genera conformaciones 3D usando ETKDGv3 + UFF.

Si num_confs es None, decide cudntos conformeros generar por molécula
usando una heuristica basada en el nlimero de enlaces rotables (RB).

Estrategia:
1) Intento "estricto" con ETKDGv3 por defecto.
2) Si no se generan conformeros, intento "relajado"
(useBasicKnowledge=False, enforceChirality=False, useRandomCoords=True).
# Parametros estrictos (por defecto)
ps_strict = AllChem.ETKDGv3()
ps_strict.clearConfs = False

total = len(data_frame)

mol 3d list = []
best etkdg conf list = []

for idx, (_, row) in enumerate(data frame.iterrows(), start=1):
smi = row['smile']

try:
mol = Chem.MolFromSmiles (smi)
if mol is None:
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mol_3d list.append(None)
best etkdg conf list.append(None)
if progress bar:

update progress(progress_bar, idx, total)

continue

# Heuristica para numero de conformeros si el usuario no especifica
n_confs = num_confs if num_confs is not None else heuristic_num_confs(mol)

mol 3D = AllChem.AddHs (mol)

# 1) Intento estricto

cid_list = AllChem.EmbedMultipleConfs(
mol 3D,
numConfs=n_confs,
params=ps_strict

# 2) Si falla, intento relajado
if not cid_list:
ps_relaxed = AllChem.ETKDGv3()
ps_relaxed.clearConfs = False

ps_relaxed.useBasicKnowledge = False

ps_relaxed.enforceChirality = False
ps_relaxed.useRandomCoords = True

cid_list = AllChem.EmbedMultipleConfs(

mol 3D,
numConfs=n_confs,
params=ps_relaxed

# Si adn asi no hay conformadores, marcamos como None

10¢
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Apéndice F

Scripts para tratamiento de estructuras

F.1 Scripts para bisqueda conformacional

A continuacién se muestran los scripts desarrollados para manipular bloques de estructuras disefiadas a lo largo del
flujo de trabajo del protocolo CADMA.
Para la bisqueda coformacional en CREST se emplea el Script F.1, con una plantilla cuya estructura se muestra en

Cédigo F.1: Script para realizar la bisqueda de conférmeros en CREST

# --- Step 1: Run CREST to generate conformers ---
# Create file.toml for optimization

cat > file.toml <<EOF

#CREST optimization input file

input="$INPUT_XYZ'

runtype="'ancopt'

optlev="tight'

threads=32

[[calculation.levell]
method="gfnff"

#solvent:

gbsa='water'

#open shell (1), closed shell(0):
uhf = 0

#charge:

chrg = 0

EOF

echo "Activating CREST environment and running optimization..."

#Path where the CREST bin directory is installed
export PATH="/home/servidorqta/.conda/envs/crest/bin:$PATH"

# Verify if CREST is activated correctly

if [[ "$(which crest)" != "/home/servidorqta/.conda/envs/crest/bin/crest" 11; then
echo "Error: CREST environment couldn't been activated."
exit 1

fi

echo "Environment 'crest' activated."
echo "Running CREST optimization..."

crest --input file.toml

if [ ! -f crestopt.xyz 1; then
echo "Error: crestopt.xyz not found. Optimization failed."
exit 1

fi
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# Create search.toml for conformer search
cat > search.toml <<EOF

#CREST conformer search input file
input='crestopt.xyz'

runtype="'imtd-gc'

threads=32

[[calculation.level]]
method="gfn2"

#solvent:

gbsa='water'

#open shell (1), closed shell(0):

uhf = 0

#charge:
chrg = 0
EOF

echo "Running CREST conformer search..."

crest --input search.toml

if [ ! -f crest conformers.xyz ]; then
echo "Error: crest _conformers.xyz not found. Conformer search failed."
exit 1

fi

Cédigo F.2: Script para extraer coordenadas cartesianas de las entradas del software Gaussian

#!/usr/bin/env bash
# Extrae coordenadas cartesianas desde archivos .gjf de Gaussian a formato .xyz.
# Uso: ./script to extract xyz from gjf.sh archivo.gjf > salida.xyz

set -euo pipefail

if [[ $# -1t 1 ]]; then
echo "Uso: $0 archivo.gjf" >&2
exit 1

fi

gif file="$1"

# Extrae lineas de coordenadas con 4 columnas: elemento x y z
awk '
BEGIN {in_coords=0}
/"~[[:space:11*$/ {
if (in_coords==0) {
in_coords=1
next
} else if (in_coords==1) {
exit

}
in_coords==1 && NF>=4 {
if ($1 ~ /~[A-Za-z1[A-Za-2]17%/) {
print $1, $2, $3, $4

n++
}
}
END {
if (n==0) {
print "No se detectaron coordenadas en " FILENAME > "/dev/stderr"
exit 2
}
}

' "$gjf _file" | awk 'BEGIN{c=0} {rows[c++]=$0} END{print c; print "Extraido de " ARGV[1]; for(i=0;i<c;i++) print rows[i]}'

"$gjf_file"

Cédigo F.3: CREST: pipeline para conformeros
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#!/usr/bin/env bash

set -euo pipefail

for mol in *.xyz; do
crest "$mol" -gfn2//...

done

F.2 Scripts para PyMOL

Cédigo F.4: Scripts para el tratamiento de ligandos en el sitio activo de COMT

from pymol import cmd

def extract pocket ligands(ligand obj="ref lig obj", radius=6.0):

Para cada objeto cargado:
- Selecciona organicos dentro de 'radius' A del ligando obj
- Crea un objeto nuevo llamado <obj> lig si encuentra algo
objs = cmd.get_object list()
for obj in objs:

# Saltar el objeto del ligando de referencia

if obj == ligand obj:

continue

sel _name = f"{obj} pocket lig sel"
cmd.select(sel name,
f"({obj} and organic and not resn HOH+S04+P04+GOL+EDO+PEG) within {radius} of {ligand obj}"

if cmd.count atoms(sel name) > 0:
new obj = f"{obj} lig"
cmd.create(new obj, sel name)
print(f"[0K] {obj} -> {new obj}")
else:
print (f"[SKIP] {obj}: no se encontré ligando en el pocket (d<{radius} A)")

# Registrar comando en PyMOL
cmd.extend("extract_pocket_ligands", extract_pocket_ligands)

Cdédigo F.5: Script para numerar repeticiones de ligandos en el sitio activo de COMT

from pymol import cmd

def resn_summary(obj="ligands_pocket"):
Muestra cuadntos residuos (chain,resi) hay de cada resn en 'obj'.
Util para identificar SAM, SAH, DNC u otros muy repetidos.
model = cmd.get_model(obj)
resn_to instances = {}

for at in model.atom:
resn = at.resn
key = (at.chain, at.resi)
resn_to_instances.setdefault(resn, set()).add(key)

print(f"\nResumen de resn en objeto '{obj}':")
print(f"{'RESN':<6} {'N_residuos':>10}")

print("-" * 20)

# Ordenar por numero de residuos (de mayor a menor)

for resn, instances in sorted(resn to instances.items(),
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key=lambda kv: len(kv[1]),
reverse=True):
print(f"{resn:<6} {len(instances):>10}")

cmd.extend("resn_summary", resn_summary)

Cédigo F.6: Script para eliminar ligandos muy repetidos en el sitio activo de COMT

from pymol import cmd

def collapse frequent resn(obj="ligands pocket", max rep="4"):
Para cada resn con mds de min occ residuos (chain,resi), conserva
solo una instancia y elimina las demés.
# Convertir a entero porque PyMOL pasa strings

max_rep = int(max_rep)

model = cmd.get model(obj)
resn_to_instances = {}

# Construir mapa resn -> lista de (chain,resi)

for at in model.atom:
resn = at.resn
key = (at.chain, at.resi)
resn_to_instances.setdefault(resn, set()).add(key)

# Procesar cada resn

for resn, instances in resn to instances.items():
instances = list(instances)
n = len(instances)

if n <= max_rep:
# No estd suficientemente repetido, NO eliminar

continue

# Elegir UNA instancia a conservar
chain_keep, resi keep = instances[0]

sel remove = (
f"{obj} and resn {resn} "
f"and not (chain '{chain_keep}' and resi {resi keep})"

cmd. remove(sel remove)
print(f"[INFO] {obj}: resn {resn} tenia {n} ocurrencias -> "
f"conservo chain {chain_keep}, resi {resi_ keep}")

cmd.extend("collapse frequent_resn", collapse frequent resn)

Cdédigo F.7: Script para cargar el consenso farmacoférico con peso en PyMOL

from pymol import cmd
import csv
from collections import defaultdict

def load _consensus with weight(csv_file, prefix="consensus"):
Carga un farmacéforo de consenso desde un CSV y crea
UN OBJETO POR TIPO DE INTERACCION:

consensus_HydrogenAcceptor
consensus_HydrogenDonor
consensus_Hydrophobic

etc.
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14

15 Canales visuales:

16 - Color -> tipo farmacoférico (fijo por tipo)

17 - Radio -> columna 'radius' (tolerancia geométrica)
18 - Transparencia -> degradado por peso DENTRO de cada tipo
19 mas opaco = mayor 'weight’

20 men

21

22 # Borrar previamente cualquier cosa que empiece con ese prefijo
23 cmd.delete(prefix + "*")

24

25 # Leer CSV y agrupar por tipo (columna 'name')

26 rows by type = defaultdict(list)

27 with open(csv_file) as f:

28 reader = csv.DictReader(f)

29 for r in reader:

30 if "pame" not in r or "x" not in r or "y" not in r or "z" not in r or "radius" not in r:
31 continue

32 rows_by type[r["name"]].append(r)

33

34 if not rows by type:

35 print("[ERROR] No se encontraron filas validas en el CSV.")
36 return

37

38 # Colores por tipo de interaccidén (ajusta si quieres)

39 COLOR MAP = {

40 "HydrogenDonor": "tv_blue",

41 "HydrogenAcceptor": "tv_red",

42 "Hydrophobic": "yellow",

43 "Aromatic": "orange",

44 "AromaticRing": "orange",

45 "PositiveIon": "purple",

46 "NegativeIon": "cyan",

47 }

48

49 created _objs = []

50

51 # Recorremos cada tipo de interaccién por separado

52 for ftype, rows in rows by type.items():

53 obj name = f"{prefix} {ftype}"

54 created_objs.append(obj_name)

55

56 # Extraer pesos para este tipo

57 weights = []

58 for r in rows:

59 try:

60 w = float(r.get("weight", 1.0))

61 except ValueError:

62 w=1.0

63 weights.append(w)

64

65 wmin, wmax = min(weights), max(weights)

66

67 # Rango de transparencias (0 = opaco, 1 = invisible)
68 alpha max = 0.95 # peso minimo -> casi invisible
69 alpha_min = 0.00 # peso maximo -> opaco

70

71 # Intensidad del efecto (>=1.0). 1.0 = lineal, —24 = mas dramdtico.
72 | # intensity = 3.0

73

74 # Crear pseudodtomos para este tipo

75 for i, r in enumerate(rows, start=1):

76 try:

77 w = float(r.get("weight", 1.0))

78 except ValueError:

79 w=1.0
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if wmax == wmin:
t = 0.5 # todos igual -> transparencia intermedia
else:
t = (w - wmin) / (wmax - wmin) # normalizado —01 dentro de ESTE tipo
# Curva exponencial para hacer mas visible la diferencia
# t exp = t ** intensity

# Interpolar transparencia dentro de este tipo

alpha =

alpha_max - (alpha_max - alpha_min) * t

float(r["x"])
float(r["y"])
float(r["z"])

rad = float(r["radius"])

# Creamos el pseudoatomo
cmd.pseudoatom(obj_name, pos=[x, y, z], vdw=rad)

# 0J0: indice local dentro del objeto, NO global
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