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Resumen

Se llevo a cabo un disefio computacional sistematico para desarrollar derivados del
compuesto 2-(2’-hidroxifenil) benzoxazol, HBX), identificado como un prometedor
candidato para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Se emple6 el
protocolo CADMA-Chem (A Computational Protocol Based on Chemical Properties
Aimed to Design Multifunctional Antioxidants), que permitié6 generar 30,172
derivados a través de la incorporacion de grupos funcionales al esqueleto quimico
de HBX. Para la seleccion de los mejores candidatos, se calculdé un Puntaje de
Seleccion (Pf), basado en un andlisis simultdneo de las propiedades ADMETSA
(absorcion, distribucidén, metabolismo, excrecion, toxicidad y accesibilidad de
sintesis), con lo que se identificaron tres derivados con propiedades dptimas para

actuar como antioxidantes multifuncionales.

El potencial neuroprotector de HBX y sus derivados se evalué mediante docking
molecular, analizando las energias de unidén con una serie de receptores biologicos
clave implicados en desdrdenes neurodegenerativos como Parkinson, Alzheimer y
Esclerosis Lateral Amiotroéfica, entre ellos: AChE, NMDAr, COMT, MAO-B, olR,
S5HT2A, A2Ar, SOD, XO y PPARy. Asimismo, se utilizé la metodologia QM-ORSA
(Quantum Mechanics-Based Test for Overall Free Radical Scavenging Activity) para
cuantificar la capacidad antioxidante primaria del derivado mas prometedor. Los
resultados indicaron que este compuesto exhibe una constante de velocidad global
en medio acuoso 30,688 veces superior a la antioxidante de referencia que es Trolox,
posicionandolo como un candidato altamente eficiente en la neutralizaciéon de

radicales libres.
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Abstract

A systematic computational design was conducted to develop derivatives of the
compound 2-(2'-hydroxyphenyl) benzoxazole, HBX), identified as a promising
candidate for the treatment of neurodegenerative disorders. The CADMA-Chem
protocol (A Computational Protocol Based on Chemical Properties Aimed to Design
Multifunctional Antioxidants) was employed, generating 30,172 derivatives through
the incorporation of functional groups into the chemical scaffold of HBX. To select
the best candidates, a Selection Score (P°) was calculated based on a simultaneous
analysis of ADMETSA properties (absorption, distribution, metabolism, excretion,
toxicity, and synthetic accessibility), finding three derivatives with best properties

to function as multifunctional antioxidants.

The neuroprotective potential of HBX and its derivatives was evaluated through
molecular docking, analyzing the binding energies with a series of key biological
receptors involved in neurodegenerative disorders such as Parkinson’s,
Alzheimer’s, and Amyotrophic Lateral Sclerosis, including AChE, NMDAr, COMT,
MAO-B, o1R, 5HT2A, A2Ar, SOD, XO, and PPARy. Additionally, the QM-ORSA
methodology (Quantum Mechanics-Based Test for Overall Free Radical Scavenging
Activity) was used to quantify the primary antioxidant capacity of the most
promising derivative. The results showed that this compound shows a global rate
constant in an aqueous medium 30,688 times higher than the reference antioxidant,

Trolox, positioning it as a highly efficient candidate for neutralizing free radicals.
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Abreviaturas

ASRefSet: Promedio de la accesibilidad sintética del conjunto de farmacos de referencia
MRefSet: Promedio de la mutagenicidad del conjunto de firmacos de referencia
TDRefSet: Promedio de toxicidad en el desarrollo del conjunto de firmacos de referencia
AGg: Puntaje de acoplamiento ponderado del derivado

AGY: Puntaje de acoplamiento ponderado del sustrato

5HT2A: Receptor de serotonina SHT2A

A2Ar: Receptor de adenosina 2°
AChE: Acetilcolinesterasa
ADME: Adsorcion, Distribucion, Metabolismo y Excresion

ADMETSA: Adsorcién, Distribucion Metabolismo, Excresion, Toxicidad y
Accesibilidad Sintética.

ADN: Acido Desoxirribonucleico

APH: Aceptores de puentes de hidrogeno

AS: Accesibilidad sintética

ASBX: Valor de la accesibilidad sintética de derivados de HBX
ASP: Area superficial polar

BDP: Banco de Datos de Proteinas

CADMA-Chem: Disefio Asistido por Computadora de Antioxidantes
Multifuncionales, basado en propiedades quimicas (Computer-Aided Design of

Multifunctional Antioxidants based on chemical properties)
COMT: Catecol-o-metil transferasa
CTCZ: Correcciones de Tunelaje con Curvatura Zero

Da: Coeficiente de difusion del reactivo A (radical)
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Das: Coeficiente de difusion mutua de los reactivos A (radical) y B (antioxidante)
Ds: Coeficiente de difusion del reactivo B (antioxidante)

DEpropiedad: Desviacion estindar de propiedades

dHBX: Derivados de HBX

DLso: Dosis Letal media

DPH: Donadores de puentes de hidrogeno

EDE: Energia de disociacion de enlace

EI: Energia de Ionizacion

ELA: Esclerosis Lateral Amiotrdfica

EO: Estrés oxidativo

ERO: Especies oxigenadas reactivas.

ET: Estado de transicion

FAR: Formacion De Aducto Radicdlico

f: Fraccion Molar

Gs(A): Energia libre de Gibbs en solucion acuosa de la base conjugada (A)
Gs(B): Energia libre de Gibbs en solucion acuosa de la base conjugada (B)
h: Constante de Planck

HBX: 2-(2’-hidroxifenil) benzoxazol

k: Constante de velocidad

kapp: Constante de velocidad aparente

ks: Constante de Boltzmann

Kc: Constante de equilibrio en unidades de concentracion

ko: Constante de difusion

kgiovar: Constante de velocidad global
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Ke: Constante de equilibrio en unidades de presion

ktota: Constante de velocidad total

Log P: Logaritmo de la constante de reparto octanol-agua
log Se: Puntaje poligénico

M: Mutagenicidad

MAO-B: Monoaminoxidasa tipo B

M4HBX: Valor de la mutagenicidad para derivados de HBX
MM: Masa molar

MSC: Modelo solvente continuo

N/A: No Aplica
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libres (Quantum mechanics-based test for overall free radical scavenging activity)
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R: Constante de los gases
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1. Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas son trastornos que, en general, empeoran con
la edad, con patofisiologias muy diferentes e incompleta comprension de sus causas
y mecanismos, lo que lleva a que los tratamientos usados hasta el momento sean
efectivos solo parcialmente. De hecho, no existen curas actualmente para estas
enfermedades. A medida que la poblacion mundial envejece, aumenta su
prevalencia. Sus efectos incluyen deterioro de la memoria, la cognicion y el
movimiento.'? La necesidad de encontrar tratamientos eficientes para las
enfermedades neurodegenerativas es urgente. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) predice que, en 20 afos, estas enfermedades superaran al cancer para
convertirse en la segunda causa de muerte, después de las enfermedades
cardiovasculares, a nivel mundial.3*

El estrés oxidativo (EO) se ha relacionado con el desarrollo de numerosas
enfermedades y desordenes degenerativos tales como: Alzheimer,>® Parkinson,
esclerosis lateral amiotrdfica (ELA), algunos tipos de cdncer,” arterosclerosis,®
enfermedades cardiovasculares,’ neuropatias, inmunodeficiencias y envejecimiento
prematuro. El EO aparece como consecuencia de un desequilibrio entre la
produccién y el consumo de oxidantes en los organismos vivos. Entre estos
oxidantes los identificados como mads dafinos son las llamadas especies reactivas
derivadas del oxigeno (ERO).? Las ERO son producidas continuamente en el cuerpo
durante procesos tales como la respiracion y algunas funciones inmunes mediadas
por células. Sin embargo, cuando sus niveles sobrepasan las concentraciones
saludables se vuelven daninos. Promueven reacciones en cadena de radicales libres,
afectando biomoléculas cruciales para la vida como los acidos nucleicos, los lipidos,

las proteinas, los acidos grasos poliinsaturados y los hidratos de carbono.! Ademas,
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el dafno al ADN puede provocar mutaciones que han sido asociadas a mas de 100
enfermedades.!? Por ello, el estudio de compuestos quimicos capaces de combatir el
EO constituye una importante area de investigacion actualmente. A ellos nos
referimos como antioxidantes quimicos, ya que su actividad no involucra
interaccion con receptores bioldgicos, sino rutas quimicas especificas para depurar

oxidantes.

Los antioxidantes desempefian un papel clave a nivel quimico mediante tres
mecanismos principales: la captura de radicales libres (capacidad antioxidante
primaria), la quelacion de iones metalicos de transicion prooxidantes (capacidad
antioxidante secundaria) y la reparaciéon de moléculas biologicas (capacidad
antioxidante terciaria). Dependiendo de su versatilidad para actuar a través de uno
o varios de estos mecanismos, los antioxidantes pueden clasificarse como especificos

o multifuncionales.

El organismo humano ha desarrollado defensas antioxidantes naturales como
enzimas especificas (superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y otros
compuestos no enzimaticos que limitan el impacto de las ERO. Estos antioxidantes
biologicos actian tanto en medios acuosos como lipidicos, inhibiendo la
peroxidacién lipidica y las reacciones de radicales catalizadas por metales. Sin
embargo, cuando los niveles de oxidantes superan la capacidad antioxidante del
organismo, se incrementa el riesgo de dano oxidativo, un factor implicado en

enfermedades cronicas y degenerativas.

Dentro de este contexto, las enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson,
el Alzheimer y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), entre otras, representan un
reto considerable para el desarrollo de tratamientos eficaces. Estas patologias
multifactoriales suelen involucrar multiples vias de sefalizaciéon y mecanismos que,

al interactuar, contribuyen a la progresion de la enfermedad. Por lo tanto, el disefio
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de farmacos multifuncionales, que combinen varios mecanismos terapéuticos en
una sola molécula, podria ofrecer ventajas en términos de eficacia y seguridad. Un
enfoque terapéutico basado en la multi-funcionalidad podria reducir los efectos
secundarios y evitar el uso de multiples medicamentos, cada uno de ellos con un

objetivo especifico.!¥1415

Un ejemplo prometedor de esta clase de compuestos es el 2-(2'-hidroxifenil)
benzoxazol (HBX), cuya accion antioxidante y de quelacion metalica se ha estudiado
en modelos de ratones de ELA. Los estudios han demostrado que el HBX logra
retrasar la aparicion de la enfermedad, prolongar la vida y reducir la falta de
actividad neuromuscular, ademas de disminuir marcadores de dafo oxidativo y la
agregacion de proteinas asociadas a esta patologia.'® Estos efectos sugieren que HBX
podria mitigar la progresion de la ELA, lo que hace atractiva la idea de desarrollar
derivados que no solo conserven estas propiedades beneficiosas, sino que también
presenten un perfil multifuncional para ampliar su aplicacion en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y otros desérdenes neuronales. De ahi que
nuestro objetivo principal en esta investigacion es realizar el disefio racional de
neuroprotectores de 2-(2'-hidroxifenil) benzoxazol considerando las propiedades
que un farmaco oral debe cumplir, ademds de que no sean tdxicos y que sean

facilmente sintetizables.
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2. Antecedentes

2.1 CADMA-Chem (Disefio Asistido por Computadora de Antioxidantes

Multifuncionales, basado en propiedades quimicas)

Es un protocolo desarrollado para identificar posibles candidatos para el tratamiento
de enfermedades multifactoriales. Aunque inicialmente se ha utilizado para la
buisqueda de neuroproteccion, también puede ser util para otros beneficios en salud.
CADMA-Chem!” se caracteriza por tomar en cuenta una amplia variedad de
criterios al seleccionar los candidatos mas prometedores. Estos criterios incluyen:
perfil fisicoquimico similar al de fdrmacos, toxicidad, viabilidad de sintesis quimica,
actividad de captura de radicales libres, quelacion de metales, capacidad para
reparar moléculas biologicas dafiadas por oxidacion y comportamiento de ligando
multiobjetivo, especialmente en su interaccion con acetilcolinesterasa (AChE),
catecol-o-metil transferasa (COMT) y monoaminoxidasa tipo B (MAO-B) que estan

vinculadas con las enfermedades de Parkinson y Alzheimer."”

El protocolo CADMA-Chem ha demostrado su eficacia en diversos estudios, siendo
aplicado para el disefio de antioxidantes en contextos especificos. Por ejemplo, se
empleo para determinar las propiedades antioxidantes de la catequina y uno de sus
derivados de glucosidos (glucdsidos (catequina-3' O- a glucopiranosido).!® En otros
dos articulos se realizé una investigacion exhaustiva sobre la actividad antirradical
de la galangina.®? Otros autores investigaron las propiedades antirradicales de
derivados del 2,4-diacetilfloroglucinol, un compuesto polipeptidico con actividad
antimicrobiana,? utilizando el mapa eH-DAMA del protocolo CADMA-Chem.
También se evalud el potencial antioxidante de urolitinas, metabolitos derivados de
polifenoles, y se encontrd que, excepto urolitina B, superan en actividad a

antioxidantes naturales como trolox, acido eldgico y melatonina.?? Ademas se
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identificaron derivados de isatina bajo la estrategia de “un farmaco-multiples
objetivos”, destacando un derivado por su actividad antioxidante, antidiabética,
anti-Alzheimer y antiartritica.”® Asi mismo, en nuestro grupo de investigacion se
disefiaron derivados de melatonina,® sesamol,® chalcona,?® acido p-cumarico,?”
rasagilina,® acido ferulico,”quinolina,® y acido cafeico® utilizando el protocolo
CADMA-Chem, los cuales demostraron un destacado potencial antioxidante y
neuroprotector. Estos trabajos resaltan versatilidad y de este protocolo en la
prediccion de propiedades quimicas y funcionales para el disefio de farmacos

multifuncionales con propiedades neuroprotectoras.

2.2 Enfermedades multifactoriales

Las enfermedades multifactoriales son el resultado de multiples factores de riesgo
que son determinados tanto genéticamente como ambientalmente.®? En el dmbito
clinico, se han desarrollado enfoques de tratamiento basados en objetivos multiples,
destacando el uso de estrategias polifarmacéuticas. El creciente reconocimiento de
estas enfermedades se debe, en parte, a los avances de la medicina en el control de
las enfermedades infecciosas y otras condiciones agudas de salud. Como
consecuencia, la mayor esperanza de vida ha incrementado la prevalencia de estas

patologias, que afectan predominantemente a las personas mayores.®

Entre las enfermedades multifactoriales mas destacadas se encuentran los trastornos
neurodegenerativos, como el Alzheimer, el Parkinson y la esclerosis lateral
amiotroéfica (ELA), que afectan a millones de personas a nivel global. Estas patologias
se caracterizan por su naturaleza compleja y multifactorial, lo que dificulta su

tratamiento y manejo.>*

181 Pagina



Actualmente, los tratamientos disponibles se centran en la combinacion de
diferentes farmacos que actian de forma independiente sobre diversos factores
etiologicos o sobre los organismos causantes de la enfermedad. Este enfoque busca

abordar la complejidad inherente de estas patologias desde una perspectiva integral.

2.3 Farmacos multifuncionales

Un paradigma emergente en el desarrollo farmacolodgico sugiere el uso de moléculas
capaces de actuar sobre multiples componentes, conocidas como farmacos
"multifuncionales”, "multipotenciales" o "pluripotenciales". Aunque las grandes
companias farmacéuticas aun priorizan el enfoque de un solo objetivo, estudios
recientes han evidenciado que los objetivos proteicos presentan una redundancia
significativa, lo que refuerza la utilidad de los farmacos multifuncionales para

abordar trastornos complejos de manera mas eficaz.?®

El potencial de los farmacos multifuncionales dirigidos a receptores para tratar
trastornos del sistema nervioso central es prometedor. Estos farmacos pueden
disefiarse con capacidades como acciones paliativas y modificadoras de la
enfermedad, generacion de respuestas terapéuticas sinérgicas, prevencion de efectos
no deseados, mejora de caracteristicas especificas (como la penetracidon de la barrera
hematoencefalica) y prolongacién de la eficacia terapéutica. Este enfoque promete
aumentar la eficacia de los tratamientos, optimizar las dosis y reducir los efectos
secundarios, marcando un avance significativo en el desarrollo de medicamentos

para enfermedades complejas.*

Las estructuras moleculares de algunos de los farmacos mas utilizados para tratar

enfermedades neurodegenerativas.¥’4 se presentan en la Tabla 1. La amplia
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utilizacion de estos farmacos ha llevado a que se establezcan como el conjunto de

farmacos de referencia, o como base, para el desarrollo de nuevos farmacos.

Tabla 1. Conjunto de farmacos de referencia con propiedades neuroprotectoras.

Compuesto Compuesto Compuesto
Estructura Estructura Estructura
(# CAS) (# CAS) (# CAS)
Amantadina ) Entacapona Oj“ N i | Prociclidina
(768-94-5) (130929-57-6) | 1 ! ~ (77-37-2) )71
Atuzaginstat /
8 Escitalopram Rasagilina . /

(2211981-76-7)

(128196-01-0)

(136236-51-6)

Baclofeno Fingolimod m Remacemida . O
(1134-47-0) N i . (162359-55-9) ) (128298-28-2) N O
b
Benserazida /\)C')\ N\/@O Galantamina [ Riluzol XO\@[*
(14919-77-8) |~ ¥ T 17 (357-70-0) LA (1744-22-5) v
Benzatropina Hidralazina g Rivastigmina 1 |
AN P NS
(86-13-5) —@o O (86-54-4) ©¢. (123441-03-2) i
Biperideno @E)CL Ladostigil \ . j// Ropinirol Z H
N__O R N
(514-65-8) O | (209349-27-4) | Y U0 (91374-21-9) %/V e
[0}
Blarcamesina ;?’j L-DOPA o I . Rotigotina
195615-83-9 O 59-92-7 N 99755-59-6 PP
[9)
/'~ /
Levitiraceta I
Brexpiprazol /\‘)L Selegilina
?Uwomo m 4 ©\/LT/\\

(913611-97-9)

(102767-28-2)

~

(14611-51-9)

Bromocriptina
(25614-03-3)

Masitinib
(790299-79-5)

QQﬁNg*M

Simufilam
(1224591-33-6)
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N N .
Cabergolina KLNE,, (\JH:?L Melatonina \OO/\C Tacrina P
A L |
N“S0 N

(81409-90-7) S H (73-31-4) N~ (321-64-2) N
Cafeina SN N/> Memantina Tetrabenazina N
(58-08-2) OJ\T ¥ (19982-08-2) (58-46-8) ° T

Curcumina 9 9 | Opicapona o LS OO Tizanidina /QEN\’

g iiegr| PP )'\56 s -
i

(458-37-7) : “| (923287-50-7) ol (51322-75-9) ¢

o

Dantrol o | Pimavanseri ; Tol o
antroleno . oy O L olcapona /‘/“\’: %
(7261-97-4) | TV 0 oot ) QLD agosasny | N G

Z=

Donepezilo -’ Piribedil () Trihexifenidilo
° NESNTYN \/@%
(120014-06-4) | (3605-01-4) L 0 (144-11-6) O o
Acido . .
Ei ; . p . ! Valiltramiprosa .

icosapentaenoi ramipexo A~ 0

2 [ > to NN
co AAAAAAAAAS (104632_26_0) K )\N/u\ ;

(1034190-08-3)
(86227-47-6)

2.4 Docking Molecular

El acoplamiento molecular se ha consolidado como una técnica fundamental entre
las herramientas computacionales para el descubrimiento de farmacos basado en
estructuras de la macromolécula conocida como receptor y la molécula pequena
conocida como ligando. Es un método que analiza la conformacion y la orientacion
(conocidas juntas como la "pose") de las moléculas en el sitio de unién de un objetivo
macromolecular.*! Los algoritmos de busqueda generan posibles poses, las cuales se

clasifican mediante funciones de puntuacion.
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Las estructuras de estas macromoléculas se pueden obtener del Base de Datos de
Proteinas (PDB, por sus siglas en inglés),*? que proporciona acceso a las coordenadas

atomicas 3D obtenidas mediante métodos experimentales.

Esta técnica, que pertenece a los métodos de "disefio de fadrmacos basado en
estructuras", se desarroll6 por primera vez entre mediados de la década de 1980 y
principios de la de 1990. Su propdsito inicial fue predecir como se unen compuestos
activos a sus objetivos bioldgicos y realizar evaluaciones virtuales de extensas
bibliotecas digitales de compuestos, lo que permite reducir costos y agilizar el

proceso de descubrimiento de nuevos farmacos.*

La busqueda de tratamientos efectivos o preventivos para las enfermedades
neurodegenerativas se ha vuelto una necesidad urgente debido al aumento en la
prevalencia de estos trastornos. A pesar de los multiples estudios realizados sobre
estas patologias, las causas exactas de su aparicion siguen siendo inciertas, y atin no
se han encontrado curas definitivas. No obstante, existen varios hallazgos clave que
contribuyen a comprender su desarrollo. Factores como la deficiencia de
neurotransmisores, el estrés oxidativo, la disfunciéon mitocondrial, asi como la
agregacion, el mal plegamiento y la fosforilacion de proteinas son procesos que
juegan un papel fundamental en la neurodegeneracion y la muerte neuronal. Se ha
demostrado que los inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO)* Ila
acetilcolinesterasa (AChE),* la catecol-O-metiltransferasa (COMT),* el receptor de
N-metil-D-aspartato (NMDAr),* el receptor Sigma-1 (01R),* el receptor de
serotonina (5HT2A)* y el receptor de adenosina2A (A2Ar)* tienen efectos
terapéuticos en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el

Alzheimer, el Parkinson y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

Por otra parte, el superoxido dismutasa (SOD)>'*? y la xantina oxidasa (XO)**>* son
enzimas clave en el metabolismo celular, particularmente en la regulacion de
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especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales juegan un papel fundamental en
diversas enfermedades neurodegenerativas. Estas enzimas participan activamente
en el control del estrés oxidativo, un factor critico implicado en el dano celular y la
progresion de enfermedades como el Parkinson y el Alzheimer. Ademas, el receptor
gamma activador por proliferador de peroxisoma (PPARYy) tiene un potencial
terapéutico en enfermedades neurodegenerativas debido a sus efectos en la

inflamacion y el metabolismo celular.>

3. Objetivos

3.1 Objetivos General

Disefiar computacionalmente derivados de 2-(2’-hidroxifenil) benzoxazol (HBX)

para su posible aplicacion en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

3.2 Objetivos Particulares

1) Disenar derivados de HBX por sustitucion de grupos funcionales, buscando
potenciar su actividad antioxidante y neuroprotectora.

2) Determinar los pardmetros fisicoquimicos de HBX y de sus derivados
disefiados para determinar sus propiedades de adsorcidn, distribucion,
metabolismo y excrecion (ADME).

3) Determinar la toxicidad y la accesibilidad sintética HBX y de sus derivados
disefiados, utilizando cédigos computacionales QSAR.

4) Calcular puntajes de seleccion y de eliminacién de HBX y de sus derivados
disefiados considerando sus propiedades ADME, toxicidad y accesibilidad

sintética para analizar su viabilidad como farmacos.
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5)

6)

7)
8)

Evaluar su capacidad antioxidante primaria utilizando descriptores de
reactividad.

Realizar acoplamiento molecular de los derivados disefiados mas
prometedores para comportarse como neuroprotectores, considerando
receptores especificos asociados a las enfermedades de Parkinson, Alzheimer
y Esclerosis Lateral Amiotrofica.

Identificar los candidatos mas prometedores.

Evaluar la capacidad antioxidante primaria frente al radical hidroperoxilo

mediante la metodologia QM-ORSA.

4. Hipotesis

Se asume que la modificacion estructural de 2-(2’-hidroxifenil) benzoxazol (HBX),
mediante la adicion de grupos funcionales especificos, podria potenciar sus
propiedades antioxidantes y neuroprotectoras, y asi mejorar su eficacia en el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

5. Metodologia

5.1 Diserio de antioxidantes multifuncionales. Herramientas QSAR.

5.1.1 Generacion de derivados

Se seleccionan grupos funcionales que puedan potenciar la multifuncionalidad de
un esqueleto quimico conocido. Estos grupos funcionales cumplen funciones
especificas que pueden contribuir a la actividad antioxidante mediante diversos

mecanismos: participacion en reacciones con radicales libres, mejora de la capacidad
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para atravesar la membrana lipidica, participacién en la quelacion de metales
(inhibidores de reacciones tipo Fenton en formacion de radicales libres OH), entre

otras ventajas quimicas y bioldgicas. Los grupos funcionales seleccionados incluyen

-OH, -SH, -NHz, -OCHs, -COOCHs, -F, -Cl y -CF3.

El siguiente paso en el proceso es seleccionar los sitios de sustitucion en el esqueleto
quimico elegido, denominado HBX, en el que se consideraron ocho sitios posibles
ver Figura 1. Esto permite cubrir todas las posibles estructuras quimicas, de modo

que se realice un barrido exhaustivo de las combinaciones de sustitucion.

Rq HO Rg
R N
N R,
R; 0
R, Rs Re

Figura 1. Estructura HBX donde -R indican los sitios de sustituciones posibles para la

obtencion de los derivados.

Se consideraron tanto sustituciones individuales como multiples en el esqueleto
HBX, y se definié un maximo de hasta tres sustituciones simultaneas (n =3). Asi, se

generaron derivados con sustituciones mono-, di- y tri-sustituidas.

Para obtener estos derivados se utilizo la aplicacion Smile-it.>® Esta herramienta
requiere como datos de entrada el SMILE! del esqueleto quimico, los sustituyentes
a emplear, los sitios de sustitucidn, y la cantidad de sustituciones simultaneas a
considerar. Con esta informacion, el programa genera un archivo de salida que
contiene la lista de SMILE de cada uno de los derivados obtenidos. Estos SMILE se

utilizan luego como entrada en distintos programas para calcular diferentes

1 Identificador de estructuras moleculares basado en cadenas de caracteres ASCII.
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propiedades de interés en este trabajo. Los pardmetros y programas empleados se

describen en las siguientes secciones.

5.1.2 Propiedades de Toxicoldogicas T.E.S.T.

La Herramienta de Estimacion de Toxicidad (Toxicity Estimation Software Tool, por sus

siglas en inglés T.E.S.T.)” permite estimar facilmente la toxicidad utilizando métodos

QSAR?. Se obtuvieron tres pardmetros de interés que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Pardmetros obtenidos con en el software T.E.S.T.

Parametros

Caracteristica

Dosis letal media (DLso)

Describe la cantidad del compuesto
quimico investigado, por peso corporal
en (mg/Kg), que ocasiona la muerte del
50% de ratas después de la ingesta oral.

Mutagenicidad de Ames (M)

Una sustancia es positiva a
mutagenicidad si aumenta el numero
de colonias relevantes en una o mas
cadenas de Salmonella.

Toxicidad en el desarrollo (TD)

Prueba de toxicidad que evalta si una
sustancia puede afectar a un feto o cria
en desarrollo. La prueba analiza el
potencial de una sustancia para causar
efectos adversos, como defectos de
nacimiento, retraso en el desarrollo o
mortalidad.

Cabe destacar, que en los casos en los que el programa no identifica estructuras

similares dentro de su base de datos, no puede estimar los valores de las

2 Son modelos matematicos que establecen una relacion entre la estructura quimica de un

compuesto y su actividad biologica o propiedades fisicoquimicas.
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propiedades de toxicidad. Esto se debe a que los modelos QSAR dependen de la
comparacion con compuestos previamente caracterizados para generar predicciones

confiables.

5.1.3 Accesibilidad Sintética

La viabilidad de sintesis se estima empleando el software Ambit-SA
(SyntheticAccessibilityCli),*® que es una herramienta para la prediccion tedrica de la
accesibilidad sintética de moléculas organicas. El modelo de accesibilidad sintética
(AS) de Ambit-SA utiliza cuatro descriptores moleculares ponderados, que
representan diferentes caracteristicas estructurales y topoldgicas, combinados en un
esquema aditivo. El cdlculo de la AS para una sola molécula puede realizarse
introduciendo directamente el SMILE de la molécula en el software. El resultado se
expresa como una puntuacion de 0 a 100, donde el valor 100 representa la

accesibilidad sintética maxima, es decir, la molécula es mas facil de sintetizar.”

5.1.4 Propiedades fisicoquimicas (ADME)

Las denominadas propiedades de Absorcion, Distribuciéon, Metabolismo y
Excrecion (ADME), se estimaron utilizando RDKIT, que es una coleccion de
programas informaticos y algoritmos de aprendizaje automadtico aplicados a la

quimica, escritos en C++ y Python.®

Al calcular los parametros ADME de los derivados disefiados de HBX, se tomaron
en cuenta las reglas de Lipinski,® Ghose,® Veber,®® Muggen® y Egan,® estas se basan
en propiedades fisicoquimicas que son las siguientes: coeficiente de particion
octanol-agua (Log P), drea de superficie polar (ASP), nimero total de dtomos

pesados (NAP), masa molar (MM), aceptores de puentes de hidrogeno (APH),
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donadores de puentes de hidrogeno (DPH), nimero de enlaces rotables (NER), y
refractividad molar (RM). Como no todas estas reglas recomiendan los mismos
valores, los usados en el protocolo CADMA-Chem para estas propiedades ADME
se escogen de manera que se tenga el rango mas estricto. Es decir, se utilizaron los
valores mas bajos para los limites superiores y los valores mads altos para los limites
inferiores, asegurando asi que los compuestos cumplan simultdneamente con todas

las reglas mencionadas anteriormente establecidos.

En la Tabla 3 se presentan los criterios mencionados, junto con las condiciones
correspondientes al protocolo CADMA-Chem, que son las utilizadas en este trabajo.
La tabla incluye los rangos establecidos para las ocho propiedades fisicoquimicas,
los cuales aseguran que los compuestos disefiados cumplan con los requisitos

necesarios para su adecuado comportamiento como farmacos orales.

Tabla 3. Rangos de las propiedades fisicoquimicas seguin los criterios CADMA-Chem,
Egan, Ghose, Lipinski, Muegge y Veber.

Reglas LogP ASP NAP MM APH DPH NER RM

CADMA- 0a 10 a 160 Oa
-04 a5 0al0 0Oa5 O0al0
Chem 130 70 a 480 130
-1.0a
Egan <130 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5.8
-04 a 20a 160 a 40 a
Ghose N/A N/A N/A N/A
5.6 70 480 130
Lipinski <5 N/A N/A <500 <10 <5 N/A N/A
-20a 200 a
Muegge <150 N/A <10 <5 <15 N/A
50 500
Veber N/A 140 N/A N/A 12 12 10 N/A
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Coeficiente de particién octanol-agua Log P, Area de superficie polar ASP, Niimero total de
dtomos pesados NAP, Masa Molar MM, aceptores de puentes de hidrégeno APH, donadores
de puentes de hidrégeno DPH, Nuimero de enlaces rotativos NER, Refractividad molar RM
y No Aplica N/A.

5.1.5 Puntaje de seleccion

Una vez obtenidas las propiedades ADMETSA (ADME, Toxicidad y Accesibilidad
Sintética) se calculan los puntajes de seleccion para los derivados de HBX. A
continuacidn, se presentan las ecuaciones empleadas para dicho fin. Como se
observa en la Ecuacion (1) el puntaje de seleccion () depende a su vez de otros
puntajes que son los que se estiman empleando las propiedades ADME (PAPME, Ec.2),
las propiedades toxicoldgicas (P', Ec.3) y la accesibilidad sintética (P45, Ec.4). Tanto
las propiedades ADME como la Toxicidad tienen un peso de 0.4 cada una, ya que
son determinantes en la evaluacién de viabilidad de compuestos como farmacos.
Por otro lado, la Accesibilidad Sintética, con un peso de 0.2 tiene un impacto menor,
dado que sus valores presentan una variabilidad menos significativa en

comparacion con las otras dos propiedades.
PS = 0.4 « PAPME 4 0.4 « PT 4 0.2 « PAS (1)

La Ec.2 muestra la expresion utilizada para el calculo del puntaje asignado a las
propiedades ADME, donde se consideran los valores obtenidos para cada propiedad
evaluada. Para determinar este puntaje, se realiza la suma de cada una de estas
propiedades y posteriormente se divide entre el nimero total de propiedades con
un valor asignado. En este caso, se han obtenido ocho propiedades, por lo que el
resultado final se divide entre ocho.

PLog P+PASP+PNAP+PMM+PAPH+PDPH+PNER+PRM

- @

pADME _
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La Ec.3 permite el calculo del puntaje de toxicidad (P"), el cual se obtiene a partir del
promedio de los puntajes asignados a tres propiedades especificas: la dosis letal 50

(PPLso), la mutagenicidad (PM) y la toxicidad en el desarrollo (P™P).

La Ec. 4 se utiliz6 para el calculo del puntaje de la accesibilidad sintética (P*%), que
se obtiene a partir de la relacion entre dos parametros especificos. En esta ecuacion,
(ASYHEX) representa el puntaje de la accesibilidad sintética obtenido para cada uno
de los derivados, mientras que (ASRefSet) corresponde al promedio de la
accesibilidad sintética del conjunto de farmacos de referencia.

pPLso4+pM + pTD

T —

pr = TP 3)
AS _ ASdHBX

P = ASRefSet (4)

Para la obtencion de la ecuacion (3), es necesario estimar los puntajes que
corresponde a las propiedades de toxicidad PPLso, PMy PTP. Para esto se utilizan
funciones logaritmicas que permiten normalizar los valores en relaciéon con el
conjunto de farmacos de referencia. El puntaje de la dosis letal media (PP's0) se

calcula de la siguiente manera:

PDLSO — 1 + 10g<1+DLC51(I)'IBX)

RefSet
1+DL50

)

Donde DLHBX representa el valor de la dosis letal media para un derivado

especifico y DLRESEt eg el valor promedio de la dosis letal media del conjunto de

farmacos de referencia.

El puntaje asociado a la mutagenicidad (PM) se calcula como:

14+M9HBX
1+MRefSet)

PM =1 - log( (6)

Donde MYHBX eg el valor de la mutagenicidad para un derivado especifico y MRefSet

es el valor promedio de mutagenicidad del conjunto de farmacos de referencia.
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El puntaje de toxicidad en el desarrollo (PP) se calcula de la siguiente manera:

1+TDIHBX
1+ TDRefSet)

P> = 1 — log 7)

Donde TDYHBX representa el valor de la toxicidad en el desarrollo para un derivado
especifico y TDRefSet eg el valor promedio de la toxicidad en el desarrollo del

conjunto de farmacos de referencia.

En todos los casos los superindices RefSet y dHBX permiten distinguir entre dos
tipos de datos, aquellos correspondientes al conjunto de farmacos de referencia

(RefSet) y a los derivados de HBX (dHBX).

Finalmente cabe mencionar que los diferentes términos en la ecuacién (2) pueden
tomar valores de 0 o 1 segtin cumplan o no los rangos propuestos por el protocolo
CADMA-Chem (Tabla 4). Si la propiedad se encuentra dentro del rango estipulado,
el puntaje para la propiedad correspondiente toma el valor de 1; de lo contrario, el

puntaje sera 0.

Tabla 4. Condiciones y rangos establecidos por el protocolo CADMA-Chem.

Propiedad Rango Condicion
Log P -04ab5 PL09P=1 si se cumple,
0 sino
ASP 0a130 PASP=1 si se cumple, 0
sino
NAP 10a70 PNAP =1 si se cumple, 0
sino
MM 160 a 480 PMM=1 si se cumple, 0
sino
0al0 PAPH =1 si se cumple, 0
APH sino
DPH 0ab PPPH=1 si se cumple, 0
sino
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NER 0al0 PNER=1 si se cumple, 0
sino
RM 0a130 PRM=1 si se cumple, 0

si no

5.1.6 Puntaje de eliminacion

Los puntajes de seleccion habitualmente promedian las propiedades evaluadas; sin
embargo, este enfoque puede no ser suficiente para identificar situaciones en las que
un alto puntaje de seleccion, derivado de una propiedad especifica, enmascare el
fallo de alguna propiedad que no debe ser ignorada. Ademas, es crucial considerar
aquellos casos en los que se encuentran compuestos con excelentes puntajes de
seleccidn () pero a pesar de esto, presentan problemas estructurales o quimicos. Se
propone un puntaje de eliminacion (PE) que permiten identificar si para algan
compuesto hay descriptores que se diferencian significativamente del promedio del

conjunto de farmacos de referencia.

En este estudio, se considerd un puntaje de eliminacion basado en el puntaje (P®
ADMEZ) de la literatura, ¢ el cual considera solamente dos propiedades: Log P
(coeficiente de particion octanol-agua) y MM (masa molecular). A partir de esa
propuesta, el protocolo CADMA-Chem ampli6 el enfoque para incluir todas las
propiedades ADMETSA, con el objetivo de evaluar de manera mas integral las
caracteristicas de las moléculas. Cada componente del puntaje de eliminaciéon mide
la diferencia entre el valor calculado de una propiedad para una molécula y el valor
promedio de esa propiedad en un conjunto de farmacos de referencia. Esta
diferencia se normaliza dividiéndola entre la desviacion estandar de la propiedad

correspondiente (DEpropiedad). A continuacion, se presentan las ecuaciones utilizadas
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para calcular este puntaje segun la referencia mencionada anteriormente (Ec. 8) y la

segun el protocolo CADMA-Chem (Ec. 9).

logP -t —108PdanBx

E,ADME2 _ MM gerset _MMadnex
P = 3
DEjogp DEmw
PE,ADMETSA —

logPr fser ~108PanBX |MMRefSet_MMdHBX| + |ASPRefSet_ASPdHBX |NAPRefSet_NAPdHBX| +

DEjogp DEmMw DEpsp DEnap
APHRefSet_ApHdHBX |DPHRefSet_DpHdHBX NERRefSet_NERdHBX |RMRefSet_RMdHBX +

DEapy DEppy DENgR DEgpym
PLsogerser Plsodnpx| | |Mm—MdHBX| |TDm‘TDdHBX||A5m‘ASdHBX| (9)

DEpLs, DEym ETp DEag

5.2 Calculos de estructura electronica. Gaussian 09

5.2.1 Métodos de calculos

Todos los calculos computacionales se llevaron a cabo con el programa de Gaussian
09.%8 Se utilizd la Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD) para realizar los
calculos de optimizaciones de geometria y cédlculos de frecuencia de los estados
estacionarios de las moléculas estudiadas. Dentro de la TFD se uso el funcional M05-
2X,% el cual es recomendado por sus desarrolladores y por otros investigadores para
realizar calculos termodindmicos y cinéticos. Se utiliz6é un conjunto de funciones de
base de Pople 6-311+g(d,p) y el modelo de solvente continuo (MSC).”° Se utilizaron
como solventes agua y pentiletanoato para simular ambientes acuoso y lipidico,
respectivamente. El modelo de solvente continuo (MSC) realiza estimaciones de
energias libres de Gibbs de solvatacion confiables para sistemas cargados y no
cargados con errores relativamente bajos. Para cada uno de los estados estacionarios
de las moléculas estudiadas se realiz6 un estudio conformacional para encontrar el

arreglo geométrico mas estable denotado por tener la energia electronica mas baja.
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5.2.2 Estimacion de pka

Los equilibrios acido-base afectan directamente la eficacia y la capacidad de las
moléculas para atravesar las membranas celulares de forma pasiva, lo cual es un

aspecto clave en la evaluacion de su potencial como antioxidantes multifuncionales.

Para calcular los valores de pKa se utilizo el método conocido como de parametros
ajustados,””? propuesto en las referencias 71 y 72, en las cuales se realiza un ajuste
de regresion lineal estdndar para obtener los pardmetros empiricos (m y Co)
mostrados en la Tabla 5, ajustados a la metodologia M05-2X/6-311+G(d,p)/MSC para
fenoles, tioles y aminas. Para obtener los valores de pKa se utiliza la siguiente

ecuacion:
pKa=mAGs(BA) + (10)

Donde AGs(BA) representa la diferencia en la energia libre de Gibbs en solucion
acuosa, entre cada acido (A) y su base conjugada correspondiente (B). Estos valores

se calcularon a 298.15 K y la diferencia se expresd en kcal/mol:

AGs(BA) = Gs(B) — Gs(A) (11)
Los valores de pKa son datos muy importantes para el andlisis quimico de los
derivados diseniados, debido a que a partir de ellos se obtienen las fracciones molares
(M) de las diferentes especies protonadas o desprotonadas en solucion acuosa a pH
de interés, en nuestro caso a un pH =7.4. Y asi poder definir la abundancia de las

diferentes especies acido-base en esas condiciones y por tanto predecir si sera su

posible que atraviesen las barreras celulares por transporte pasivo.
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Tabla 5. Valores de los parametros m y Co, a un nivel de teoria de M05-2X/6-311+G(d,p)

para los diferentes grupos funcionales utilizados.

Grupo
m Co Ref.
funcional
tioles 0.357 -94.639 (71)
fenoles 0.316 -81.497 (72)
aminas 0.464 -121.000 (72)

5.2.3 Descriptores de reactividad

Los descriptores de reactividad que se calcularon en la presente investigacion, para
analizar el comportamiento quimico de los derivados disefiados de HBX, fueron las
energias de ionizacion (EI) y las energias de disociaciéon de enlace (EDE). Se
calcularon bajo el nivel de teoria MO05-2X/6-311+G(d,p)/MSC/Agua, realizando
calculos adiabaticos de energia. Para el calculo de las EDE se consideraron todos los
sitios que pueden donar atomos de hidrogeno, por lo que son considerados también

aquellos sitios provenientes de los grupos funcionales sustituidos en el disefio de los
derivados de HBX, por ejemplo, OH, -SH, -NH,, -OCHj y -COOCHs;. La

interpretacion de estos descriptores se presenta en la Tabla 6.
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Tabla 6. Descriptores de reactividad.

Descriptor ~ Simbolo Interpretacion

Esta vinculado a la capacidad de donar un electron;
Energia de
El una menor EI aumenta la probabilidad de proteccion
Ionizacién
antioxidante mediante transferencia electronica.

Energia de . , .
Evalta la energia requerida para romper los enlaces

disociacion Donador (D)-H; una EDE mas baja indica mayor
EDE
de actividad antioxidante por transferencia de
enlace hidrégeno.

5.3 Acoplamiento molecular

Las estructuras de las proteinas cristalizadas se obtuvieron del banco de datos de
proteinas Banco de Datos de Proteinas (BDP).” Los datos de los cddigos de las
proteinas y los ligandos co-cristalizados se muestran en la Tabla 7. Los segmentos
mal ubicados de la estructura proteica fueron corregidos utilizando Modeller.” Las
moléculas de agua, iones y especies no relevantes de las proteinas se eliminaron
utilizando Autodock Tools.” Se considerd el estado de protonacion de las cadenas
laterales a pH fisioldgico = 7.4. Los acidos aspartico y glutdmico se consideraron
como especies desprotonadas, mientras que la arginina, lisina e histidina se tomaron
en cuenta con sus cadenas laterales protonadas. Se aplicé el campo de fuerza
GROMOS96 en el software Deep View/Swiss BDP Viewer 4.1.07 para la
minimizacion de energia de las estructuras de proteinas. Las cargas atomicas de
todos los ligandos se estimaron, como puntos simples, utilizando el protocolo de
Orbitales Naturales de Enlace (ONE) con la teoria TFD en el nivel M05-2X/6-
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311+G(d,p). Las cargas de la proteina se anadieron como tipo Kollman,” con
Autodock Tools. Todas las simulaciones de acoplamiento (docking) se realizaron
con AutoDock Vina 1.2.0.” Se aplicé un algoritmo de optimizacion por gradiente en
los sitios activos o alostéricos de las proteinas (ver Tabla A.1 en Apéndice, pag. 75).
Para la CuZn superoxido dismutasa (CuZnSOD), se realiz6 un docking ciego, ya que
no se encontrd una estructura co-cristalizada con algtn ligando en la base de datos
utilizada. Posteriormente, se realiz6 una nueva simulacion de docking en el sitio de
mayor afinidad. Se reportaron los puntajes de acoplamiento (4Gy) para la mejor pose
y se ponderaron (AG}’) segtn las fracciones molares de las especies mds relevantes

apH=74.
AGy = Xit, X AGaq (12)
Se desarrolld6 un puntaje poligénico (log Sr), que mide la capacidad de los

compuestos probados para unirse a las enzimas en comparacion con los sustratos

naturales.

w .
log Sp = ~5_Blerivado) (13)

AGB(sustrato)

La validacién del protocolo de docking se realizo mediante simulaciones de
redocking. Los valores de RMSD estén en el rango de 0.62 a 299 A. Las
conformaciones mas estables de los complejos proteina-ligando mas relevantes se

dibujaron y analizaron con el software Discovery Studio.®
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Tabla 7. Datos experimentales de acoplamiento molecular (AGu, kcal/mol).

Proteina Sustrato AGu (kcal/mol) Farmaco AGu (kcal/mol)
COMT Dopamina -5.4 Tolcapone 7.6 (1.6 A)
MAO-B  Feniletilamina -6.0 Safinamida -10.0 (1.8 A)

AchE Acetilcolina -4.9 Donopezilo -12.0 2.8 A)

SigmalR N/A N/A Blarcamesina -79
NMDAr  Glutamato -5.0 Mematina -5.8 (0.6 A)
S5HT2A Serotonina -6.5 Risperidona -11.9 (1.8 A)

XO Xantina -6.4 5-mercaptopurina  -5.7 (2.6 A)
SOD N/A N/A -Eudesmol -6.9
A2Ar Adenosina -7.0 KW6536 -10.2 2.9 A)

PPARYy N/A N/A Rosiglitazona -8.1 (1.6 A)
No Aplica (N/A).

5.4 QM-ORSA: Capacidad antioxidante primaria

Para determinar la capacidad antioxidante primaria de los derivados disefiados de
HBX se utilizd la metodologia de QM-ORSA.#! Con ella se obtendran datos
termodindmicos y cinéticos de reacciones radical — dHBX. En los cdlculos de
estructura electronica se incluyen optimizaciones geométrica y calculo de
frecuencias. En el estudio cinético los estados de transicion se identificaron con una

frecuencia imaginaria, y los minimos locales con ninguna frecuencia imaginaria.

Las correcciones termodindamicas a 298.15 K fueron incluidas en el calculo de
energias relativas. Las constantes de velocidad se calcularon usando la Teoria
convencional del estado de transicion (TCET),®# incluyendo las correcciones de
tunelaje con curvatura cero (CTCZ).# Se estudiaron diferentes mecanismos de
reaccion entre los cuales estan la transferencia formal de atomos de hidrégeno
(TFAH), formacion de aducto radicalico (FAR) y transferencia simple de electrén

(TSE).
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Todos los calculos obtenidos corresponden siempre al estado estandar 1 atm,
aunque se realicen en solucion, sin embargo, para el estudio de sistemas en solucion
el estado estandar relevante es de 1 Molar. Por lo que dicha conversion es necesaria
en nuestro caso. Dado que las constantes de equilibrio en unidades de presion y

concentracion estan relacionadas por medio de:

Kp = K¢ (Vy )An (14)

Donde An representa el cambio de molaridad a través de la reaccion, Vi representa
el volumen molar y Kp y Kc son las constantes de equilibrio en unidades de presion
y concentracion respectivamente. En estudios cinéticos para reacciones
biomoleculares de adicion y para la formacién de los estados de transicion (ET) An

=-1 por lo que:
Ke = KpVy (15)

1M latm
e—AG IRT _ e—AG /RTVM (16)

Donde R es la constante universal de los gases y T la temperatura en K. De la

expresion anterior es evidente que:
AG™ =AG*™™ -RT In(v,,) (17)

Dicha conversion disminuye las AGs de activacion en 1.89 kcal/mol para reacciones

bimoleculares a 298.15 K.

Las constantes de velocidad (k) fueron calculadas usando la Teoria Convencional del

Estado de Transicion (TCET)%## como:

K — o kgT e—(AG’:)/RT

(18)
donde ks y h son las constantes de Boltzman y Planck, o es la degeneraciéon de
caminos de reaccion de acuerdo con el nuimero de trayectorias de reaccion
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equivalentes, k es la correccidon de tunelaje y AG” es la barrera de reaccion, expresada
en términos de energia libre de Gibbs. En el caso particular de las transferencias
electrénicas, AG* se calcul6 utilizando la Teoria de Marcus®# como:

0 2
AG[; _A 1+AG—ET
4 A

(19)
Para las constantes de velocidad (k) que se encuentren cercanas al limite por difusion
se obtiene la constante de velocidad aparente (ksy). Para calcular estas tltimas en el
presente trabajo se utiliza la teoria de Collins-Kimball:**

app = Kok (20)

P kp +Key
donde k«t es la constante de velocidad obtenida a partir de calculos TCET (ecuacion
31), y kb es la constante de difusion segun la aproximacién de Smoluchowski®? para

una reaccion biomolecular irreversible controlada por difusion:
ko =47RDy N, 1)

donde R denota la distancia de reaccion, Na es el numero de Avogadro, y Daxs es el
coeficiente de difusion mutua de los reactivos A (radical) y B (antioxidante). Dz se
calculd a partir de Da + Ds de acuerdo con la referencia.®® Da y Ds se estimaron a

partir de la aproximacion de Stokes—Einstein.

— kBT
67na

D (22)

donde ks es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n denota la viscosidad
del disolvente, en nuestro caso agua (n=8.91 x 10* Pa s) y pentiletanoato (1= 8.62 x

104 Pa s) y a es el radio del soluto.

Las fracciones molares (f) se estimaron a pH = 7.4 (pH fisioldgico). Con ellas se
obtuvieron las constantes de velocidad global (kcwba) para las reacciones con el
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radical hidroperoxilo, considerando las poblaciones de las especies acido — base de
los dHBX, como se muestra a continuacion:

kciobal =kmowl [HadHBX] * fM[H,dHBX]+ kivw [Hyp_1dHBX™1* fM[H,_,dHBX"]+
+ kTotal [H,_,dHBX*"] * fM[H,_,dHBX?*"] (23)
Donde, krt son las constantes de velocidad total, dHBX, dHBX- y dHBX*
representan las especies neutras, mono-aniones y di-aniones de los dHBX,

respectivamente.

Estos detalles computacionales estan basados en la metodologia QM-ORSA

(quantum mechanics based test for overall free radical scavenging activity).%!

6. Resultados y discusion

6.1 Diserio de antioxidantes multifuncionales

En el Esquema 1 se muestra la molécula HBX con los sitios de sustitucion y los
grupos funcionales de interés para disefiar los derivados. A partir de estos, se
construyeron 30,172 derivados, nombrados como dHBX-i, dondei€ {1, 2, ..., 30,172}.
Entre ellos, 64 derivados se generaron mediante mono-sustituciones, 1,784 mediante

bi-sustituciones, y 28,324 mediante trisustituciones.
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OO0

Esquema 1. Sitios considerados para la sustitucion de grupos funcionales Ri-Rs.

Se espera que estos grupos funcionales ayuden a potenciar la capacidad
antioxidante, la permeabilidad, la quelacion de metales, y la actividad
neuroprotectora de la molécula de HBX. Las mono-, di- y tri-sustituciones se
realizaron en los sitios Ri a Rs (Esquema 1). Se calculd el puntaje de seleccion (IS)
para explorar el espacio de busqueda, considerando de manera simultanea: las
propiedades ADME (Absorcién, Distribucién, Metabolismo, Excrecion), la
Toxicidad y la Accesibilidad Sintética. Esta busqueda caracterizé todo el conjunto de
derivados diseniados de HBX y permitié seleccionar un subconjunto reducido de
derivados de HBX con las mejores puntuaciones, con ello se espera que sean los mas
prometedores como agentes antioxidantes y neuroprotectores. En la Figura 2 se
muestra con una linea de color azul el valor de referencia de los neuroprotectores P*
=1y en color rojo el valor P> que corresponde a la estructura original; en este caso

corresponde a HBX con un valor P5=0.988.
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dHBX-21120
dHBX-2689
dHBX-7680
dHBX-879
dHBX-8737
dHBX-11809
dHBX-16825
dHBX-29346
dHBX-7036
dHBX-14033
dHBX-1707
dHBX-14277
dHBX-20452
dHBX-18847
dHBX-23712
dHBX-24908
dHBX-18887
dHBX-3241
dHBX-20630
dHBX-28868
dHBX-1950
dHBX-22893
dHBX-27375
dHBX-23951
dHBX-1863
dHBX-13631
dHBX-9593
dHBX-8697
dHBX-12873
dHBX-14434
dHBX-6336
dHBX-10823
dHBX-2328
dHBX-12722
dHBX-16772
dHBX-3466
dHBX-5899
dHBX-293
dHBX-16217
dHBX-5903
dHBX-1321
dHBX-16995
dHBX-15492
dHBX-16546
dHBX-4753
dHBX-4627
dHBX-13278
dHBX-11442
dHBX-27237

0.500 0550 0600 0650 0700 0.750 0.800 0.850 0.900 0.950 1.000 1.050

Derivados de dHBX

Figura 2. Puntaje de seleccion (PS) de derivados de HBX. PS-HBX (0.988, linea roja). PS-
Farmacos de referencia (1.000, linea azul).

En la figura anterior se muestran los 17,048 de 30,172 derivados que obtuvieron
valores de puntaje de seleccion. El resto de los compuestos no cuenta con un puntaje
de seleccion determinado, ya que los descriptores DLso y mutagenicidad no
presentan un valor asignado. Esto se debe por el programa requieren la comparacion
con estructuras similares dentro de su base de datos para generar predicciones. En
ausencia de compuestos andlogos, no es posible estimar estos parametros.

De ellos 1,154 derivados tienen un puntaje de selecciéon mayor a los farmacos del
conjunto de referencia, y 2,250 derivados corresponden al intervalo desde el puntaje

de seleccién del esqueleto molecular (HBX) hasta la mejor puntuacién de seleccion.
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A continuacion, en la Figura 3 se muestra el puntaje de seleccion de un subconjunto

de diez derivados de HBX que tienen un puntaje de seleccion mayor al conjunto de

farmacos de referencia.

PS: Puntuaje de seleccion

dHBX-11276

dHBX-26614

dHBX-13274

dHBX-12335

dHBX-27526

dHBX-26658

dHBX-26925

dHBX-26589

dHBX-26591

dHBX-27237

0.8 0.92

0.94

0.96 0.98 1

1.02

1.04 1.06

Figura 3. Puntaje de seleccién (P5) de un subconjunto de diez derivados de HBX con el

mejor puntaje.

A continuacion, en el Esquema 2 se muestran diez derivados con su respectivo

puntaje de seleccion. Sus propiedades de toxicidad, fisicoquimicas y de sintesis se

muestran en la Tabla A.2 del Apéndice, pag. 76. Y también se muestran sus nombres,

sus smiles y estructuras quimicas en el Apéndice A.3, pag. 77-78.
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Esquema 2. HBX y el subconjunto de diez derivados con los Mejores Puntajes de
Seleccion (PS).
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Una vez elegido este subconjunto, que tienen un mejor puntaje de seleccion, se
verificaron a través de un puntaje de eliminacion sus desviaciones a los valores
promedio del conjunto de farmacos de referencia de las diferentes propiedades, para

asegurar no incluir ningtin caso erroneo de alguna propiedad.

dHBX-11276

dHBX-26614

dHBX-13274

dHBX-12335

dHBX-27526

dHBX-26658

dHBX-26925

dHBX-26589

dHBX-26591

dHBX-27237

L

HBX

o

2 - 6 8 10 12 14
oMM ®mLogP ®RM ©ONAP ®mAPH oODPH ®BNER ®ASP ®DL50 OM ®TD ®AS

Figura 4. Puntaje de eliminacion, para cada propiedad de un subconjunto de diez derivados

de HBX.

En la Figura 4 muestra barras que representan las desviaciones de una propiedad
especifica para cada derivado de HBX en comparacion con un valor promedio
correspondiente al conjunto de farmacos de referencia. Esto permite evaluar qué tan
adecuados son los derivados en relacion con los descriptores de las propiedades
ADME (Absorcion, Distribucién, Metabolismo y Excrecion), toxicidad vy
accesibilidad sintética. Algunos de los derivados disefiados a partir de HBX

muestran desviaciones minimas respecto a cada descriptor, lo que sugiere que su
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comportamiento serd mas adecuado como posibles farmacos. Sin embargo, ciertos
derivados muestran barras mas grandes en algunas propiedades, lo que indica
desviaciones mayores. Al analizar estas variaciones, se confirma que, aunque son
notables, se mantienen dentro del rango propuesto por las reglas previamente
establecidas para fdrmacos que cumplen con las propiedades ADMETSA
(Absorcidn, Distribucién, Metabolismo, Excrecion, Toxicidad y Accesibilidad

Sintética).

En la figura también revela que el esqueleto molecular HBX no presenta grandes
desviaciones en comparacion con algunos de sus derivados, lo que indica su
estabilidad dentro de los parametros evaluados. Entre los derivados, los compuestos
11276, 13274 y 12335 presentan las menores desviaciones en propiedades clave como
el peso molecular (MM), el coeficiente de particion (Log P) y el numero de dtomos
pesados (NAP), DLso y AS lo que sugiere que estos compuestos se comportan de

manera similar al conjunto de farmacos de referencia.

Por otro lado, las propiedades que exhiben mayores desviaciones incluyen el APH,
ASP, NAP, DLso y TD. Estas desviaciones sugieren que los compuestos presentan
caracteristicas quimicas diversas, con algunos mostrando variaciones significativas
en ciertas propiedades. Sin embargo, ninguno de sus valores se sale del rango

establecido por el protocolo.

Finalmente, los derivados, 13274, 12335 y 11276, al tener los mejores puntajes de

seleccion (P°) y mostrar desviaciones minimas respecto a los farmacos de referencia.

Dado que sus nombres son largos y complejos, para facilitar su identificacion, se les
nombro como dHBX-I, dHBX-II y dHBX-III, respectivamente. El siguiente paso del

presente trabajo incluird el estudio conformacional y la evaluacion de la reactividad
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quimica de los compuestos seleccionados, cuyas propiedades indican un alto

potencial para convertirse en farmacos multifuncionales.

Las estructuras quimicas de los derivados disenados seleccionados se modelaron
con el programa de visualizacion Gaussview(05 para que a partir de ellas se realicen
los célculos de estructura electronica necesarios para cuantificar sus actividades
como antioxidantes multifuncionales, desde su determinacion de descriptores de
reactividad, modelamiento para realizar acoplamiento molecular y determinar su
actividad antioxidante primaria mediante la metodologia conocida como QM-
ORSA. Todos estos célculos de estructura electronica se realizaron utilizando el

software Gaussian 09. Para mas informacion, consulte la secciéon de metodologia.

6.2 Calculos de estructura electronica

6.2.1 Estudio conformacional

De los derivados disefiados, se han seleccionado tinicamente tres del subconjunto de
diez, ya que se consideran los mas prometedores debido a su alto puntaje de
seleccidn, poca desviacion de valores de referencia con respecto a las propiedades
ADMETSA y principalmente por la alta relevancia que tiene el grupo funcional
hidroxilo (-OH) presente en diferentes posiciones del anillo bencénico del esqueleto
quimico de HBX, pues como es bien conocido los fenoles son reconocidos por su alta
actividad antioxidante. Ademads, la ubicacion del grupo hidroxilo en el anillo
bencénico (fenoles) afecta significativamente las propiedades quimicas del

compuesto.
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La ubicaciéon de los grupos funcionales en las diferentes posiciones de los anillos
aromaticos tiene una influencia significativa en las propiedades reactivas de los
compuestos. Esta influencia estd determinada por la interaccion de los grupos
funcionales entre si y con el anillo bencénico. Los sustituyentes ubicados en las
posiciones orto y para suelen ejercer un efecto activador, lo que facilita su interaccion
con otros reactivos. Esto se debe a que estas posiciones presentan una mayor
densidad electronica, lo que incrementa la reactividad del compuesto. Por otro lado,
los sustituyentes en la posicion meta tienden a tener un efecto desactivador, lo que
disminuye la reactividad del compuesto en comparacion con las posiciones orto y

para.

A continuacidn, se presentan estos tres derivados en el Esquema 3.

dHBX-II dHBX-II

dHBX-I

Esquema 3. Derivados disefiados seleccionados.

Para cada una de las estructuras mostradas en el esquema anterior, se llevé a cabo

una busqueda conformacional comenzando con el esqueleto molecular (HBX).

Se procedio a obtener el conférmero estructural mas estable de HBX partiendo de
un célculo de scan del angulo diedro rotacional que contiene la molécula (Esquema
4). En la Figura 5 se muestra la energia total en kcal/mol con respecto a la coordenada

del scan.
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Esquema 4. Conformero rotacional de HBX.
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Figura 5. Scan del angulo diedro rotable (1,2,3,4) de la molécula de HBX.

Una vez seleccionado el conférmero mas estable, se utiliza esta estructura para
modelar los equilibrios tautoméricos de HBX, que se pueden observar Apéndice A .4,

pag. 79.

A partir de la estructura mas estable de HBX, se construyeron los tres derivados
seleccionados y se obtuvieron sus conférmeros correspondientes. Los conférmeros
de los derivados obtenidos se muestran en la Tabla 8, junto con sus AE (kcal/mol)

relativas con respecto al conformero mas estable, asi como su abundancia relativa
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(expresada como porciento) obtenida segun la distribucion de Maxwell-Boltzmann

—AUrelativa
e RT

Pi:

N —AUyelativa
Zi=1 e RT i

Tabla 8. Estudio conformacional de los derivados de HBX.

Numero de
dHBX-I AE(kcal/mol) %
Conformero

H
o
0 N 0.00 56.52
o H
H-g

H H o
o N 0.16 43.48
2 G o)
@O H
H-

Numero de
, dHBX-II AE (kcal/mol) %
Conformero
H
o
N
1 /@?—%}O 0.00 55.91
H
o
i H-J
H
y O
) /@:l}—%} 0.14 44.09
(Y 0
H H
0]
H-O
Numero de
, dHBX-III AE (kcal/mol) %
Conformero

H-o Y &
1 @%—QQH 0.00 51.05
o) 0o
H
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N
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v Oy
H-
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o 0@ M 3.85 0.13
; Oy
H-
L
5 @f“\ o, 3.55 0.08
O o]
i H-
H-
6 @[@\ d 3.91 0.07
O (0]
H H-

6.2.2 Orden de deprotonacion y valores de pKa

Con las estructuras mas estables tanto para el esqueleto molecular como sus
derivados se determinaron las rutas de deprotonacion y los valores de pKa
utilizando la metodologia de parametros ajustados.”””> A continuacion en el

Esquema 5, se muestra la ruta de deprotonacion y los valores de pKa de HBX.
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Esquema 5. Orden de deprotonacion y su valor de pKa de HBX.

Se construyo el diagrama de distribucioén de especies de HBX, que se muestra en la
Figura 6. Mientras que en la Tabla 9 se presentan los valores de pKa de HBX y de sus
derivados, junto con sus respectivas fracciones molares a pH=7.4. Se determinaron
las fracciones molares (f¥) de HBX en sus formas protonada, neutra y monoanidnica
a partir de sus valores de pKa. A pH fisiologico (7.4), se observd que la especie
protonada es ~ 0.00, la neutra tiene una M = 0.998, mientras que la especie
monoanionica presenta una M = 0.002 en medio acuoso. En la Tabla 9 se muestran
los valores de pka de las especies acido-base de HBX y de sus tres derivados, donde
también se muestran sus fracciones molares a pH 7.4. Se construyeron los diagramas
de distribucion de especies para cada uno de sus derivados (Apéndice A.5, pag. 79),

asi como sus rutas de deprotonacion (Apéndice A.6 a Apéndice A.8, pag. 80-81).
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Figura 6. Diagrama de distribucion de especies y fracciones molares de HBX en funcion del

pH.

Tabla 9. Valores de pKa de las especies dcido-base en medio acuoso, junto con sus fracciones

molares correspondientes a pH 7.4.

fM-Mono-
pKaz; pKa, pKas f“-Neutro f-Di-anion
anion
HBX N/A N/A N/A 0.998 0.002 N/A
dHBX-I 10.19 1147  11.80 0.713 0.287 4.69x10-%4
dHBX-II 9.55 11.38  11.85 0.801 0.198 1.40x10-0
dHBX-III 9.00 10.84  10.90 0.877 0.120 2.98x103

No Aplica (N/A).
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6.2.3 Descriptores de reactividad

Se calcularon las energias de ionizacion (EI), y las energias de disociacion de enlace
(EDE) para las diferentes especies presentes en cantidades significativas a pH
fisioldgico de los derivados disefiados de HBX seleccionados. Estos descriptores nos
permiten prever las caracteristicas para predecir la reactividad quimica y los
mecanismos de reaccion. En la Tabla 10 se muestran los valores de la EI y el valor
mas bajo de energias de disociacion de enlace (EDE) del esqueleto molecular y de
los derivados seleccionados en sus diferentes formas acido-base (neutra, mono-

anion y di-anion) que tienen fracciones molares mayores a 1072

Tabla 10. Energias de ionizacion (EI) y Energia de disociacion de enlace (EDE) de HBX y

sus derivados.

Especie acido-base El [eV] EDE [kcal/mol]
HBX 6.31 93.21
dHBX-I 6.06 87.75
Neutro
dHBX-II 5.84 84.68
dHBX-III  5.71 84.04
dHBX-I- 5.15 85.74
Mono-anion dHBX-II-  5.13 80.86
dHBX-III-  4.92 78.69
dHBX-II*  4.53 77.65
Di-anion
dHBX-III>  4.65 75.07
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A medida que la carga de la especie se vuelve mds negativa, la energia de ionizacion
disminuye, lo que aumenta la probabilidad de que estas especies se conviertan en
buenos donadores de electrones, mientras que a mayor valor de EDE los enlaces
seran mas fuertes y estables, serd mas dificil romper ese enlace, por lo que los valores
de EDE pequefios favoreceran la actividad antioxidante de los compuestos debido
que serd mas facil inhibir los radicales libres por transferencia de atomo de
hidrogeno. Con estos valores se puede predecir la capacidad antioxidante a traveés
del diagrama eH-DAMA, que considera los mecanismos de reacciéon mas comunes
de los antioxidantes: transferencia formal de atomos de hidrégeno (TFAH) y
transferencia de un solo electron (TSE). En la Figura 7 se utiliz6 como antioxidante

de referencia a Trolox y el par oxidante H2O2/* OOH.

6.5 y
]
]
X Neutro ] X HBX
]
. @ Anion ! X dHBX-I
- (]
A Dianioén dHBX'":
]
® *OOH XdHBX-III |
]
5.5 A :
= '
2. Y dHBX-I 1
0 Tolx  @dHBXI @ |
5 1
: @ dHBX-III :
]
| Adn_ i A I
45 | A dHBX-Il
]
| ]
]
]
]
4 ——— | ! [ —
70 75 90 95

*° EDE (kcal/mol)

Figura 7. Descriptores de reactividad en el mapa eH-DAMA para HBX y sus derivados.
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El derivado dHBX-II, en su especie di-anion, se encuentra a la izquierda y por debajo
de HBX, Trolox y del HOOH/*OOH, es decir EDE y EI menores que las referencias
de interés, lo que significa que es un mejor donador de H y de electrones que la
molécula progenitora (esqueleto molecular, HBX) y que el antioxidante de referencia
(Trolox); ademas de que serd capaz de inhibir los radicales hidroperoxilo de manera
eficiente por transferencia formal de atomos de hidrégeno (TFAH) y transferencia
de un solo electron (TSE). Por otro lado, la especie neutra del derivado dHBX-I 'y
HBX tienen mayor EDE y EI por tanto sera dificil que sean buenos donadores de H
y de electrones. Sin embargo, se predice que los otros dos derivados son eficaces
para desactivar el radical *OOH mediante TFAH. Por el contrario, todas las especies
en el eH-DAMA se encuentran por encima del par H20./O:" (es decir, tienen una EI
mas alta que OOH"), incluyendo al Trolox. Se espera que no desactiven al radical
*OOH a través del mecanismo TSE. Esto se definird y cuantificara de mejor manera
cuando se realice el estudio de capacidad antioxidante primaria mediante la

metodologia QM-ORSA .8

6.3 Acoplamiento Molecular

Para evaluar la actividad neuroprotectora y antioxidante enzimatica, se desarrollo
un puntaje poligénico (log Sr), éste mide la capacidad de los compuestos probados
para unirse a las enzimas. Este puntaje compara la afinidad de los compuestos
disefiados con la de los sustratos naturales: dopamina (COMT), feniletilamina
(MAO-B), acetilcolina (AChE), glutamato (NMDAr), serotonina (5HT2A), xantina
(XO) y adenosina (A2Ar) y con farmacos de referencia: Blarcamesina (SigmalR), 3-
Eudesmol (SOD) y Rosiglitazona (PPARYy). Los puntajes de acoplamiento

ponderados se presentan en las Tabla 11.
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Tabla 11. Valores puntajes de acoplamiento ponderados para HBX y sus derivados.

AGsY (kcal/mol)

Proteina HBX dHBX-I dHBX-II dHBX-III Sustrato Farmaco
COMT -5.47 -5.90 -6.01 -6.20 -5.40 -7.60
MAO-B -8.87 -8.80 -9.00 -8.62 -6.00 -10.00

AChE -9.38 -9.21 -9.17 -9.21 -4.90 -12.00
SigmalR -8.51 -8.55 -8.42 -8.77 N/A -7.90
NMDAr -7.57 -7.40 -7.75 -7.38 -5.00 -5.80

5HT2A -8.39 -7.64 -7.67 -8.06 -6.50 -11.90

XO -8.68 -8.97 -8.93 -8.80 -6.40 -5.70

SOD -6.92 -7.21 -7.29 -7.66 N/A -6.90

A2Ar 1.43 4.85 5.04 2.87 -7.00 -10.20

PPARY -6.91 -7.77 -7.69 -7.43 N/A -8.10
No Aplica (N/A).

Al analizar los valores de AGs", se observa que los compuestos presentan una
afinidad mayor que la de los sustratos naturales debido a que presentan valores mas
negativos de este parametro. Esto indica que HBX y sus derivados tienen una

potencial actividad neuroprotectora.

En el caso de los receptores NMDAr, SigmalR, SOD y XO, se observa que HBX y sus
derivados tienen también una afinidad mayor en comparacion con los farmacos de
referencia, lo que los vuelve serios candidatos para ejercer un efecto farmacologico
en estos receptores. Un caso contrario ocurre para el receptor A2Ar, donde se
obtuvieron valores positivos, lo que indica una posible repulsion en lugar de
afinidad. En consecuencia, se descarta que HBX y sus derivados se unan de manera

eficaz a este receptor.

Estos hallazgos sugieren que los derivados de HBX tienen una notable capacidad

para interactuar con diversos receptores, lo que respalda su potencial actividad
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poligénica. Entre ellos, dHBX-III mostro la afinidad mas alta, lo que sugiere que

podria ser el compuesto mas prometedor en términos de actividad neuroprotectora.

Se realizd una comparacion entre HBX y sus derivados con los sustratos naturales y
los farmacos de referencia utilizando el pardmetro conocido como puntaje
poligénico (log Se), el cual se define mediante la (Ec. 13). Este puntaje fue
desarrollado con el objetivo de tener una herramienta grafica para facilitar esta

comparacion.

A continuacidn, los graficos de log Sr para los sustratos naturales se muestran en la
Figura 8. Valores positivos en las barras significa una mayor afinidad de HBX y sus
derivados en comparacion con los sustratos naturales, lo contrario sucede si se
obtienen valores negativos, si la barra presenta un valor de cero tanto el derivado
como el sustrato natural tienen la misma afinidad hacia el receptor. La magnitud de

la barra indica cuanto mas afines son los ligandos hacia ese receptor.

Se puede observar que tanto HBX como sus derivados presentan una mayor afinidad
hacia los receptores AChE y MAO-B, lo que significa que son excelentes para la
neuroproteccién y posibles candidatos para el tratamiento de Alzheimer y
Parkinson. Ademads, las diferencias entre los derivados podrian indicar que ciertas

modificaciones estructurales optimizan la interaccién con estas dianas.
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Figura 8. log Sr de HBX y sus derivados en comparacion al sustrato natural.

En la Figura 9 se presentan los graficos de log Sr tomando como referencia el
farmaco. Se observa que, para los receptores SigmalR, NMDAr, XO y SOD, los
valores de log Sr son positivos, lo que indica que HBX y sus derivados presentan
una mayor interaccion con estos receptores que el foirmaco de referencia, a pesar de
que este sea especifico y los compuestos disefiados sean poligénicos. Esto sugiere a
HBX y sus derivados como candidatos prometedores para el tratamiento de ELA y
Alzheimer, asi como para actuar como antioxidantes enzimaticos. Por otro lado,
para los receptores COMT, MAO-B, AChE, 5HT2A y PPARY se observaron valores
negativos de log Sp, lo que indica que la energia de interaccién de HBX y de sus

derivados son menores que la de los farmacos.

De los resultados anteriores podemos afirmar que el derivado mas prometedor para

ejercer la mejor actividad neuroprotectora y antioxidante enzimatico es el dHBX-III,
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de acuerdo con los resultados del acoplamiento molecular, la primera se llevaria a

cabo con los receptores NMDAr y SigmalR, y la segunda con la XO y SOD.

HBX dHBX-1
3.00 2.00
2.00 3.00
200
1.00
1.00
0.00 l 0.00 /’
100 100
200
200
-3.00
300 4.00
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0. ECOMT BMAQ-B MAChE B SigmalR MNMDAr EI5HT2A MX0 MSO0D [PPARY ECOMT BMAO-B EAChE B SigmalR ENMDAr E5HT2A EX0 mS0D £ PPARy
'%O dHBX-II dHBX-III
—
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oo
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400 3.00
-5.00 -4.00
B COMT EMAO-B BACHE ESigmalR ENMDAr B5HT2A EX0 @SOD 1 PPARy HCOMT EMAO-B EAChE ESigmalR BNMDAr B 5HT2A EXO ©50D o PPARy

Figura 9. log Sr de HBX y sus derivados en comparacién al farmaco.

A continuacidn, se presenta los diagramas de las interacciones que estabilizan a los
complejos del compuesto dHBX-III con los receptores NMDAr (dHBX-III:NMDAr)
y XO (dHBX-LL:XO). Las estructuras mostradas son entre el receptor y la
conformacion del ligando mas estable obtenida. Este andlisis permite identificar las
caracteristicas estructurales del complejo receptor-ligando, fundamentales para

comprender su comportamiento molecular y su potencial aplicacion terapéutica.

En la Figura 10 se aprecian las interacciones entre el derivado dHBX-III con el
receptor NMDAr en donde es posible visualizar las diferentes interacciones no
covalentes que estabilizan el complejo proteina-ligando. Dos interacciones de

puente de hidrogeno entre los atomos de oxigeno del derivado con los aminoacidos
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ASN 615 y THR 648 son observadas. Adicionalmente varias interacciones en pi-
alquilo con los aminoacidos ALA 644 y LEU 643 también estabilizan al complejo. Por
ultimo los residuos VAL 640 y ASN 615 estabilizan al aducto con dos interacciones
pi-sigma. Con esta conformacion este derivado puede bloquear el canal de NMDAr
y potencialmente actuar como un inhibidor de este receptor modulando los efectos
del aumento del glutamato que es peligroso para la funciéon neuronal.*

3\

.

.
.

pusueiz

E:ALA:644

Figura 10. Complejo AHBX-III:NMDA?.

En la Figura 11 el complejo dHBX-III:XO es estabilizado por una gran cantidad de
interacciones. Cuatro puentes de hidrogenos se forman entre los &tomos de oxigeno
del derivado con los aminodcidos SER 876, THR 1010 y ARG 880. Los aminoacidos
LEU 648, VAL 1011, LEU 873 y ALA 1079 forman interaccidn de tipo pi-alquilo con
los fragmentos aromaticos de dHBX-III y también es posible observar dos
interacciones pi-pi de apilamiento con PHE 1009 y PHE 914. Una tltima interaccion

pi-pi en forma T con la LEU 1014 completa la estabilizacién del complejo.

Se sabe que los residuos ARG 880 y GLU 802 son clave para la hidroxilacion catalitica

de las xantinas y estan bloqueados por dHBX-III, asi como lo estan por el conocido

621 Pagina



inhibidor de la XO, la 6-mercaptopurina.” La conformacion adoptada indica que el
compuesto podria inhibir la funcion de la XO, una fuente natural del anién radical
superoxido y asi disminuir de manera importante el estrés oxidativo en el
organismo. Adicionalmente, las alteraciones en el funcionamiento de la XO pueden
ser asociadas con diversos desordenes psiquidtricos®®*>'® y los inhibidores de esta

enzima pueden disminuir los sintomas de estas enfermedades.

E:ALA:1079 CLEU:648
14

I
(cPHESIA

C.THR:1010

Figura 11. Complejo dHBX-III- XO.

Los resultados del acoplamiento molecular demuestran que los derivados disefiados
presentan una excelente actividad neuroprotectoras asi como una buena actividad

antioxidante enzimatica siendo el derivado dHBX-III el candidato mds prometedor.

6.4 QM-ORSA: Capacidad antioxidante primaria

Los mecanismos de reaccion estudiados para determinar la actividad de captura de
radicales libres de HBX y el dHBX-III se realizaron frente al radical *OOH, éste no
es el mas reactivo de las ERO (Especies reactivas de oxigeno), pero dana las
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membranas lipidicas de las células provocando la peroxidacion lipidica, de ahi la
importancia de analizar si estos compuestos son capaces de inhibir este radical. Se
sugiere el uso de un radical libre con reactividad moderada, como el radical
hidroperoxilo (¢OOH). Esto se debe a que el *OOH es el radical peroxilo mas simple
(ROOe®) y, dentro de los radicales libres relevantes desde un punto de vista
bioldgico, es uno de los que puede ser eliminado de manera mas eficaz para retrasar
el estrés oxidativo (EO).1®! Ademads es un producto de la respiracion aerobica, y tiene

un tiempo de vida medio relativamente grande.
Los mecanismos de reaccion son los siguientes:
a) Transferencia formal de dtomo de Hidrdégeno (TFAH):
HBX +*OOH — HBX(-H)*+ H20:
b) Transferencia Simple de Electron (TSE):
HBX +*OOH — HBX* + OOH -
c) Formacion de Aducto Radicalico (FAR):

HBX +*OOH — HBX-OOH*

Los distintos mecanismos de reaccion para HBX se muestra en la Esquema 6.
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Esquema 6. Mecanismos y sitios de reaccion considerados para la captura de radicales

*OOH.

Se inici6 con el estudio tedrico computacional de la capacidad antioxidante para la
especie neutra y desprotonada (mono-anion), presentes a pH fisiologico en medio
acuoso, para HBX, considerando sus valores de pKa (reportados anteriormente).
También, solo para las especies neutras se considero el medio lipidico, usando como

solvente pentiletanoato.

En la Tabla 12 se muestran sus Energias libres de Gibbs para la reaccion de HBX con

el radical *OOH, AG® (kcal/mol), a 298.15 K, tanto en medio lipidico como acuoso.
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Tabla 12. Energias libres de Gibbs de reaccion de HBX con el radical *OOH, AG

(kcal/mol) a 298.15 K, en solucién acuosa y en pentiletanoato.

HBX
Neutra Neutra Mono-anién

Agua  Pentiletanoato Agua

TFAH
O: 6.18 9.48 ----
TSE
38.03 N/A 9.66
FAR
C: 6.38 8.47 4.10
Cs 22.37 24.76 20.17
Gs 15.03 17.30 14.46
Co 11.84 14.09 10.20
Cy 16.04 19.40 15.52
Cs 13.29 15.82 11.31
GCo 14.14 16.26 12.72
Cr 22.62 25.02 12.92
C» 13.54 8.47 13.20
Cs 13.73 15.86 4.44
Cy 13.20 16.11 14.54
Cs 15.49 17.97 10.30
Ce 11.99 14.64 8.07
No Aplica (N/A).

Se puede mostrar en la tabla anterior que de los resultados termodinamicos para
HBX no existe ningtn sitio de reaccion exergdnico con el radical *OOH y por tanto

no se realizo el estudio cinético.

Se continto con el dHBX-III, se realizd el estudio tedrico computacional de la
capacidad antioxidante primaria para especies presentes a pH fisiologico en medio
acuoso. A continuacion, en el Esquema 7 se representa los distintos mecanismos de

reaccion para dHBX-IIL
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Esquema 7. Mecanismos y sitios de reaccion considerados para la captura de radicales

*OO0OH en la actividad antioxidante de dHBX-III.

En la Tabla 13 se muestra el estudio termodindmico de dHBX-III donde se reportan

las Energias libres de Gibbs de reaccion con el radical *OOH, AG® (kcal/mol) a 298.15

K, obtenidas para cada uno de los mecanismos de reaccion del derivado dHBX-III,

se puede observar que hay diferentes sitios de reaccion exergonicos con el radical

*OOH, por lo que puede ser un antioxidante primario frente a radicales peroxilo.

Los mecanismos de reaccion con los sitios exergoénicos corresponden a la

transferencia formal de atomo de Hidrégeno (TFAH) en los diferentes grupos

fendlicos del dHBX-III; y a la formacién del aducto radicalico (FAR) solo en el sitio
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C:2 para las especies neutra, mono-anion y di-anion en agua. La especie neutra del
derivado en medio lipidico solo muestra dos sitios de reaccion exergonica que

corresponden al mecanismo de reaccion TFAH en los sitios fendlicos O1 y Oa.

Tabla 13. Energias libres de Gibbs de reaccion AG (kcal/mol) para las especies neutras,

mono-aniones y el di-aniones de AHBX-III con el radical *OOH, en agua y pentiletanoato,

a298.15 K.
dHBX-III
Neutra Mono-aniéon Di-anion Neutra
Agua Agua Agua Pentiletanoato
TFAH
O -2.59 N/A N/A -3.03
@)} -3.30 -8.29 -11.94 -4.02
Os 2.07 -5.80 N/A 2.90
O4 1.41 -6.24 -8.51 0.77
TSE
2491 5.48 0.57 N/A
FAR
C2 -0.61 -5.96 -4.80 6.27
Cs 19.24 14.49 13.64 22.88
Cs 13.51 15.01 10.83 16.45
Cs 10.37 12.73 12.23 14.22
Cr 14.17 10.84 11.13 17.34
Cs 11.19 10.44 9.79 14.02
Co 12.14 9.99 9.23 15.26
Cr 18.77 18.62 12.93 21.00
Cz 12.87 10.58 12.41 16.76
Cs 12.67 12.29 7.06 17.07
Cy 13.04 9.70 10.56 16.14
Cs 14.66 13.49 10.04 16.67
Cs 12.86 12.15 11.47 16.15
No Aplica (N/A).

Se continud con el estudio cinético donde se calcularon los estados de transicion para

los sitios exergonicos de los mecanismos TFAH y FAR para las diferentes especies
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de dHBX-IIL Los diferentes estados de transicion se muestran en las Figuras 12 — 14.
En la Tabla 14 se muestran las energias libres de Gibbs de activacion y en la Tabla 15
las constantes de velocidad totales y globales, para dHBX-III en solucién acuosa y

lipidica.

dHBX-IIl, O4 dHBX-Ill, O»

Fi= 293887 Fi=2944.87

Figura 12. Estados de transicion para las reacciones TFAH que involucran dHBX-III para

la especie neutra y *OOH, en solucion acuosa. Fi = Frecuencia imaginaria, en cm™.

dHBX-III, C» dHBX-IIIA, C»
Fi=622.300 Fi= 616.056

dHBX-IIIDA, C»
Fi=640.207

Figura 13. Estados de transicion para las reacciones FAR que involucran dHBX-III para el
sitio C2 para las especies neutra, mono-anion y di-anion frente al *OOH, en solucién

acuosa. Fi= Frecuencia imaginaria, en cm™.

691 Padgina



dHBX-IIl, O4 dHBX-Ill, O»
Fi=2252.96 Fi=2028.43

Figura 14. Estados de transicion para las reacciones TFAH que involucran dHBX-III para
la especie neutra y *OOH, en solucion Pentiletanoato (PE). Fi = Frecuencia imaginaria, en

cm™1,

Tabla 14. Barreras energéticas (AG#, kcal/mol) para las reacciones de AHBX-1II con *OOH

a298.15 K, en agua y Pentiletanoato.

dHBX-III
Neutra Mono-anion Di-aniéon Neutra
TFAH Agua Agua Agua Pentiletanoato
O 16.01 N/A N/A 17.75
O 15.64 S S 16.03
Os N/A S N/A N/A
Os N/A S S N/A
FAR
C 16.05 11.14 10.43 N/A

Caminos de reaccién sin barrera energética (S) y No Aplica (N/A).
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Tabla 15. Constantes de velocidad totales (ktow, M's?) y Global (kcioba, Ms?) para las

reacciones de dHBX-III con *OOH a 298.15 K, en agua y Pentiletanoato.

dHBX-III
Neutra Mono-anién Di-anién Neutra
TFAH Agua Agua Agua Pentiletanoato
O1 1.75x10* N/A N/A 2.19x10?
) 2.85x10* *7.52x10° *7.53x10° 1.37x10°
Os N/A *7.52x10° N/A N/A
O4 N/A *7.52x10° *7.53x10° N/A
FAR
C 1.07x10! 4.21x10* 1.40x10° N/A
Ktotal 4.59x10* 2.26x101° 1.51x10" 1.59x10°
kaiobal 2.75x10°

*Constantes de velocidad limitadas por difusion (ko) y No Aplica (N/A).

Para la especie neutra del derivado en el sitio O: en solucion acuosa, se observa una
mayor constante de velocidad en comparacion con el mismo sitio en medio lipidico,
donde se nota que la barrera de activacion es mas alta en el entorno lipidico que en
el acuoso. Para el mecanismo FAR, la constante de velocidad mas alta corresponde
a la especie di-anion, seguida por el mono-anién, debido a que las barreras de
activacion son mads altas para la especie neutra, lo que resulta en una constante de
velocidad mas baja para esta tltima. En el caso de la especie mono-anién en los sitios
O2, O3y Os, y para la especie di-anidn en los sitios Oz y Os, no se obtuvieron estados
de transicion, por lo que no fue posible calcular las barreras energéticas
correspondientes, se asume que no se encuentra el ET porque la reaccion esta
controlada por difusion (todos los choques son efectivos y conducen a productos).
A pesar de ello, es posible calcular sus constantes de velocidad, ya que estos procesos

estaran controlados por difusion, con un valor de 7.52 x 10° M-s.
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Se observa que la constante global en solucion acuosa es mayor que en medio
lipidico, alcanzando un valor de kcioba 2.75x10° M1s71. Al comparar esta constante de
velocidad global en medio acuoso, se encuentra que es 30,688 veces mas rapida que

la constante de velocidad de Trolox (8.96x10* M-1s1),102103

Ademas, considerando que la peroxidacion lipidica de las membranas celulares
ocurre a una constante de velocidad de 1.18x10% M~1s1,1%2 se observa que la constante
de velocidad obtenida para el derivado en medio lipidico es 1.35 veces mayor que la

de la peroxidacion lipidica.

7. Conclusiones

Se disefiaron un total de 30,172 derivados del compuesto HBX utilizando el
protocolo CADMA-Chem (Disenio Asistido por Computadora de Antioxidantes
Multifuncionales, basado en propiedades quimicas), considerando diferentes tipos
de sustitucion molecular. A través de la evaluacion de sus propiedades ADMETSA,
se identificaron los tres derivados mas prometedores (I, I y III), los cuales no solo
cumplen con las caracteristicas necesarias para ser considerados farmacos orales,
sino que ademds mostraron una mejora significativa en su capacidad antioxidante
en comparacion con HBX. Estos derivados fueron capaces de donar hidrogeno,
potenciando su actividad antioxidante, y el derivado III, en su forma di-anion,
resulto ser superior a Trolox, uno de los antioxidantes mas conocidos, tanto en el
mecanismo de transferencia simple de electrén (TSE) como en el de transferencia
formal de hidrégeno (TFAH). Ademas, el derivado II, en su forma di-anién, mostré
un excelente potencial para inhibir radicales hidroperéxilo mediante TSE y TFAH,
lo que sugiere que puede ser util como agente antioxidante en diversas aplicaciones

terapéuticas.
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Por otro lado, el andlisis del mapa de eH-DAMA revel6 que tanto el HBX como su
derivado dHBX-I, en su especie neutra, no son capaces de depurar los radicales
peroxilo, lo que limita su eficacia en algunas condiciones. Sin embargo, los derivados
IT y III en sus formas neutra y mono-anionica, demostraron ser excelentes donantes
de hidrdégeno, lo que refuerza su potencial antioxidante. El estudio también incluyd
la obtencion de las constantes de acidez, el orden de desprotonacion y fracciones
molares (M) a pH=7.4 de HBX y sus tres derivados, confirmando su estabilidad y

reactividad quimica.

Se valido que la funcionalizacion del esqueleto quimico de HBX mejora
significativamente sus propiedades antioxidantes y neuroprotectoras, lo que abre
nuevas posibilidades para su aplicacion en el desarrollo de farmacos. Los modelos
de acoplamiento molecular también sugieren que HBX y sus derivados tienen un
alto potencial para interactuar con enzimas clave involucradas en enfermedades
neurodegenerativas como el receptor NMDAr y la xantina oxidasa (XO), lo que
refuerza aun mas su viabilidad como candidatos para terapias farmacoldgicas contra

las enfermedades de Alzheimer y ELA.

Finalmente, se evaluo la capacidad antioxidante primaria de uno de los derivados,
demostrando que su constante de velocidad global en medio acuoso es 30,688 veces
mas rapida que la de Trolox. Sin embargo, en un medio lipidico, su actividad
antioxidante solo super6 en 1.35 veces la peroxidacion lipidica, lo que sugiere que,
aunque el derivado tiene un gran potencial en soluciones acuosas, su eficacia en

ambientes lipidicos es relativamente menor, aunque aun destacable.
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8. Perspectivas

Se plantea continuar la investigacion utilizando la metodologia QM-ORSA para el
derivado dHBX-II, ya que en el andlisis del mapa eH-DAMA este compuesto
muestra caracteristicas prometedoras como antioxidante debido a su baja energia de

ionizacion y su favorable valor de EDE.

Otro aspecto relevante para futuras investigaciones es explorar la capacidad
antioxidante secundaria de algunos de estos derivados, por quelacion de Cu (Il), asi
como su potencial en la reparacion de moléculas de interés bioldgico.
Particularmente, se buscard evaluar el derivado cuya estructura quimica presente
propiedades adecuadas para interactuar y acoplarse con metales, ampliando asi sus
posibles aplicaciones en el disefio de terapias para enfermedades relacionadas con

el estrés oxidativo y los desdrdenes neurodegenerativos.
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Apéndice A.6. Orden de deprotonacion de AHBX-12335.
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