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RESUMEN
El cancer es una enfermedad autoinmune que representa una amenaza para la poblacion

mundial, generando la necesidad imperante de realizar investigaciones con el fin de abordar
esta problematica global con opciones terapéuticas menos invasivas. Gracias a la medicina
ayurveda, se han encontrado compuestos bioactivos asociados con propiedades
antineoplésicas, como la curcumina, piperlongumina y timoquinona. Estas tres moléculas de
origen natural comparten propiedades antineoplasicas en lineas celulares de mama, prostata,

pulmon, ovario, pancreatico, renal, gastrico y colorrectal.

Las propiedades de la curcumina, piperlongumina y timoquinona han sido puestas a prueba
en el desarrollo tecnoldgico de la farmacologia mediante el uso de la quimica computacional.
El analisis de estas tres moléculas de origen natural se realiz6 de manera In Silico,
combinando principios tedricos fisicoquimicos y métodos matematicos que conforman la
Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) y el acoplamiento molecular (Docking). En esta
investigacion, se determind el modelo quimico més cercano a los datos experimentales a
través de calculos con distintos niveles de energia utilizando los funcionales de la densidad
B3LYP, PBEO, M06 y M06-2X, en combinacidn con el conjunto base 6-31G(d), tanto en
fase gas como en solvatacion en fase agua y etano, bajo el Modelo del Continuo Polarizable
de la variante de Formalismo de Ecuacion Integral (IEF-PCM).

A partir de estos calculos a nivel DFT, se llevo a cabo una simulacion de las interacciones de
la curcumina, piperlongumina y timoquinona con la citocina TGF- B2 a través del Docking,
obteniendo como resultado la afinidad de unién de todas las conformaciones de las moléculas
de origen natural en el sitio activo de la macromolécula. Como resultado de esto, se
estudiaron los parametros de reactividad, el descriptor de transferencia de cargay los enlaces
de hidrégeno, lo que permitié determinar cual de las tres moléculas de origen natural tienen

las mejores interacciones con la citocina TGF-p2.

Palabras Clave: curcumina, piperlongumina, timoquinona, DFT, Docking molecular.
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ABSTRACT
Cancer is an autoimmune disease that represents a threat to the world population, generating

the prevailing need for research to address this global problem with less invasive therapeutic
options. Thanks to Ayurvedic medicine, bioactive compounds associated with antineoplastic
properties have been found, such as curcumin, piperlongumin, and thymoquinone. These
three naturally occurring molecules share antineoplastic properties in breast, prostate, lung,

ovarian, pancreatic, renal, gastric, and colorectal cell lines.

The properties of curcumin, piperlongumin, and thymoquinone have been tested in the
technological development of pharmacology through the use of computational chemistry.
The analysis of these three molecules of natural origin was carried out In Silico, combining
theoretical physicochemical principles and mathematical methods that make up the Density
Functional Theory (DFT) and molecular docking (Docking). In this research, the closest
chemical model to the experimental data was determined through calculations with different
energy levels using the density functionals B3LYP, PBEO, M06, and MO06-2X, in
combination with the base set 6-31G( d), both in the gas phase and in solvation in the water
and ethane phase, under the Polarizable Continuum Model of the Integral Equation
Formalism variant (IEF-PCM).

From these calculations at the DFT level, a simulation of the interactions of curcumin,
piperlongumin, and thymoquinone with the cytokine TGF-f2 through Docking was carried
out, obtaining as a result the binding affinity of all the conformations of the molecules.
naturally occurring in the active site of the macromolecule. As a result of this, the reactivity
parameters, the charge transfer descriptor, and the hydrogen bonds were studied, allowing us
to determine which of the three naturally occurring molecules have the best interactions with
the TGF-B2 cytokine.

Keywords: curcumin, piperlongumine, thymoquinone, DFT, molecular Docking.
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OBJETIVOS

General

Estudiar la estructura electronica de las moléculas de origen natural (curcumina,

piperlongumina y timoquinona) y su afinidad de union con el Factor de Crecimiento
Transformante Beta tipo 2 (TGF — 2).

Especificos

Realizar validacion de la quimica modelo para seleccionar el nivel de célculo mas
apropiado al grupo de moléculas de origen natural (curcumina, piperlonguminay la
timoquinona), para su posterior uso en el acoplamiento molecular.

Analizar los parametros de reactividad quimica (afinidad electrénica, potencial de
ionizacion, dureza quimica, potencial quimico e indice de electrofilicidad) de la
curcumina, piperlongumina y timoquinona.

Determinar el farmacdforo de las moléculas de origen natural con los orbitales
HOMO y LUMO.

Analizar el mapa de potencial electrostadtico (MEP) para determinar los sitios
aceptores y donadores de hidrdgeno en las moléculas de origen natural.

Realizar el acoplamiento molecular de las moléculas de origen natural con el Factor
de Crecimiento Transformante beta (TGF — B2) para determinar cudl molécula de
origen natural es la mejor opcidon como tratamiento coadyuvante y determinar el AN.
Determinar el proceso oxido-reduccion gque se genera entre las moléculas de origen

natural y los aminoacidos del sitio activo mediante la transferencia de carga (AN).

HIPOTESIS

El estudio de estructura electronica y el acoplamiento molecular permitiran
determinar si las moléculas de origen natural, curcumina, piperlongumina y la
timoquinona, presentan propiedades quimicas y una afinidad de unién de con el
TGF—P2 positivas para su posible uso farmacéutico en inmunoterapia contra el cancer

de colon.
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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades

En los ultimos afios, se ha presenciado un avance acelerado en el campo cientifico gracias a
los esfuerzos conjuntos de la ciencia y la ingenieria de materiales. Esta disciplina se enfoca
en la busqueda de nuevas alternativas y mejoras en el disefio molecular mediante el estudio
de estructuras y propiedades moleculares. La ciencia de los materiales desempefia un papel
crucial en diversos aspectos de nuestra vida diaria, contribuyendo tanto al desarrollo de

materiales e ingenieria aeroespacial como en el campo de la farmacologia.

En el &mbito de la ciencia e ingenieria de materiales, ha surgido un método que ha ganado
popularidad debido a su capacidad para realizar investigaciones de manera eficiente,
reduciendo significativamente el tiempo y los recursos involucrados. Este enfoque se le
conoce como “In Silico” y se basa en la simulaciéon computacional, cuyo propoésito principal
es predecir el comportamiento molecular de los materiales. Este método resulta
particularmente valioso en el campo de la farmacologia, ya que permite llevar a cabo estudios
y predicciones que contribuyen al avance en la creacion de nuevos medicamentos al emplear
la simulacion computacional. Con esta metodologia es posible evaluar las interacciones
moleculares y optimizar el disefio de compuestos farmacologicos, agilizando asi el proceso

de descubrimiento y desarrollo de farmacos[1].

De modo que, muchas de las nuevas alternativas farmacoldgicas estan basadas en los
resultados de la medicina tradicional, donde los diversos usos terapéuticos que le han
atribuido a las plantas a través de los afios llaman la atencion para un estudio méas exhaustivo.
Asi mismo, estos estudios buscan poder emplear los compuestos bioactivos con una mayor
capacidad de actuar en sistemas biologicos. Algunas investigaciones sefialan particularmente
los potenciales usos terapéuticos de moléculas de origen natural como la curcumina, la
piperlongumina y la timoquinona, a los cuales se les atribuyen capacidades eficientes en
tratamientos ante algunos tipos de canceres, por ejemplo, en el cancer colorrectal. A estas

moléculas de origen natural se les asocia con propiedades antineoplasicas debido a su



capacidad de inhibir la sobreexpresion de factores de crecimiento y factores de transcripcion

que provocan un desequilibrio en la homeostasis celular [2—4].

El cancer colorrectal es una enfermedad que anualmente cobra millones de vidas en el
mundo, siendo uno de los tipos de cancer cada vez mas comunes en la poblacién registrando
una alta peligrosidad por tener una rapida progresion a metastasis. Esta problematica mundial
da como resultado la necesidad de desarrollar nuevas opciones coadyuvantes a su
tratamiento, asi como la mejora de los tratamientos que existen actualmente. El origen de
esta enfermedad se da a partir de las sobreexpresiones de citocinas, particularmente de la
superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-f), el cual permite la

proliferacion descontrolada de las células [5].

Recientemente, se ha recomendado considerablemente el uso de moléculas de origen natural
como componentes bioactivos ante los tratamientos contra el cancer colorrectal, debido a que
son una buena alternativa como auxiliadores para un tratamiento coadyuvante en
inmunoterapia debido a su baja toxicidad en el cuerpo. Existe evidencia que, dentro de la
circuma, la pimienta larga y la pimienta negra de la india existen compuestos bioactivos
capaces de inhibir la sobreexpresion de citocinas a causa de las células tumorales. Los
compuestos bioactivos presentes en estas plantas se les asocia con actividades proapoptoticas
en el cancer colorrectal. De tal manera que esto puede demostrarse mediante un estudio In
Silico, donde se tiene como objetivo determinar la mejor opcion para un tratamiento
coadyuvante en inmunoterapia por medio de un analisis de propiedades moleculares. La
prediccion de las interacciones moleculares se sustenta a través de modelos matematicos
basados en las teorias de la mecanica molecular y la mecanica cuéntica dentro de la quimica

computacional [6].

El anélisis de las propiedades moleculares de estas moléculas de origen natural abre la
posibilidad de realizarles un estudio conformacional con la citocina de TGF—2,
perteneciente a la superfamilia del TGF-p, este procedimiento muestra todas las posibles
interacciones que existen entre la molécula y la citocina, lo cual permite obtener una

prediccion de la interaccion mas estable que pudiera inhibir la sobreexpresion de esta



citocina, a fin de que las células del sistema linfatico puedan reducir el crecimiento de tejido

canceroso.

1.2 Antecedentes y estado del arte

La incidencia del cancer estd en aumento y representa una amenaza significativa para la
poblacién mundial, ya que en términos de morbilidad y mortalidad es alarmante, segun la
organizacion mundial de la salud se reportan 10 millones de muertes ocurridas en el afio
2020. La magnitud de esta problematica a nivel mundial ha generado la necesidad imperante
de llevar a cabo investigaciones exhaustivas con el fin de abordarla adecuadamente; cada afio
ha habido un incremento de casos debido a los cambios en los habitos de vida a nivel global,

esto a su vez favorecen el daio celular o el desarrollo de esta enfermedad.

Esta problemética se ha convertido en un desafio global, mencionando que es una de las
principales causas de muerte en la humanidad, segun la organizacion mundial de la salud son
cinco principales tipos de cancer con mayor incidencia y rapida progresion a metastasis; el
cancer en mama, pulmon, colorrectal, prdstata y piel. Se tienen registros que en el afio 2002
hubo 580,000 muertes a causa del cancer de colon [7], teniendo un incremento impresionante

hasta llegar a la cifra de 916,000 muertes en el afio 2020.

Como una medida ante este creciente numero de casos, se ha dado origen a investigaciones
cada vez mas rigurosas que dan como resultado el desarrollo nuevas tecnologias y enfoques
terapéuticos que buscan mejorar la calidad de vida de los pacientes con cancer al aumentar
las tasas de supervivencia y reducir los efectos secundarios asociados a los tratamientos. En
este sentido, los avances tecnoldgicos recientes estan enfocados en optimizar las opciones de
tratamiento disponibles para combatir esta enfermedad, buscando mejorar la eficacia de estos
tratamientos con opciones terapéuticas mas efectivas y menos invasivas, ya sea en el ambito

de la cirugia, quimioterapia, radioterapia o en la inmunoterapia [8].

Este tipo de enfermedad autoinmune ha existido desde tiempos inmemorables, lo que ha
orillado a la humanidad en buscar alguna alternativa en las plantas, debido a que les habia
funcionado como remedio ante una amplia gama de condiciones de salud. El nacimiento de

la medicina ayurveda data del afio 1500 a. de c., gracias a ella se pudo estudiar los efectos



que pueden llegar a tener las plantas en el cuerpo humano [9]. La medicina tradicional
permitid el desarrollo de conocimientos sobre las plantas que cuentan con propiedades que
ayudan a promover la circulacion; incluso, se ha utilizado para tratar condiciones como dolor
menstrual, inflamacion, problemas digestivos, trastornos hepaticos y muchos otros
problemas méas complejos como el cancer. Existen registros en medicina tradicional sobre
agentes quimiopreventivos presentes en extractos de plantas. Por ejemplo, se ha encontrado
en la literatura cientifica que diferentes plantas contienen compuestos bioactivos asociados
con propiedades antineoplasicas, como la curcuma [10], la pimienta de la planta Piper

Longum Linn [11] y la pimienta de la India [12].

La ctrcuma fue utilizada ampliamente en la medicina tradicional, ya que tiene una larga
historia de uso en diferentes culturas debido a sus propiedades medicinales. La medicina
moderna la ha llevado a estudios mas sofisticados, en la que se le descubrieron sus principales
compuestos bioactivos que le han conferido propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitumorales y neuro protectoras. Estos compuestos bioactivos son Ilamados polifenoles,
que en algunos casos se han asociado con actividades antineoplésicas de distintos tipos de
cancer, siendo la curcumina un polifenol con efectos en el cAncer de mama, prostata, pulmon,

ovario, pancreatico, renal, gastrico y colorrectal [13].

La pimienta de la planta Piper Longum Linn fue muy importante en la india, debido a que se
creia que tenia propiedades digestivas. Fue ampliamente utilizada en la medicina tradicional,
debido a que tenia mucha efectividad en tratamientos ante trastornos digestivos, tos, asmay
hasta problemas menstruales. Posteriormente, fue sometida a estudios donde fueron aislados
los polifenoles que lo componen, siendo la piperlongumina, uno de los mas importantes ya
que ejerce efectos antineoplésicos en cancer de pulmén, mama, renal, pancreatico y

colorrectal [14].

Mientras que la pimienta de la India proviene de la planta Nigella Sativa, también es muy
popular en la medicina tradicional, el cual durante siglos ha sido utilizada ante sintomas de
enfermedades inflamatorias intestinales. Con la medicina moderna, se han hecho
descubrimientos importantes de esta planta, en ella existe una serie de polifenoles como la

timoquinona que fue aislada en 1963 y se le asocia con actividades antineoplasicas en la
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vejiga, mama, Utero y colon [15,16]. Partiendo de la premisa en la que estas tres moléculas
de origen natural tienen actividades antineoplasicas ante el céncer colorrectal, existen
investigaciones, ahora en la medicina tradicional, donde se pone a prueba la eficacia de estas
moléculas de origen natural. Con las moléculas de la curcumina, piperlongumina y
timoquinona se realizaron andlisis en ratones con cancer colorrectal, en ellas reportaron

efectos inhibitorios de la proliferacion de celulas tumorales del colon [9-11].

Actualmente, se pueden explorar nuevas alternativas en el desarrollo tecnologico de la
farmacologia, en el que por medio de las investigaciones In Silico es viable explorar todas
las opciones posibles. Por ejemplo, en la medicina tradicional existen compuestos bioactivos
relacionados a una cura efectiva de algunas enfermedades, muchas veces con compuestos
bioactivos poco comprendidos 0 no muy reconocidos que pueden ser auspiciadores en

tratamientos de inmunoterapia [18].

La quimica computacional es un pilar fundamental para las investigaciones In Silico, ya que
combina los principios tedricos y métodos matematicos que permiten la simulacién por
computadora capaces de predecir comportamientos de sistemas quimicos. Este enfoque
proporciona ahorro de recursos y tiempo al reducir el nimero de ensayos experimentales.
Gracias a esta herramienta tecnoldgica que se desarroll6 en el siglo XXI se han realizado
numerosos estudios que fortalecen a la farmacologia. Hoy en dia, se puede visualizar que
estas metodologias revolucionaron la medicina moderna al permitir analisis exhaustivos tanto

de moléculas de origen natural como a las moléculas sintéticas.

Existen numerosas investigaciones de estos compuestos bioactivos de la curcumina,
piperlongumina y timoquinona donde, a traves de célculos computacionales con el uso de la
teoria de funcionales de la densidad (DFT) y del Docking molecular (Acoplamiento
molecular) se plantea demostrar su posible efectividad ante enfermedades neoplésicas, que
facilitan los avances de la farmacologia a través de simulaciones cada vez mas precisas. Estas
moléculas de origen natural actGan a traves de interacciones con macromoléculas del sistema
inmunoldgico, la fuerza de estas interacciones constituye su mecanismo de accion [19]. La
curcumina ha sido objeto de estudios tanto experimentales como computacionales que

respaldan su eficacia en el tratamiento del cancer de colon como un potencial inhibidor de
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distintas citocinas sobreexpresadas [20]. Un estudio publicado por Alok C. Bharti y
colaboradores en 2003 reportaron experimentalmente los efectos inhibitorios de la curcumina
sobre la interleucina-6 (IL-6) [21].

Asimismo, un estudio computacional realizado en la Universidad de Pattimura en 2017
indico que la curcumina inhibe la ciclooxigenasa-2 (COX-2) [22]. Los resultados de estas
dos investigaciones son respaldadas por una investigacion de Vasanthkumar y colaboradores
de la universidad de Kuvempu de la India publicado en el 2019, en ella se demuestra
tedricamente las interacciones curcumina-IL-6, curcumina-COX-2 y curcumina-TGF-f3
[23]. En 2022, Jawed Hasan y colaboradores, demostré que esta molécula de origen natural
suprime la actividad del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) [24]. Ademas,
un estudio publicado a principios de 2023 por Abida Ejaz y colaboradores la identificé como
un potencial inhibidor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF2), la cual es

responsable de la vasculogénesis y angiogénesis [25].

En el caso de la piperlongumina, que también es una molécula de origen natural prometedora
cuenta con numerosos estudios que la relacionan como un potente inhibidor de proteinas
sobreexpresadas en presencia de lineas celulares tumorales en colon, Gtero, pulmén, mama e
higado. Esta molécula de origen natural cuenta con resultados muy interesantes, un estudio
experimental realizado en el 2021 revel6 que es una molécula capaz de inhibir la transicion
epitelio-mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés), la cual se induce por la citocina TGF-
B producidas a raiz de las lineas celulares cancerigenas de mama y pulmon [26]. En los
ultimos afios, se han llevado a cabo estudios computacionales de esta molécula para distintas
lineas celulares cancerigenas; por ejemplo, se realizd una simulacién de Docking molecular
con las proteinas EGFR y VEGF2 sobreexpresadas en cancer hepatico, en ella se encontrd
como resultado que es un potente anticancerigeno [27]. En el 2023, se publicé un estudio de
Docking molecular con la citocina TGF-p tipo 1 producida en fibrosis renal, demostrando la
eficacia que tiene la piperlongumina ante esta familia de citocinas de factor de crecimiento
[28].



Por otro lado, se ha demostrado la eficacia de la timoguinona como un agente anticancer de
manera tedrica y experimental. Por ejemplo, en el 2017 se encontré de manera experimental
que esta molécula de origen natural puede revertir parcialmente la sobreexpresion del TGF—
B en células tumorales de la prostata [29]. En el 2021, se demostrd que tiene efectos
proapoptaticos en distintos tipos de cancer tales como: prostata, colon, ovario y rifion; ya que
tiene potencial efecto inhibitorio en proteinas como COX-2, VEGF, TGF-f y otras [30]. Esta
molécula se ha sometido a diversos estudios a partir de modelos computacionales, por
ejemplo, un articulo publicado en el 2021 el cual muestra los resultados de un analisis teérico
de la timoquinona, a través de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) utilizando el
software Gaussian 09 con el nivel de calculo B3LYP/6-311+G(d,p) tanto en fase gas como

en agua reportando valiosos resultados tedricos [31].

1.3 Planteamiento y soluciones del problema

Como se ha sefialado, estos tres polifenoles tienen en comin la capacidad de inhibir la
sobreexpresion del TGF—p, siendo esta la citocina que influye en el crecimiento tumoral. En
este trabajo, se propone hacer un estudio computacional de las moléculas de origen natural
con distintos funcionales en combinacion del conjunto base 6-31G(d), asi mismo, realizar
una simulacion de Docking molecular entre la citocina TGF-p tipo 2 y los ligandos
(moléculas de origen natural propuestas), siendo esta citocina una variante de la familia del
TGF-B. Se pretende determinar cual de las moléculas estudiadas puede ser el mejor inhibidor
a la sobreexpresion de dicha citocina, partiendo de la necesidad de reducir la exposicién de
tratamientos como la quimioterapia y la radioterapia que pueden ocasionar efectos adversos
[21].



2 ASPECTOS TEORICOS

2.1 Cancer de colon

El cancer de colon es una neoplasia que aparece en el sistema digestivo, justamente en el
intestino grueso. En la Figura 2.1 se muestra un esquema representativo de la anatomia del
intestino grueso, este érgano se divide en 6 partes: Conducto del ciego, colon ascendente,
colon transverso, colon descendente, sigmoides y recto. A su vez, se compone de cuatro capas
caracteristicas: la mucosa, submucosa, muscular y serosa, en ellas inicia la aparicion de
adenomas o pdlipos adenomatosos del colon, estos pueden degenerar a carcinoma de colon

e invadir tejidos adyacentes [33].

olon descendente
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Rect
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Figura 2.1. Anatomia del intestino grueso: Conducto del ciego, colon ascendente, colon
transverso, colon descendente, sigmoides y recto.

De acuerdo con la Organizacién Mundial (OMS), en el 2020 el cancer de colon era el tercer
lugar mas frecuente en el mundo, después del cancer de pulmon y cancer de mama. Mientras
que en México se reportd como el tercer tipo de cancer mas comun y la sexta causa de muerte
en pacientes oncologicos, registrando una mortalidad de 4.8 pacientes por cada 100,000
habitantes en el afio 2015 [34]. Este tipo de padecimiento suele afectar a adultos mayores,
aunque puede ocurrir en individuos a muy temprana edad debido a la exposicion de distintos

factores que aumentan la posibilidad de desarrollar esta neoplasia, tales como: la poliposis



adenomatosa familiar [35] la exposicion a agentes quimicos, el tabaquismo, la falta de
actividad fisica y aspectos dietéticos como el consumo excesivo del alcohol y carnes rojas
[36,37].

2.2 Moléculas de origen natural

Habitualmente, las moléculas de origen natural tienen una gran importancia en el desarrollo
de nuevos farmacos. La medicina tradicional, a través de la herbolaria ha demostrado
diversos usos terapéuticos ante distintas enfermedades, incluso complejas como el cancer
[38].

Rigurosos estudios sefialan la existencia y eficiencia de compuestos bioactivos en las plantas,
contribuyendo directa e indirectamente en la industria farmacologica con numerosos
tratamientos de enfermedades. Algunas moléculas de origen natural demuestran tener una
alta eficiencia en el tratamiento contra diversos tipos de cancer, los cuales son capaces de
inducir la apoptosis celular selectivamente en células tumorales a través de interacciones con
factores de crecimiento y citocinas sin presentar toxicidad en el cuerpo. Dentro de las
moléculas de origen natural mas populares con propiedades antitumorales esta la curcumina,

la piperlongumina y la timoquinona [39-41].
2.2.1 Curcumina

La curcuma o bien Curcuma longa es una planta perteneciente a la familia Cingiberacea
originaria del sur del continente asiatico, esta planta es muy comun en la gastronomia asiatica
como una especiay es utilizada como un colorante natural en la industria cosmética. Ademas,
es utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades bioldgicas ya que se le atribuyen
propiedades quimiopreventivas [42].

Comunmente, se le distingue como curcuminoides a los principales compuestos polifendlicos
gue integran esta planta, mostrada en Figura 2.2, siendo la curcumina (Cur) el curcuminoide
de mayor presencia, entre el 60 y 70 % en la composicion del rizoma; cuyo nombre
sistematico es 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona [43], a la cual se le
asocia tanto el color amarillo como las propiedades medicinales de la planta, como un agente

bioldgico contra distintos tipos de cancer.



Curcumina
=
| oh $ |

Demetoxicurcumin

\ o o
| |

Bisdemetoxicurcumina

% %

Figura 2.2. La cldrcuma es una raiz rica en carbohidratos compuestos por multiples
curcuminoides.

La demetoxicurcumina es el segundo curcuminoide con mayor presencia entre 20 y 27 %, su
nombre sistematico es (1E,6E)-1-(3,4-dimetoxifenil)-7-(4-hidroxi-3-metoxifenil)hepta-1,6-
dieno-3,5-diona, que al igual que la curcumina, se ha asociado con actividades
antiinflamatorias en el intestino demostrando que también puede inhibir la generacién del
Factor de Necrosis Tumoral (TNF) [44]. Mientras que el tercer curcuminoide con presencia
del 10-15% es la bisdemetoxicurcumina, relacionado con el tratamiento de fibrosis renal
[45,46].

La curcumina ha presentado eficacia en tratamientos antitumorales, ya que tiene la capacidad
de inhibir proteinas que son responsables de la progresion tumoral que facilitan la
proliferacion de células tumorales [47]. Asi mismo, se ha mostrado su eficiencia en
tratamientos contra el cancer de colon, incluyendo el cancer de higado, mama y préstata, ya
que algunos estudios demuestran la capacidad de la curcumina en la modulacién de la
expresion del Factores de Crecimiento Endotelial Vascular (VGEF) [48]. Ademas, es capaz
de modular numerosos factores de transcripcién como el NF-kB, Stad-3 y AP-1, asi como,
el TGF— que son indispensables para la comunicacion intercelular que controla la apoptosis

celular, la supresion de la angiogénesis y la migracion celular (relacionada a metéastasis) [49].
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2.2.2 Piperlongumina

La piperlongumina o piplartine, cuyo nombre sistematico es 5,6-dihidro-1-[(2 E )-1-o0x0-3-
(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenil]-2(1H)-piridinona, es un compuesto bioactivo asilado de la
planta Piper Longum Linn se muestra en Figura 2.3. Esta planta crece en abundancia en la
India y tiene un amplio uso en la medicina tradicional [50]. Ademas de utilizarla en la
medicina tradicional para enfermedades gastrointestinales, ha sido estudiada de manera
exhaustiva gracias a su potencial uso como un agente antitumoral, al ser un polifenol capaz
de inducir la autofagia celular en células cancerigenas, siendo un agente antiinvasivo y

antiangiogénico muy efectivo [51].

Piperlongumina

¥y

Figura 2.3. Pimienta de la planta Piper Longum Linn tiene en abundancia un polifenol al que
se le atribuye funciones antineoplasicas.

2.2.3 Timogquinona

La pimienta de la India proveniente de la planta Nigella Sativa Linn se muestra en la Figura
2.4, catalogada a través de los afios como una planta medicinal, gozando de una alta
popularidad en las regiones del sudeste asiatico. Se han reportado beneficios contra
enfermedades cardiovasculares, asma, diabetes e incluso como coadyuvante en el tratamiento

de diversos tipos de cancer, principalmente en el carcinoma de colon [52].
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Figura 2.4. Pimienta de la India proveniente de la planta Nigella Sativa Linn contiene
polifenoles en abundancia a los que se le atribuyen actividades antineoplasicas.

Los compuestos bioactivos mas importantes de la planta Nigella Sativa son timoquinona,
carvacrol, timohidroguinona, ditimoquinona, p-cimeno. La timoquinona es el compuesto
bioactivo mas importante de esta planta, ya que se le asocia con actividades antineoplasicas
por su capacidad de inducir la apoptosis celular y reducir la metastasis en varios tipos de
cancer como el carcinoma de colon, de pancreas y de préstata [53], el nombre sistematico es
2-isopropil-5-metilbenzo-1,4-quinonay se encuentra presente en la semilla con un 30%-48%,
mientras que la presencia del resto de los polifenoles que la componen son: carvacrol (6%-
12%) y la timohidroquinona, ditimoquinona, p-cimeno que entre ellas componen entre el 7%
y 15% del total de los polifenoles [13]. Numerosos estudios revelan que la timoquinona tiene
una gran eficiencia por su capacidad de inhibicion en la activacion de NF-kB, ademas, por
reducir la sobreexpresion de la citocina TGF— y del Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (VEGF) [29,54].

2.3 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-)

El Factor de Crecimiento Transformante tipo beta o bien TGF—f es una familia de citocinas
cuya principal actividad bioldgica es controlar los procesos fisioldgicos y patoldgicos por
parte del sistema inmunitario. Las citocinas tienen las caracteristicas de ser pleiotropicas,
redundantes y sinérgicas, que permita realizar funciones muy importantes tanto en la

cicatrizacién de heridas como en el desarrollo de neoplasias [55]. En presencia de los tejidos
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tumorales, esta familia de citocinas ejerce funciones que permiten regular la angiogénesis, la

proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis celular [56].

La funcién del TGF—B es fundamental en el cuerpo humano, sin embargo, algunas
enfermedades autoinmunes, como el cancer, son capaces de producir esta familia de citocinas
contribuyendo a la formacion de neoplasias. La familia del TGF—f engloba tres isoformas
principales en mamiferos (TGF—1, TGF—32 y TGF—3) [57].

El TGF—f1 es una de las isoformas mas predominantes de esta citocina, esta involucrada en
la inmunosupresion, el crecimiento celular e induce a la sintesis de tejido conectivo [58]. La
isoforma TGF—f2 tiene como tarea principal la proliferacion celular al inhibir la proliferacion
de linfocitos. La isoforma TGF—3 particularmente tiene una expresion en tejidos epiteliales
pulmonares contribuyendo a su proceso de desarrollo [59,60]. Sin embargo, el TGF-f2 es
esencial en enfermedades autoinmunes, permitiendo regular las actividades de las células del
sistema inmune y asistir en el desarrollo de tejidos tumorales. Por ejemplo, debido a su
sobreexpresion puede cooperar en el desarrollo de tejido cancerigeno en el colon formando
parte de la inmunoedicion tumoral, lo que favorece tanto en latencia como progresiones
tumorales [61,62].

2.4 Quimica computacional

En cuanto los grandes avances tecnoldgicos, la quimica computacional se ha ido
desarrollando rapidamente a partir de los fundamentos de la quimica. Su crecimiento permite
simulaciones de interacciones moleculares, convirtiéndose en una herramienta muy
importante en la biologia, la medicina y la ciencia de los materiales. La quimica
computacional se vale de la simulacion computacional que realiza calculos complejos que
hacen posible predecir de manera acertada tanto las estructuras e interacciones entre

moléculas como las propiedades moleculares.

En la quimica computacional existen métodos basados en modelos matematicos fuertemente
relacionados con teorias y conceptos quimicos. Estos métodos pueden estar basados en los
conceptos de la mecanica molecular o en la mecanica cuantica. La aplicacién de la mecanica

molecular en la quimica computacional se deriva de la aplicacidn de los conceptos de la fisica
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clasica, donde las moléculas son tratadas como si fueran esferas y resortes en el céalculo de
energia potencial [63]. Dentro de la mecéanica cuantica los métodos se fundamentan con
ecuacion de Schrodinger y la funcion de onda. Este método engloba el método ab initio y el
semiempirico, donde el método ab initio obtiene la energia y la funcion de onda bajo el
concepto “desde el inicio” sustentado en aproximaciones al desarrollo de la ecuacion de
Schrddinger sin informacion externa [64]. Mientras que el método semiempirico esta basado
en la teoria Hartree-Fock y en datos tedricos o experimentales para determinar energia y

orbitales moleculares [65].

Por otro lado, la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) es otro de los métodos basados
en la mecénica cuéntica, solo que ella se basa en la densidad electronica en lugar de la funcién
de onda. Este método tiene su fundamento en el teorema de Khon-Sham, en el que describe

un método practico para obtener la densidad del estado fundamental [66].

2.5 Teoria Funcionales de la Densidad (DFT)

Histéricamente, la Teoria de Funcionales de la Densidad tiene sus origenes en la mecéanica
cuantica, gracias a los trabajos realizados por Erwin Schrodinger, Werner Heisenberg y Paul
Dirac entre los afios de 1925 y 1926 que permitieron establecer los principios basicos de este
campo de estudio que permite el estudio de estructuras electrénicas de la materia [67]. En el
afio de 1964 Pierre Hohenberg y Kohn publicaron un trabajo que tiene por titulo “El gas de
electrones no homogéneo™ en el que se establecen los cimientos de lo que hoy se conoce en
la Teoria de Funcionales de la Densidad; el trabajo Hohenberg-Kohn establece dos teoremas,
el primero hace la descripcion de la densidad como una variable basica por medio de la

ecuacion:

Elp] = Tlp] + Vaelp] + Veelp] @)

Donde la T[p] es la energia cinética del electron, V,.[p] la energia potencial con la
interaccion ndcleo-electrén y V,.[p] la energia potencial electron- electron corresponde la
ecuacion (1) . El segundo teorema describe el principio variacional para encontrar la densidad

del estado fundamental del sistema, la cual se describe con la ecuacién (2) como:
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E,[N] = f v(r)n(r)dr + F[N] )

En donde E,[N] es igual es estado basal de la energia E y F[N] un funcional universal para
cualquier nimero de particulas o potenciales externos [68]. EI método que dio origen a lo
que ahora se le conoce como Teoria de Funcionales de la Densidad fue presentado en 1965
por Walter Kohn'y Lu Sham; en ese trabajo se expone un método mas practico para obtener

la densidad del estado basal.

Flp] = Tslp] + Jlp] + Exc[p] 3)

En esta ecuacion (3), se describe como la funcién universal F[p] es igual a la energia cinética
de un sistema como un conjunto de electrones no interactuantes T,[p], mas la aproximacion
a la interaccion electrén-electron J[p], mas la energia de intercambio y correlacion

interactuando con la densidad del sistema E,..[p] [66].

La Teoria de Funcionales de la Densidad tiene grandes aplicaciones dentro del campo de la
farmacologia, ya que es utilizada en el calculo de estructura electrénica con ayuda de la
mecénica cuantica a partir de la hipotesis de que la energia de una molécula se puede
determinar a partir de la densidad electronica en lugar de la funcién de onda [69].

2.5.1 Funcionales de la densidad

Un funcional de la densidad es una funciona matematica que describe densidades electronicas
en una molécula. Existen diversos funcionales dentro de la teoria de funcionales de la
densidad, en donde los funcionales se clasifican a partir de la energia de intercambio y
correlacion. Los funcionales de Aproximacion de Densidad Local o LDA Local Density
Approximation por sus siglas en inglés, son un conjunto de funcionales derivados del modelo
de la energia de intercambio y correlacion del gas de electrones homogéneo [63]. Otro
conjunto de funcionales es el de la Aproximacion de Gradiente Generalizado (GGA), este es
un conjunto de funcionales de aproximacion mas desarrollado y estd basado en el uso de
gradientes de la densidad, el cual permite mejorar la descripcion de las densidades locales de
atomos y moléculas [70]. Mientras que el conjunto de funcionales Meta-GGA depende de la
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densidad de la energia cinética o el laplaciano de la densidad junto con el gradiente de la

densidad electronica [71].

Por otro lado, el conjunto de los funcionales hibridos Meta-GGA son aquellos que incluyen
una parte de intercambio exacto de energia con la teoria de Khon-Sham. Entre los funcionales
hibridos Meta-GGA se encuentran los funcionales B3LYP y el PBEQ y los funcionales de la
familia Minnesota, como el M06 con un intercambio Hartree-Fock del 27% y el funcional
MO06-2X con un intercambio Hartree-Fock de un 54%.

2.5.2 Conjunto base

Un conjunto base o funciones de base se puede definir como una expresién matematica que
describe las propiedades y comportamiento de una estructura electrénica en un sistema. Estas
expresiones matematicas tienen dos modelos tedricos muy aceptados dentro de la quimica
computacional. Por ejemplo, el conjunto base de Slater (STO, Slater Type Orbitals) y

conjunto base tipo gaussiana (GTO, Guassian Type Orbitals).

El conjunto base Slater Type Orbitals es un modelo matematico desarrollado en la década de
1930 por J. Slater; su modelo permite la descripcion de manera aproximada de los orbitales
atdmicos en un sistema molecular a través de funciones de onda exponenciales que satisfacen

la ecuacion de Schrodinger [72].

rn*—le—((Z—s)/n*r) 4)

El modelo matematico de J. Slater esta descrita por la ecuacion (4), donde r es la distancia
del electron al nucleo, n* esta representado por el nimero cuéntico efectivo y la expresion
Z — s por la regla de Slater. Esta ecuacion da pie a la representacion de los orbitales
moleculares, siendo de tal manera que esta sea descrita como una combinacion lineal de uno
0 varios orbitales tipo Slater por la ecuacion (5) donde la sumatoria de i funciones de base

Xr POr una constante c,; es igual al orbital molecular ¢; [73].
5
¢i = Z'Cri)(r ( )
l
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El conjunto base Guassian Type Orbitals es un modelo matematico desarrollado por S. F.
Boys en el afio de 1950, en el establece la ecuacion (6) que describe un método cuantitativo
para evaluar las funciones de onda del estado estacionario y los niveles de energia de todos

los atomos.
Nxlymzne=ar® (6)

Esta ecuacion describe una gaussiana cartesiana con origen en el ndcleo del &tomo, donde a
es un exponente orbital positivo, x!y™z™ son coordenadas cartesianas y N es la constante de

normalizacion gaussiana cartesiana [74].

2.5.2.1 Tipos de conjunto base

Existen diferentes series de conjunto de base tipo gaussiana como los de base minima, de
valencia dividida y extendida. Estas series se utilizan para realizar clculos con diferentes
niveles de precisién. Un conjunto de base minima es aquel que consta de un orbital tipo Slater
para cada orbital atbmico en un sistema molecular. Este tipo de conjunto base utiliza una
unica funcién de onda tipo exponencial para describir cada orbital atomico. El conjunto de
valencia dividida es comin encontrarlos con la notacion tipo Pople, donde los conjuntos base
3-21G y 6-31G son considerados doble zeta y el conjunto base 6-311G como triple zeta, este
tipo de conjunto base describe los orbitales de valencia internos y externos de un sistema
molecular, permitiendo la descripcion mas precisa entre las interacciones electrénicas.
Dentro de este tipo, existen la forma polarizada, por ejemplo, el conjunto base 6-31G(d). Este
conjunto base utiliza seis funciones polarizadas gaussianas del tipo d, diez funciones
polarizadas gaussianas del tipo f, adicionandole una (d) la cual significa que se le adiciona
una funcién gaussiana tipo difusa para capturar la difusion electronica externa del atomo.
Mientras que el conjunto base extendido es aquel grupo de conjuntos base a las que se le

adicionan funciones polarizables o funciones difusas. [75].
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2.6 Propiedades

2.6.1 Optimizacion de geometrias moleculares

Como punto de partida, se puede definir a la optimizacién de geometrias moleculares como
un método que permite determinar la estructura de una molécula, teniendo como interés
principal la longitud de enlace entre &tomos, angulos de enlace y angulos de torsion. Donde
la informacidn obtenida por la cristalografia es fundamental para realizar comparaciones de

las conformaciones moleculares tedricas y experimentales [76].
2.6.2 Frecuencias moleculares

La frecuencia molecular es un fendmeno natural de todas las moléculas, ya que todos los
sistemas moleculares se encuentran en continua vibracion aun estando en posicién de
equilibrio. El estudio de las frecuencias moleculares es fundamental tanto en la fisica como
en la quimica, siendo utilizada como un tipo de técnica de caracterizacion donde el
movimiento peridédico de los atomos en una molécula permite la identificacion y
determinacion particular de las estructuras en las moléculas. Con las frecuencias moleculares
se pueden identificar los grupos funcionales en las moléculas a partir de dos tipos de

vibracién molecular, la vibracién de estiramiento y vibracion de flexion [77].
2.6.3 Parametros de reactividad quimica

A partir de la Teoria de los Funcionales de la Densidad se ha logrado definir los parametros
de reactividad quimica los cuales se emplean para lograr comprender el comportamiento
quimico general de una molécula. Estos parametros son: afinidad electrénica (A), el potencial
de ionizacion (1), electronegatividad (), el potencial quimico electronico (u), la dureza

quimica (n) y el indice de electrofilicidad global (w).

2.6.3.1 Afinidad electrénica

La afinidad electrénica (A) es la capacidad de aceptar exactamente un electron en forma de
iones de un donante. La afinidad electrénica se encuentra a partir de la ecuacion (7) que la
describe como la diferencia de la energia neutra con la energia positiva. La cual se calcula

con la siguiente expresion:
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A=E,—E, )

2.6.3.2 Potencial de lonizacion

El potencial de ionizacion (1) es la energia necesaria para separar un electron del estado
fundamental de un 4&tomo a una distancia a la que no exista interaccion electrostatica entre el
ion y el electron. Pueden existir varios niveles de potencial energias de ionizacién, donde el
primer nivel representa la energia necesaria para separar un electron de su orbital mas alejado
del nacleo. Este pardmetro es descrito por la ecuacion (8), donde el potencial de ionizacién
es igual a la energia positiva menos la energia neutra:

I'=E, - E, (8)

2.6.3.3 Electronegatividad

La electronegatividad () es la tendencia a la atraccion de un atomo a un electrén del exterior;
dentro de la quimica computacional para un sistema atdémico o molecular de N electrones,
viene dada a partir de la ecuaciéon (9) donde se expresa como la primera derivada de la
energia, dando como resultado a la electronegatividad de una manera aproximada como el
promedio aritmético de la afinidad electronica y el potencial de ionizacion [78].

_ (0E\ I+A 9)
1==(G5) =

2.6.3.4 Potencial quimico

El potencial quimico (u) se define como la tendencia de escape del electron de un sistema
molecular en estado de equilibrio, definida por la ecuacién (10) donde —y es la

electronegatividad de Mulliken [79].

- ()

2.6.3.5 Dureza quimica

La dureza quimica (n) es el resultado de la segunda derivada de la energia del sistema. Este
parametro de reactividad es la resistencia a la deformacion o al cambio de distribucion

electronica en la estructura molecular. La dureza quimica se describe matematicamente por
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la ecuacion (11) como un medio de la diferencia del potencial de ionizacion y la afinidad
electronica como se muestra en la ecuacion [80].
9%E\ I-A (11)
- (59) -

2.6.3.6 Electrofilicidad

La electrofilicidad (w) es cuando un sistema adquiere una carga adicional proveniente del
ambiente ocurre una estabilidad energética, para medirla se utiliza el termino de indice de
electrofilicidad (w), este pardmetro se describe en la ecuacion (12) a partir de la ecuacion

donde p y n son el potencial y la dureza quimica de los ligandos, respectivamente [81].

u? (12)

2.7 Descriptor de transferencia de carga

El termino de descriptor de transferencia de carga (AN) es a partir del potencial quimicoy la
dureza quimica, este parametro define el nimero de electrones transferido de un sistema A
hacia un sistema B. Donde, matematicamente se expresa con la ecuacién (13), en el cual el
descriptor de transferencia de carga igual a la diferencia del potencial quimico de un sistema
A hacia un sistema B entre dos veces la suma de la dureza quimica de un sistema A hacia un
sistema B.

Up — Uz (13)

AN = —M—
2(4 +1p)

Estableciéndose la condicion si AN < 0 el flujo de las cargas sera del sistema A al sistema
B, donde A actuaria como un donador de electrones. Mientras que si AN > 0, el flujo de las

cargas sera del sistema B hacia el sistema A, actuando B como un donador de electrones [82].

2.8 Docking molecular

El Docking molecular, también conocido como acoplamiento molecular, es un método
ampliamente utilizado en el campo de la quimica computacional. Se trata de una herramienta

fundamental para comprender los procesos moleculares involucrados en el desarrollo de
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nuevos farmacos, basada en el concepto de “llave y cerradura” como se muestra en la Figura
2.5[83].

Cra -G

Figura 2.5. Esquema del modelo enzimatico “llave y cerradura”.

Esta técnica permite predecir los acoplamientos e interacciones entre dos moléculas de
interés, una de gran tamafio conocida como macromolécula y una de menor tamafio
denominada ligando, a través de la ejecucion de algoritmos para encontrar las mejores
conformaciones de minima energia de unién macromolécula-ligando [84]. De tal manera
que, este enfoque es crucial para comprender la afinidad de un farmaco con su blanco
terapéutico conocido como dianay para disefiar compuestos que se ajusten de manera éptima
a la estructura y funcion del receptor; esta metodologia puede derivar al uso de estrategias
como el Docking ciego, rigido o flexible que facilitan la busqueda de interacciones entre un

ligando y una macromolécula.

Existe una variacion de softwares que facilitan el calculo de acoplamientos moleculares, cada
uno de ellos se basa en diferentes metodologias efectivas para el disefio de farmacos. Algunos
ejemplos son AutoDock 4.2, AutoDock Vina, GOLD y FlexX, entre otros, los cuales estan
basados en diferentes algoritmos. EI AutoDock Vina mejora la velocidad de célculo y
precision de las predicciones, ya gque esta disefiada para calcular la suma de todos los pares
de 4tomos que puedan moverse entre si. Sin embargo, AutoDock 4.2 es preferible ante una
mayor flexibilidad en la configuracién del Docking molecular [85]. El software FlexX se
basa en el algoritmo de construccion incremental, el cual consiste en la fragmentacion del
ligando, donde se coloca, optimiza los fragmentos y evalGa la energia en el sitio de
interaccion [86]. Mientras que el AutoDock 4.2, AutoDock Vinay GOLD son softwares que
utilizan una combinacién de un algoritmo genético Lamarckiano (LGA) y un campo de
fuerza de energia libre empirico. Esta combinacion permite realizar predicciones rapidas de

conformaciones de unién y energias libres de asociacion. EI campo de fuerza de energia libre
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empirico es una metodologia que utiliza informacién experimental para calcular la energia

asociada a las interacciones moleculares [87].

Por otro lado, el algoritmo genético Lamarckiano es un enfoque evolutivo que busca
optimizar la conformacion y la energia de union de las moléculas mediante iteraciones
sucesivas. Gracias a esta combinacidn, se puede realizar una prediccion de manera eficiente
las conformaciones moleculares que se unen con mayor afinidad y las energias libres de
asociacion correspondientes. Esto es especialmente valioso en el campo del disefio de
farmacos, ya que permite identificar las interacciones clave entre un ligando y su objetivo
terapéutico, ayudando asi en el proceso de descubrimiento y optimizacion de nuevos

compuestos farmacoldgicos [88].

Con base a esta metodologia, se realiza la busqueda conformacional del ligando en la
proteina, en la cual se busca reproducir la unién experimenta de manera computacional,
funcionando mediante métodos de busqueda estocastica y sistematica. Mientras que el
método de busqueda sistematica parte de la suposicion de la rigidez de los ligandos, donde
ligeramente tiene variaciones en los parametros estructurales cambiando la conformacion de

manera gradual [66].

En resumen, el Docking molecular es una valiosa herramienta de la quimica computacional
que desempefia un papel crucial en el desarrollo de nuevos farmacos, al permitirnos
comprender y predecir las interacciones moleculares clave en el proceso de disefio de

farmacos.
2.8.1 Docking ciego

El Docking ciego o acoplamiento ciego, es una estrategia muy eficiente dentro de la
metodologia del Docking molecular, esta técnica se utiliza cuando no se conoce 0 no se tiene
informacidén precisa del sitio de interaccidon macromolécula-ligando o cuando se desea
explorar diferentes regiones de la macromolécula, es decir, si cuenta con sitios alostéricos.
Siendo de esta manera, resulta ser util en el disefio y descubrimiento de nuevos farmacos

cuando se requiere hace un estudio inicial [90].
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Esta técnica se basa en la localizacion del sitio activo a partir de un algoritmo de acoplamiento
donde el ligando “no puede ver” el sitio de interaccion de la molécula objetivo, es decir,
consiste en generar un conjunto de posiciones iniciales donde el ligando se coloca de manera
aleatoria en la superficie de la macromolécula y se exploran diferentes posiciones y
orientaciones que se encuentran alejadas del sitio activo. A través de célculos de energia 'y
evaluaciones de conformaciones donde predice las interacciones y afinidad de union [91].
La Figura 2.6 representa un esquema detallado de lo antes mencionado. A la derecha de la
imagen se muestra el ligando y la macromolécula. En el centro de la imagen, el ligando se
coloca aleatoriamente en la superficie de la macromolécula en una celda que define a todo el
sitio como punto de interés. A la derecha, la localizacion de del sitio activo a traves de

calculos de energia, en el cual se predicen las interacciones y afinidad de union.

> Docking ciego —*>
___Macromolécula y ligando _ f Determinacion del sitio activo __ | Sitio_de interaccion localizado_
(») M "7
% ,& -~ o ";,f.v
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Figura 2.6. Esquema representativo de la técnica del Docking ciego.

2.8.2 Docking dirigido

El Docking dirigido consiste en generar una celda o grilla localizada en una cavidad

especifica en la macromolécula o diana. Para comprender los diferentes tipos de Docking
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(rigido o flexible) es necesario conocer las metodologias de unién entre la macromolécula y

el ligando como:

En el Docking rigido se consideran tanto a la macromolécula como al ligando como cuerpos
rigidos durante el proceso de acoplamiento. Es decir, la macromolécula se mantiene fija en
su conformacion original, mientras que el ligando se coloca en diferentes orientaciones y
posiciones alrededor de la macromolécula como se puede ver en la Figura 2.7. Esta técnica
resulta ser mas rapida y menos costosa a comparacion del Docking flexible, ya que el calculo
que realiza no modifica los angulos de torsion, los angulos de enlace y las longitudes de
enlace de las moléculas ni reduce el numero de grados de libertad en donde se define el
tamarfio de caja [92]. A la derecha de la imagen se muestra el ligando y la macromolécula. En
el centro de la imagen, el ligando se coloca dentro de una celda, en ella la macromolécula
permanece fija, colocandose al ligando en diferentes orientaciones. A la derecha, la

localizacién de del sitio activo.
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Figura 2.7. Esquema representativo de la tecnica del Docking rigido.

Sin embargo, la técnica del Docking rigido no puede capturar los efectos de la flexibilidad y
las adaptaciones conformacionales del ligando ni de la macromolécula, la cual limita la

precision de calculo. A pesar de esto, es capaz de predecir eficientemente los sitios de union
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en la macromolécula a partir de una evaluacién de la energia de las interacciones entre el

ligando y la macromolécula en cada orientacién y posicion [93].

Por otro lado, el Docking flexible es otra técnica de acoplamiento molecular utilizada para
predecir y estudiar la interaccion entre una macromolécula y un ligando. EI principio de su
funcionamiento la hace tener un costo computacional mas alto a comparacion de las técnicas
mencionadas anteriormente, ya que se basa en la flexibilidad tanto del ligando como de la
macromolécula durante el proceso de Docking molecular. Esta técnica permite ajustar las
conformaciones del ligando y la macromolécula para optimizar las interacciones y lograr un
mejor acoplamiento en el sitio de unién. El Docking flexible ha demostrado ser una técnica
precisa en la interaccion entre la macromolécula y el ligando, dando resultados mas fiables y
relevantes en términos de disefio de farmacos, comprension de mecanismos de accion y

prediccién de afinidades de union [94].
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3 METODOLOGIA

3.1 Metodologia del calculo quimico-cuantico

En esta seccidn se explica el procedimiento del trabajo tedrico para obtener informacion
sobre las propiedades quimicas y la reactividad de las moléculas de origen natural curcumina,
piperlonguminay timoquinona. Se obtuvieron estructuras de minima energia y frecuencia de
las moléculas propuestas, los niveles de energia y la densidad de orbitales HOMO y LUMO
a través del calculo computacional. Se realiz6 una validacion de la quimica modelo como
parte fundamental de la investigacion para seleccionar el funcional mas adecuado, con el cual
se llevd a cabo el resto del estudio. Este procedimiento se muestra en la Figura 3.1. Se utilizé
el software GaussianQ09 para realizar los calculos con la DFT y GaussView 5 para preparar

los célculos y procesar los resultados.

En el proceso de validacion, como una primera propuesta, se utilizaron los funcionales de la
densidad hibridos B3LYP, PBEO, M06 y M06-2X en combinacion con el conjunto base 6-
31G(d). El objetivo es seleccionar el funcional de la densidad con mayor correlacion con el
grupo de moléculas de origen natural. Esta seleccién se realiz6 comparando los datos de
geometria molecular obtenidos por calculos tedricos con los reportados experimentalmente.
Se obtuvo la geometria de minima energia, primeramente, en fase gas y posteriormente en
solvente utilizando agua y etanol, en un modelo de solvatacion implicito bajo el Modelo
Continuo Polarizable de la variante de Formalismo de Ecuacion Integral (IEF-PCM). Los
pardmetros de geometria, tal como longitudes de enlace y angulos de la curcumina,
piperlongumina y timoquinona en fase gas, se compararon con los datos de geometria
experimental. A través de calculos de correlacion se demostrd que las geometrias de las tres
moléculas son muy cercanas a las geometrias reportadas experimentalmente, las cuales

fueron calculadas por la ecuacion de correlacion:

(& -Do-9)
VI G = 27 20— 90
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Las geometrias de minima energia en fase solvente utilizando agua y etanol se obtuvieron a
partir de las geometrias en fase gas, utilizando el mismo grupo de funcionales de la densidad
B3LYP, PBEO, M06 y M06-2X con el conjunto base 6-31G(d).

Metodologia de calculo computacional

Funciones de la densidad . <,
Validacion de
y . } HOMO
conjunto base la quimica modelo LUMO
B3LYP, PBEO, M06 y M06-2x v
i
Conjunto base 6-31G(d) Oplimizaci('m ‘ y
> Comparacién con
F Fase gas _‘ geometria experimental
v
Optimizacion
F Solvatacion IEFP(‘.\‘I—‘
Etanol Agua
Comparacion con Comparacion con
geometria experimental geometria experimental
Parametros de reactividad quimica
Afinidad Potencial Electronegatividad Potencial ~ Electrofilicidad Dureza
electrénica  de ionizacion quimico quimico

Figura 3.1. Descripcion de los procesos en la metodologia de los calculos quimico-cuanticos.

El anélisis estructural de moléculas de origen natural se dividen en 3; el primer caso es en la
molécula de la curcumina, en ella se tomé como referencia los datos experimentales de la
estructura molecular del curcuminoide con el nombre sistémico 5-hidroxi-1,7-bis-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3-ona; el cual tiene la misma base estructural de la curcumina,
cambiando solamente un grupo funcional dentro de su estructura [95]. El segundo caso para
este analisis estructural corresponde a la molécula de la piperlongumina, cuyo nombre
sistémico es 5,6-dihidro-1-[(2E)-1-0x0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenil]-2(1H)-
piridinona y el tercer caso es para la molécula de la timoquinona con el nombre sistémico de

la timoquinona es 2-isopropil-5-metilbenzo-1,4-quinona.
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Una vez seleccionado el funcional de la densidad, se procedio a realizar la obtencion de los
pardmetros de reactividad quimica, densidad de los orbitales HOMO y LUMO y mapas de
potencial electrostatico. Durante el desarrollo de la investigacion, se requirié del uso de
computadoras de alto rendimiento, con el cual se facilita el estudio quimico cuantico de los
farmacos requirio del uso de computadoras de alto rendimiento para el célculo
computacional. Las especificaciones de este equipo de alto rendimiento se enlistan

enseguida:

e Una estacion de trabajo con dos procesadores Intel Xeon Quad Core E5-2603 1.8
GHz (16 enlaces), 24 GB de memoria RAM ECC y disco duro de estado sélido de
128 GB.

3.2 Metodologia de Docking molecular

El Docking molecular consta de una serie de pasos rigurosos que permite realizar una
simulacion computacional de interaccion entre una macromolécula y un ligando. Esta
compleja metodologia se describe detalladamente en la Figura 3.2 con la ayuda del programa
AutoDock 4.2; siendo un programa cuyo meétodo principal esta basado en la busqueda
conformacional a través de un algoritmo genético Lamarckiano. Ademas, es conocido por
utilizar un método semiempirico que estima la energia libre que vincula a un ligando con una

macromolécula.
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Docking ciego Docking rigido

Ligando + macromolécula Ligando + macromolécula

(N

Preparacion de
macromolecula
v
Creacion de archivo PDBQT

de macromolécula
v

Definicion de parametros
de caja
v

Realizacion de Docking
macromolécula-ligando
. . v .
Analisis conformacional
. . lv . . .
Determinacion de energia neutra, positiva y negativa
de los aminoacidos de cada uno de los acoplamientos

realizados
v

Resultados

Analisis de resultados ’ Energl'as de enlace Eficiencia de ligando Visualizacion

Figura 3.2. Diagrama de metodologia del Docking molecular.

Durante este procedimiento, fue sumamente importante realizar un Docking molecular ciego,
lo que permiti6 determinar las interacciones inesperadas entre la macromolécula- ligando. A
su vez, el Docking molecular rigido fue realizado con parametros de grid o malla en el
glicerol, siendo este el ligando co-cristalizado en la macromolécula seleccionada para el

desarrollo de la investigacion.
3.2.1 Preparacion de macromoléculay ligandos

La preparacion de la macromolécula es imprescindible, la cual consistié en obtener la
estructura cristalina PDB-ID: 1M9Z correspondiente al Factor de Crecimiento

Transformante tipo 2 humano (TGF—f2) en la base de datos Protein Data Bank
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(https://www.rcsb.org/) Ver Figura 3.3. Esta base de datos reporta que la estructura cristalina
seleccionada cuenta con las caracteristicas experimentales y fue obtenida por el método de
difraccion de rayos X con una resolucion de 1.05 A [96].

Representacion 3D de la

Macromolécula macromolécula Caracteristicas

. Clasificacion:
Hormona/factor de
crecimiento.

. Organismo: Homo Sapiens.

. Método: Difraccion de
rayos X.

. Resolucion: 1.05 A

TGF-B2:

Factor de Crecimiento
Transformante f tipo 2

humano.

Figura 3.3. Representacion 3D y caracteristicas experimentales de la macromolécula TGF—
B tipo 2 en humano con el PDB-ID: 1M9Z.

La base del Docking molecular es la preparacion de la macromolécula TGF-B2 y los
ligandos; es por ello que es necesario dejar limpia la macromolécula de los ligandos propios
de la co-cristalizacion, cofactores y moléculas de agua debido que estos pueden interferir con
el procedimiento de Docking molecular y esto se llevo a cabo con la ayuda del software de
AutoDock 4.2.

El diagrama de procedimiento para la preparacion de la macromolécula se muestra en la

Figura 3.4. La descarga de la macromolécula debe ser en formato PDB, el cual, es un archivo
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textual que describe las estructuras tridimensionales de las moléculas contenidas en el Banco

de Datos de Proteinas.

AutoDock 4.2
Preparacion de macromolécula

Seleccion de la macromolécula en la base de datos

Protein Data Bank con el PDB-ID: IM9Z

v

Eliminacion de residuos en la Eliminacion de agua y

macromolécula TGF—f32 exclusion de moléculas

v

Agregado de hidrogenos solo polares

v

Guardado en archivo *.PDBQT

Figura 3.4. Diagrama de procedimiento de preparacion de la macromolécula.

Otro paso relevante en la preparacion de la macromolécula es la adhesion de hidrogenos solo
polares, la razon principal es que estos permiten que se formen enlaces de hidrégeno con los
residuos polares en el sitio activo de la macromolécula durante la simulacion. Los enlaces de
hidrogeno muestran las interacciones cruciales en los acoplamientos macromolécula-ligando,
ya que especifican la afinidad de unién de la simulacién. Una vez completos estos pasos, el

archivo que originalmente se encontraban en formato PDB quedara guardado en formato
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PDBQT. Este formato permite continuar con la preparacion del Docking molecular y la

definicién de parametro del grid, malla o caja en AutoDock 4.2.

Los ligandos o moléculas de origen natural seleccionados en este trabajo de investigacion al
igual que la macromolécula, también se someten a preparacion en AutoDock 4.2, en el caso
de ellos es distinto debido a que no presentan moléculas no deseadas, en ellas solo se deben
afiadir hidrogenos para facilitar los enlaces de hidrogeno. Es importante destacar que todos
los ligandos analizados fueron optimizados con el software Gaussian 09 por medio del
funcional de la densidad M06 en combinacidn con el conjunto base 6-31G(d) en solvatacion
de agua bajo el Modelo del Continuo Polarizable de la variante de Formalismo de Ecuacion
Integral (IEF-PCM).

3.2.2 Definicion de parametros de caja

Dentro de esta metodologia, se toma al ligando curcumina (Cur) para definir los parametros
de la caja del sito activo; a través de un Docking ciego la molécula de origen natural se
encontrara situada inicialmente en la superficie de la macromolécula, donde se generan un
conjunto de posiciones iniciales alejadas del sitio activo. Este procedimiento es fundamental
para generar posiciones que permiten determinar su estado de minima energia y asi obtener

el sitio activo de la macromolécula.

Los parametros de la caja del Docking ciego pueden verse representados en Figura 3.5. En
esta se definen los posibles sitos de unidn de la macromolécula en una caja con las siguientes
coordenadas x = 18.108, y =35.19 y 2z =5.798, con dimensiones de caja de
84 x 100 x 90 con una resolucion o espaciamiento de la cuadricula (grid) de 0.392 A. En
el caso del Docking rigido se muestra en la Figura 3.5 B) siendo el resultado del Docking
ciego, el cual permitid las condiciones de anélisis de caja con las dimensiones x = 50, y =
40 y z = 48, coordenadas x = 22.231, y = 45.786 y z = 5.128 con una resolucién o

espaciamiento de la cuadricula (grid) de 0.392 A.
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Ligando o .
5 . Sitio activo

Macromolécula

e

Macromolécula

~

Figura 3.5. A) Definicion de parametro de caja para el método de Docking ciego. B)
Definicion de parametros de caja en sitio activo identificado en la macromolécula.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Moléculas de origen natural

4.1.1 Analisis estructural de moléculas de origen natural

Los parametros de optimizacion de geometrias de la curcumina, piperlongumina y
timoquinona permiten realizar validacion de la quimica modelo que mas se aproxima a los
datos experimentales. Durante la validacion de la quimica modelo de las moléculas
propuestas, se realizé el calculo computacional donde se obtuvieron parametros geométricos
en fase gas con las metodologias de los funcionales B3LYP, PBEO, M06 y M06-2X; con el
conjunto base 6-31G(d). Este célculo dio como resultado los datos para realizar un
comparativo entre las distancias de enlace obtenidos en los modelos tedricos con las
distancias de enlace obtenidos experimentalmente mostradas en las Tabla 1, Tabla 3y Tabla
5. Mientras que en la Tabla 2, Tabla 4 y Tabla 6 se muestran los comparativos de los &ngulos

de enlace de modelos tedricos contra los angulos de enlace de modelos experimentales.
9
@ y @ f :

9 @
9

Figura 4.1. Molécula optimizada con M06/6-31G(d) en fase gas de la curcumina, resultado
del analisis estructural molecular.
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El resultado del célculo computacional de la curcumina permitio el analisis estructural
molecular donde las distancias de enlace se muestran en la Tabla 1y los &ngulos resultantes
se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Comparativo de distancias de enlace teorico en fase gas contra parametros
experimentales en analisis estructural molecular de la curcumina.

Funcional/conjunto base 6-31G(d)

. . Referencia
Distancia de enlace Fase gas .
experimental
B3LYP PBEO MO6 MO06-2X

C21-C25 1.477 1.464 1.462 1.472 1.445
C24-C20 1.476 1.464 1.463 1.472 1.464
C17-C25 1.351 1.351 1.350 1.346 1.342
C24-C16 1.351 1.352 1.350 1.346 1.341
C21-C9 1.537 1.525 1.522 1.521 1.376
C9-C20 1.533 1.519 1.518 1.521 1.419
C20-05 1.226 1.249 1.247 1.242 1.277
C8-C17 1.457 1.454 1.452 1.461 1.459
C16-C7 1.456 1.453 1.451 1.461 1.456
C17-C25 1.351 1.351 1.350 1.346 1.342
Cl16-C24 1.351 1.352 1.350 1.346 1.341
C24-C20 1.476 1.464 1.463 1.472 1.464
C21-06 1.224 1.247 1.245 1.242 1.335
Correlacion (r) 0.797 0.797 0.798 0.824

Las tablas de comparativas muestran las correlaciones de distancias de enlace entre la
referencia experimental contra los modelos tedricos en fase gas, siendo la metodologia M06-
2X/6-31G(d) la méas cercana a la referencia experimental con una correlacion de 0.824,
mientras que las metodologias B3LYP/6-31G(d), M06/6-31G(d) y PBEO0/6-31G(d).
presentan la misma correlacion de 0.797. Ademas, esta metodologia reporta una correlacion

de -0.320 en la Tabla 2 de comparativos de angulos de enlace [95].
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Tabla 2. Comparativo de angulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en fase gas contra parametros experimentales de la curcumina.

Funcional/conjunto base 6-31G(d)

o Referencia
Angulos de enlace Fase gas .
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C13-02-C27 116.13 118.61 120.13 118.93 116.10
C12-01-C26 116.15 118.72 119.72 119.27 115.80
06-C21-C9 120.67 120.41 120.73 120.73 121.70
06-C21-C25 123.65 123.53 123.81 123.17 116.80
05-C20-C24 123.43 123.12 123.61 123.24 120.30
05-C20-C9 120.61 120.35 120.67 120.76 120.80
C21-C9-C20 110.44 110.67 109.05 109.18 121.60
Correlacion (r) -0.024 -0.264 -0.359 -0.289

El segundo caso corresponde al andlisis estructural de la piperlongumina, donde se muestran

los resultados de los calculos con las mismas condiciones del primer caso.

rj e,»r*

ne

Figura 4.2. Molécula optimizada con M06/6-31G(d) en fase gas de la piperlongumina,
resultado del analisis estructural molecular.

La Tabla 3 muestra que la mejor correlacion la tiene la metodologia M06-2X/6-31G(d), el
cual tiene 0.982 contra las metodologias B3LYP/6-31G(d) que tiene una correlacion de
0.974, M06/6-31G(d) con 0.980 y PBE0/6-31G(d) con 0.977 con referencia a los datos
experimentales [97].
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Tabla 3. Comparativo de distancias de enlace tedrico en fase gas contra parametros
experimentales en analisis estructural molecular de la piperlongumina.

Funcional/conjunto base 6-31G(d)

Distancias de Referencia
enlace Fase gas experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

N6-C10 1.408 1.400 1.404 1.400 1.401
N6-C7 1.493 1.480 1.484 1.483 1.486
C10-C12 1.481 1.475 1.475 1.481 1.454
C10-04 1.253 1.248 1.245 1.242 1.216
Cl12-C9 1.343 1.341 1.340 1.337 1.324
C9-C8 1.505 1.498 1.497 1.503 1.481
N6-C11 1.430 1.420 1.425 1.417 1.398
C11-05 1.255 1.251 1.248 1.245 1.218
Cl1-C14 1.467 1.462 1.461 1.472 1.476
Cl14-C15 1.354 1.351 1.349 1.345 1.306
C15-C13 1.461 1.456 1.454 1.464 1.472
C13-C17 1.414 1.409 1.408 1.408 1.397
C1l7-C18 1.392 1.388 1.388 1.388 1.376
C18-01 1.391 1.381 1.380 1.382 1.370
01-C22 1.454 1.443 1.439 1.442 1.425
C18-C20 1.416 1.411 1.412 1.408 1.387
C20-C19 1.404 1.400 1.401 1.395 1.396
C20-03 1.391 1.382 1.378 1.384 1.381
03-C21 1471 1.459 1.452 1.459 1.420
C19-02 1.394 1.385 1.381 1.386 1.365
02-C23 1.469 1.458 1.452 1.458 1.418
C19-C16 1.398 1.394 1.393 1.394 1.383
C16-C13 1.405 1.400 1.399 1.397 1.376
Correlacion (r) 0.974 0.977 0.980 0.982

Los resultados de los &ngulos de enlace, puede verse en la comparativa de la Tabla 4, la que

demuestra que la metodologia M06-2X/6-31G(d) tiene la mejor correlacién con 0.982.
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Tabla 4. Comparativo de angulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en fase gas contra pardmetros experimentales de la piperlongumina.

Funcional/conjunto base 6-31G(d)

. Referencia
Angulos de enlace Fase gas .
experimental
B3LYP PBEO MO6 MO06-2X

C10-N6-C7 117.54 117.50 117.36 117.60 117.60
C10-N6-C11 126.65 126.67 126.68 126.01 124.00
C7-N6-C11 115.55 115.62 115.70 116.01 116.30
N6-C10-C12 116.39 116.23 116.05 116.22 116.10
N6-C10-04 124.30 124.39 124.43 124.12 124.03
C12-C10-04 119.27 119.33 119.48 119.63 121.50
C10-C12-C9 123.17 122.97 123.00 122.82 123.50
C12-C9-C8 120.31 120.17 120.24 120.33 120.30
C9-C8-C7 110.09 109.80 109.75 109.78 111.90
C8-C7-N6 111.86 111.74 111.43 111.27 111.90
N6-C11-0O5 117.83 117.97 118.06 118.20 119.00
N6-C11-C14 119.88 119.81 119.60 119.94 118.90
0O5-C11-C14 122.27 122.21 122.32 121.82 121.90
Cl1-C14-C15 119.48 119.07 119.29 118.64 120.80
C14-C15-C13 126.57 126.46 126.01 125.89 128.50
C15-C13-C17 122.53 122.44 122.19 122.06 120.90
C15-C13-C16 118.66 118.64 118.86 118.68 119.20
C17-C13-C16 118.80 118.92 118.95 119.26 119.80
C13-C17-C18 120.36 120.28 120.33 120.04 120.90
C17-C18-01 123.88 123.88 123.58 124.01 124.20
C20-C18-01 115.45 115.46 115.76 115.39 114.90
C18-C20-C19 118.90 118.95 118.80 119.17 121.60
C18-C20-03 122.30 122.22 122.92 121.68 118.60
C20-C19-02 122.11 121.96 122.24 121.38 116.10
C20-C19-C16 120.32 120.29 120.34 120.34 118.10
C16-C19-02 117.47 117.65 117.35 118.23 124.90
C19-C16-C13 120.93 120.86 120.87 120.56 121.30
C18-01-C22 118.60 118.32 118.30 118.15 117.00
C20-03-C21 117.79 117.45 118.64 116.46 113.90
C19-02-C23 117.79 117.47 117.61 116.71 117.10
Correlacion (r) 0.80 0.81 0.78 0.84
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El andlisis estructural de la molécula de la timoquinona esta reportado en la Tabla 5y Tabla
6 de comparaciones de distancias y angulos de enlace, en ellas se muestra que las distancias
moleculares en fase gas de los niveles de calculo B3LYP/6-31G(d), M06-2X/6-31G(d),
M06/6-31G(d) y PBE0/6-31G(d), los cuales da como resultado una correlacion de 0.980

tomando como referencia los datos obtenidos experimentalmente [98].

Figura 4.3. Estructura molecular optimizada de la timoquinona calculada con el nivel de
calculo M06/6-31G(d) en fase gas.

Tabla 5. Comparativo de distancias de enlace tedrico en fase gas contra parametros
experimentales en analisis estructural molecular de la timoquinona.

Funcional/conjunto base 6-31G(d)

Distancias de Referencia
Fase gas .
enlace experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X
C2-024 1.254 1.250 1.247 1.243 1.225
C5-023 1.254 1.249 1.247 1.242 1.237
C4-C5 1.494 1.488 1.489 1.493 1.449
C3-C4 1.352 1.349 1.348 1.344 1.362
C5=C6 1.472 1.467 1.467 1.474 1.487
C1=C6 1.353 1.350 1.349 1.345 1.333
Correlacion (r) 0.98 0.98 0.98 0.98

Los angulos de enlace fueron reportados en la Tabla 5, donde las correlaciones se dieron de
un 0.86 a 0.97. Siendo la estructura geométrica tedrica con el nivel de calculo M06/6-31G(d)

con mayor similitud a la estructura geométrica de la molécula experimental.
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Tabla 6. Comparativo de &ngulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en fase gas contra parametros experimentales de la timoquinona.

Funcional/conjunto base 6-31G(d)

< Referencia
Angulos de enlace Fase gas .
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C4-C5-C6 118.76 118.81 118.59 118.76 119.64
C4-C5-023 120.53 120.40 120.53 120.32 121.86
C6-C5-023 120.72 120.79 120.88 120.92 118.48
C5-C4-C9 117.39 117.15 117.24 116.64 118.37
C3-C4-C5 118.48 118.56 118.70 118.81 118.53
C3-C4-C9 124.13 124.29 124.06 124.55 123.09
C4-C3-C2 112.76 122.64 122.73 122.45 121.56
C3-C2-C1 118.88 118.90 118.67 118.82 118.98
C3-C2-024 120.22 120.30 120.44 120.45 119.34
C1l-C2-024 120.90 120.79 120.89 120.72 121.68
C2-C1-C13 117.02 116.89 116.90 116.55 117.57
C6-C1-C13 124.85 124.85 124.66 124,91 125.30
C1-C6-C5 122.99 122.83 122.89 122.61 123.48
C1-C13-C15 110.27 110.04 109.52 109.80 109.38
C1-C13-C19 113.55 113.40 113.31 113.01 112.59
C19-C13-C15 110.77 110.77 110.19 110.53 110.62
Correlacion (r) 0.86 0.97 0.97 0.97

Los resultados obtenidos en las optimizaciones de la curcumina, piperlongumina y
timoquinona con las metodologias B3LYP/6-31G(d), M06-2X/6-31G(d), M06/6-31G(d) y
PBEO0/6-31G(d) permitieron determinar bajo que quimica modelo es mas acertada para el
analisis computacional. Estos modelos se calcularon en fase gas y en solvatacion IEF-PCM
con solvente en agua y etanol, estos resultados pueden consultarse en las tablas de la seccién
de Anexo Ay Anexo B.
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A pesar de que las correlaciones de las metodologias sefialan como la mejor a M06-2X/6-
31G(d) en los tres casos, se tomo la decision de realizar el analisis de los resultados de los
calculos con la quimica modelo M06/6-31G(d) debido a que esta metodologia presento
mucha similitud con M06-2X/6-31G(d) y requiere un menor costo computacional. Se
verificaron las ausencias de frecuencias imaginarias, las cuales confirmaron los minimos

globales en la superficie de energia potencial.

Es importante destacar que la diferencia de correlacion en la distancia de enlace es muy baja
con 0.002 y en angulos de enlace con 0.060 entre las metodologias M06-2X/6-31G(d) y
M06/6-31G(d). Ademas, el funcional M06-2X tiene un 54% de intercambio de HF y el M06
un 27% de intercambio HF, ambos funcionales tienen un buen desempefio en termoquimica
de interacciones no covalentes, en termoquimica de metales de transicion y organometalicos;

a diferencia que el M06 ha tenido mayor aplicacion en el analisis y disefio de farmacos.
4.1.2 Niveles de energia y Densidades de orbitales HOMO y LUMO

El andlisis de los orbitales moleculares de frontera, también conocidos como el orbital
molecular ocupado maés alto (HOMO) y el orbital molecular ocupado méas bajo (LUMO),
desempefia un papel crucial en el andlisis de la reactividad quimica de las moléculas.
Proporcionan informacién sobre los sitios mas propensos a ataques nucleofilicos y
electrofilicos. Fisicamente, el HOMO se define como el Gltimo orbital molecular ocupado
por un electrén y se caracteriza por su capacidad de donar electrones. Por otro lado, el LUMO
se refiere al orbital molecular desocupado de menor energia y esta asociado con la capacidad
de aceptar electrones. Ademas, la diferencia de energia entre el HOMO y el LUMO, conocida
como brecha energética, se relaciona directamente con la polarizabilidad de la molécula.

Estos calculos se realizaron con los funcionales B3LYP, PBEO, M06 y MO06-2X en
combinacion con el conjunto base 6-31G(d), utilizando el agua como solvente con el modelo
de solvatacion IEF-PCM. En la Figura 4.4 se muestran los comparativos de los valores
HOMO-LUMO de la curcumina con los distintos niveles de célculo. Ha de notarse la

diferencia que existe entre los resultados de niveles de energia entre los calculos de los
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funcionales M06 y M06-2X, teniendo el B3LYP, PBEQ y M06 valores cercanos entre ellos
a pesar de que el M06-2X obtuvo mejores resultados con la geometria molecular.

0= Niveles de energia HOMO-LUMO en curcumina
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Figura 4.4. Gréfico de energias HOMO-LUMO de la curcumina en solvente de agua con el
modelo de solvatacion IEF-PCM con el funcional M06/6-31G(d).

El gréafico de energias HOMO-LUMO de la molécula piperlongumina tiene sus valores

representados en la Figura 4.5, en ella se puede corroborar los resultados de los niveles de

energia de los distintos funcionales.
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Niveles de energia HOMO-LUMO en piperlongumina
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Figura 4.5. Gréfico de energias HOMO-LUMO de la piperlongumina en solvente de agua
con el modelo de solvatacion IEF-PCM vy el funcional M06/6-31G(d).

Mientras que en la Figura 4.6, el grafico de energias HOMO-LUMO de la timoquinona
reporta energias similares entre los funcionales B3LYP, PBEO y MO06. El resultado obtenido
del funcional M06-2X es mucho mayor que las anteriores, es por ello por lo que se descartaria
en su proceso de seleccion de la quimica modelo a pesar de que con ella se obtuvo mejores

resultados en la optimizacion de geometrias.
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Niveles de energia HOMO-LUMO en timoquinona
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Figura 4.6. Grafico de energias HOMO-LUMO timoquinona en solvente de agua con el
modelo de solvatacion IEF-PCM con el funcional M06/6-31G(d).

La distribucién de densidad electrénica HOMO y LUMO de la curcumina esta representada
en la Figura 4.7, donde la energia HOMO es igual a —6.225 eV y estd distribuida
principalmente en un anillo aromatico y el grupo funcional metoxilo, mientras que la energia
LUMO es igual a —1.834 eV vy esta distribuida principalmente en los enlaces € — C a lo

largo de toda la molécula; la energia de la banda gap de la curcumina se estima que sea de
4.391¢eV.
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E, = 4.391 eV

EHomo = —6.225 eV ELUMO = —1.834 eV

Figura 4.7. Orbitales moleculares de frontera HOMO y LUMO de la curcumina. Resultados
obtenidos del célculo de optimizacion donde se utilizé agua como solvente con el modelo de
solvatacion IEF-PCM con el nivel de calculo M06/6-31G(d).

En la piperlongumina, la distribucion de densidad electronica HOMO y LUMO esta
representada en la Figura 4.8, donde la energia HOMO es igual a —6.328 eV/. Se observa que
la energia HOMO esta distribuida principalmente en el anillo aromético y en los enlaces
moleculares C — C. La energia LUMO es igual a —1.834 eV, ademas se aprecia que no hay

interacciones en los grupos funcionales metoxilo.
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E, = 4.480 eV

EHomo = —6.588 eV ELUMO =—1.936¢eV

Figura 4.8. Orbitales moleculares de frontera HOMO y LUMO de la piperlongumina.
Resultados obtenidos del calculo de optimizacion donde se utiliz6 agua como solvente con
el modelo de solvatacion IEF-PCM con el nivel de célculo M06/6-31G(d).

En la Figura 4.9 se muestran los orbitales moleculares HOMO y LUMO de la timoquinona,
la energia HOMO tiene valores de —7.462 eV y tiene su distribucion a lo largo de toda la
molécula, principalmente en todos los enlaces del anillo aromético. Mientras que la energia
LUMO tiene valor de —3.426 eV, donde se encuentra distribuida principalmente en los
enlaces C — C del anillo aromatico, seguido de los dobles enlaces de oxigeno distribuida
sobre el anillo aromatico con los dobles enlaces de oxigeno. En la Tabla 7 puede verse todos
los parametros de densidad orbitales HOMO y LUMO de las moléculas de origen natural,
reportando que la curcumina, piperlongumina y timoquinona tienen valores de 4.391 eV,

4.480 eV y 4.216 eV respectivamente.

46



E, = 4216 eV

EHomo = —7.642 eV ELUMO = —-3.426eV

Figura 4.9. Orbitales moleculares de frontera HOMO y LUMO de la timoquinona.
Resultados obtenidos del calculo de optimizacion donde se utiliz6 agua como solvente con
el modelo de solvatacion IEF-PCM con el nivel de célculo M06/6-31G(d).

Tabla 7. Parametros de densidad orbitales HOMO y LUMO de las moléculas de origen
natural.

Nivel de calculo M06/6-31G(d) con el modelo de

Parametros solvatacion IEFPCM en agua
Propiedades  Simbolo y formula Curcumina Piperlongumina Timoquinona
Energia LUMO Erumo -1.834 -1.848 -3.426
Energia HOMO Epomo -6.225 -6.328 -7.642
Energia GAP Enomo— ELumo 4.391 4.480 4.216

Unidades en eV

Por otro lado, los orbitales moleculares HOMO y LUMO permitieron definir el farmacéforo
en cada una de las moléculas de origen natural, es decir la parte de la estructura de las
moléculas de origen natural ejercen su efecto fisioldgico especifico en el sitio activo de la
TGF — B2. En el caso de la curcumina en donde la energia HOMO esta distribuida
principalmente en un anillo aromatico y el grupo funcional metoxilo, mientras que la energia
LUMO esta distribuida principalmente en los enlaces de carbono a lo largo de toda la
molécula, en piperlongumina la energia HOMO esta distribuida principalmente en el anillo

aromatico y en los enlaces moleculares entre carbonos y la energia LUMO no tiene
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interacciones en los grupos funcionales metoxilo. Finalmente, timoquinona en la energia
HOMO tiene su distribucion principalmente en todos los enlaces del anillo aromaético,
mientras que la energia LUMO esta distribuida principalmente en los enlaces carbono del

anillo aromatico.
4.1.3 Parametros de reactividad quimica

Los descriptores de reactividad global como el potencial de ionizacion, la afinidad
electronica, la electronegatividad, la dureza quimica, la electrofilicidad y el potencial
quimico se encuentran recopilados en la Tabla 8. Estos descriptores de reactividad quimica
se obtuvieron a través de célculos realizados con el funcional de la densidad M06 en
combinacion del conjunto base 6-31G(d) utilizando agua como medio de solvatacion con el
modelo IEF-PCM. Los cuales, son fundamentales para evaluar la reactividad quimica de la
curcumina, piperlongumina y timoquinona.

Tabla 8. Descriptores globales de reactividad de las moléculas de origen natural de la
curcumina, piperlongumina y timoquinona.

Nivel de célculo M06/6-31G(d) con el modelo de

Parametros de reactividad solvatacion IEF-PCM en agua

guimica = = = = =
Curcumina Plperlongumlna Timoquinona
Afinidad electronica (A) 2.114 2.223 3.413
Potencial de ionizacion (1) 6.010 6.308 7.501
Electronegatividad (x) 4.062 4.265 5.457
Potencial quimico () -4.062 -4.265 -5.457
Dureza quimica (n) 1.948 2.042 2.044
indice de electrofilicidad (w) 4.235 4.454 7.286

Unidades en eV

La Tabla 8 es un comparativo de los parametros de reactividad quimica entre las tres
moléculas de origen natural. En ella se muestra que la timoquinona tiene mayor afinidad
electronica que la piperlongumina y la curcumina, lo que significa que los atomos de la
timoquinona tienden a retener sus electrones con mayor fuerza. A partir de los resultados del
potencial de ionizacion, donde la timoguinona tiene una energia mayor, significa que

requerird mayor energia para perder electrones en el sistema. De igual manera, la
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timoquinona tiene una electronegatividad mayor que la curcumina y la piperlongumina, este
resultado tiene como significado que entre més electronegativa sea la molécula, mayor seré
su capacidad para atraer electrones que puedan generar desigualdades de cargas en la
molécula. El potencial quimico de la timoquinona es mas negativo que el de la
piperlongumina y un poco mas negativo que la curcumina, esto significa que entre mas
negativo sea el potencial quimico de una molécula esta sera mas estable. La dureza quimica
de la timoquinona es de 2.044 eV, por lo que pude ser menos propensa aceptar o donar
electrones a comparacion de la piperlongumina que tiene una energia de 2.041 eV y la
curcumina con 1.948 eV, este parametro también tiene como significado que entre mayor sea
la dureza quimica de una molécula, mayor serd la resistencia para deformarse ante una
perturbacion. Hasta el momento puede significar que posiblemente la curcumina sea mas

reactiva con la citocina TGF — 2.
4.1.4 Mapa de potencial electrostatico

Los mapas de potencial electrostatico (MEP) fueron generados con el software Gaussian 09
con moléculas optimizadas por el funcional M06 en combinacion del conjunto base 6-
31G(d). Los MEP resultan ser de gran importancia para los estudios de las reactividades de
las moleculas, ya que muestra las principales fuerza de atraccion y repulsién de los electrones
a lo largo de la molécula basandose en la ley Coulomb [99]. EI mapa de potencial
electrostatico marca la densidad de eletrones a partir de una escala de colores desde el rojo
intenso hasta el azul intenso; considerando el color rojo como potencial negativo, o bien,
como una alta densidad de electrones donde se espera que ocurra un ataque nucleofilico,
mientras que el color azul como una zona poca densidad de electrones considerado como

potencial positivo donde se espera que ocurra un ataque electrofilico [100].

El MEP de la Figura 4.10 muestra los sitios de ataques nucleofilicos y electrofilicos de la
molecula de la curcumina con una escala —9.654 x 1072eV a 9.654 x 1072eV. En esta
imagen, los grupos funcionales con mayor ataque nucleofilico se puede apreciar los
carbonilo, existiendo una mayor coloracion a color rojo, siguiendo con los grupos funcionales
metoxi a los que se le observa menor la coloracion de color rojo. Mientras que los ataques

electrofilicos ocurren en los enlaces O-H sobre ambos anillos aromaticos.
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Figura 4.10. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de la curcumina calculado
en agua con el modelo de solvatacién IEF-PCM con el nivel de calculo M06/6-31G(d).

El MEP de la piperlongumina se muestra en la Figura 4.11, la escala con la que se muestra
es desde los —6.117 x 1072 eV hasta 6.117 x 1072 eV. Los principles sitios donde ocurren
ataques nucleofilicos se pueden apreciar en el grupo funcional de los carbonilos de los
enlaces (C11 = 05) y (C10 = 04). Otro sitio donde ocurren ataques nucleofilicos de menor
intensidad ocurre en el grupo funcional metoxilo en los enlaces (€18 — 01), (C19 — 02) y
(€20 — 03).
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Figura 4.11. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de la piperlongumina
calculado en agua con el modelo de solvatacion IEF-PCM con el nivel de calculo M06/6-
31G(d).

El MEP que se muestra en la Figura 4.12 muestra los ataques nucleofilicos y electrofilicos
de la timoquinona con la escala desde los —5.753 x 1072 eV hasta 5.753 x 1072 eV. Solo
en el grupo funcional del carbonilo, los cuales estan en los enlaces (C2 = 024) y (C5 =
023) sobre el anillo aromatico, mientras que la existencia de un ataque electrofilico se

observa ligeramente en los enlaces metilos (9CH;), (15CH3)y (19CH,;).
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Figura 4.12. Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de la timoquinona calculado
en agua con el modelo de solvatacién IEF-PCM con el nivel de calculo M06/6-31G(d).

Por otro lado, el andlisis de MEP nos indica las zonas aceptoras y donadoras de hidrégeno
en cada una de las moléculas naturales, en el caso de la curcumina tiene dos sitios aceptores
y donadores de hidrégeno, en piperlongumina tres aceptores y cinco donadores de hidrégeno
y finalmente la timoquinona tiene en su estructura dos donadores de hidrogeno. Permitiendo
predecir cual seria la tendencia de la formacion de enlaces de hidrogeno dentro del sitio activo
TGF — B2. Los cuales pueden verse afectados dependiendo del impedimento estérico que

presenten las moléculas naturales en el sitio activo después del acoplamiento molecular.

4.2 Analisis conformacional de la macromolécula TGF-B2y los
ligandos

4.2.1 Docking molecular
A partir de la metodologia descrita en el apartado 3.2.2, el calculo de un Docking molecular
ciego fue fundamental para definir el sitio activo de la macromolécula. Este céalculo permitio

conocer la energia de 10 conformaciones entre TGF—B2-curcumina. mostradas en la Tabla
9.
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Tabla 9. Energias de las conformaciones obtenidas a través del calculo de Docking ciego
entre TGF—B2 y curcumina.

Conformacién
Energia de afinidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
de unién (Kcallmol) -6.22 -5.96 -6.13 -5.36 -59 -5.88 -581 -5.81 -3.91 -3.85

AutoDock4.2

La conformacion 1 es la de menor energia con —6.22 Kcal/mol. Esta conformacion esta
compuesta por los aminoacidos del sitio activo ASN40, ASP39, LYS101, TRP65, MET100,
LYS101, ILE99, PHE111, PHE126, GLU128. Estos pueden verse de forma ilustrativa en la
Tabla 10.

Tabla 10. Aminoécidos del sitio activo de menor energia del caculo de Docking ciego de
TGF—B2 y curcumina.

Docking ciego

Sitio activo
FeN o 7
Q. HN, i=\/
HaN 0 o N o
- L, OH  NH, Y
ASN40 ASP39 TRP65
ASN40, ASP39,
LYS101, TRP65, CHs O o
MET100, ILE99, HSCV\H\OH mc/s\/\H%H Ki
PHE126,GLU128 e e o
ILE99 MET100 LYS101
Q o o
PHE126 GLU128

La superposicion entre glicerol co-cristalizado y la curcumina se muestra en la Figura 4.13,
la cual permite corroborar que el ligando se dirige al sitio activo de la macromolécula
TGF—B2. Por lo tanto, los aminoacidos del sitio activo del Docking ciego son considerados

como los aminoacidos del sitio activo para el analisis del Docking rigido.
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Figura 4.13. Superposicion entre glicerol co-cristalizado y la curcumina que nos permite
corroborar que nuestro ligando se dirige al sitio activo de la macromolécula TGF—f32.

La determinacion del sitio activo en el Docking ciego permiti6 definir, el grid (ver seccion
3.2.2). que fue implementado para realizar los Docking rigidos con cada una de las moléculas
naturales (curcumina, piperlongumina y timoquinona). El resultado de este célculo se
muestra en la Tabla 11, donde el valor de minima energia de afinidad de union en la
curcumina es de 4.77 Kcal /mol. La piperlongumina de 5.1 Kcal/mol y de la timoquinona
es de 5.03 Kcal/mol. Indicando este resultado que la afinidad de union de las moléculas

naturales decrece en el orden piperlongumina > timoquinona > curcumina.
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Tabla 11. Energias de afinidad de union de las conformaciones calculada a partir de un
Docking rigido.

No. de Energia de afinidad de union (Kcal/mol)

conformacion . . . ] ]
Curcumina Piperlongumina Timoquinona

1 -4.77 -5.1 -5.03
2 -4.68 -5.1 -5

3 -4.59 -5.09 -4.97

4 -4.59 -4.98 -4.96

5 -4.18 -4.97 -5.03

6 -4.17 -4.87 -4.86

7 -3.5 -4.83 -4.88

8 -4.14 -4.81 -4.87

9 -4 -4.81 -4.86

10 -3.45 -4.78 -4.86

AutoDock4.2

Los aminoéacidos que conforman el sitio activo de cada uno de los acoplamientos moleculares
realizados se muestran en la Tabla 12. Se consideran a los aminoacidos del sitio activo en el
Docking ciego como referencia para para realizar un analisis comparativo con los resultados
de los Docking rigidos realizados con cada molécula de origen natural. Se resaltan en negrita
los aminoacidos de los sitios activos de los Docking rigidos que coinciden con los
aminoéacidos definidos en el sitio activo del Docking ciego, donde podemos observar que la
Curcumina-TGF—f2 tiene una coincidencia del 27% al igual que el Piperlongumina-
TGF—p2 y finalmente Timoquinona- TGF—P2 con un 36%, cabe destacar que a pesar de tener
un mayor porcentaje de aminoacidos del sito activo que coinciden con el Docking ciego en
el acoplamiento Timoquinona- TGF—32, este no tiene la mayor afinidad de union, lo cual
puede deberse al impedimento estérico que se generod dentro del sito activo afectando asi la

afinidad de union.
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Tabla 12. Comparacion del sitio activo del Docking molecular de la curcumina,
piperlongumina y timoquinona con el sitio activo del Docking ciego.

Aminoacidos del sitio activo

. Amino&cidos del sitio activo en Docking rigido
en Docking ciego

. . Piperlongumina - Timoquinona -
Curcumina -TGF—f32 Curcumina -TGF—[32
b B TGF—[32 TGF—[32
ASN40, ASP39, LYS101, GLU128, SER127,

GLU102, LYS101,
TRP65, MET100, MET100, SER127, MET100, PHE126,

LYS101, ILE99,PHE111, GLN41, ASNA40,
PHE126,GLU128 PHE126, ASN40 PHE111

ASP39, ASN40,
GLN41, TRP65,
PHE126, PHE111

AutoDock4.2
4.2.2 Descripcion del sitio activo

Los aminoéacidos y los metabolitos que conforman el sitio activo de la macromolécula
TGF—P2 con los ligandos curcumina, piperlongumina y timoquinona estan representados en
la Tabla 13. En ella se puede observar que los aminoacidos que conforman el sitio activo del
Docking molecular curcumina-TGF—2 estdn conformados por 7 residuos, los cuales
presentan uniones entre si en una secuencia de proteinas (Met100-Lys101-Glul02) y
(Phel26-Ser127-Glul28), la conformacion del sitio activo en el Docking molecular
piperlongumina-TGF—32 se compone de 7 residuos y dos secuencias de proteinas (Phe126-
Ser127-Glul28) y (Asn40-GIn4l). El tercer Docking molecular timoquinona-TGF—2
consta de 6 residuos y una secuencia de proteinas (Asp39-Asn40-GIn41l).
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Tabla 13. Aminoacidos y metabolitos que componen el sitio activo de la macromolécula
TGF-f2.

Aminoéacidos del sitio activo en Docking rigido

Timoquinona -

ina -TGF—[32 Pi I ina -TGF—[32
Curcumina -TGF—j iperlongumina -TGF—f3 TGF—p2
Met100-Lys101-Glul02, Phel26-Serl127-Glul28, Asp39-Asn40-GInd 1,
Phel26-Ser127-Glul28, Asn40-GIn41, GLU128, ASP39, ASN40,

GLU102, LYS101, MET100, SER127, MET100, PHE126, GLN41, TRP65,
SER127, PHE126, ASN40 GLN41, ASN40, PHE111 PHE126, PHE111

AutoDock4.2

4.2.3 Reactividad quimica y descriptor de transferencia de carga del sitio

activo

El célculo de los parametros de reactividad quimica de los acoplamientos moleculares en el
sitio activo se muestra en la Tabla 14, en ella se puede ver que la energia de afinidad
electrénica de los aminoéacidos del sitio activo fluctia de 0 — 1.76 eV, siendo el tripéptido
Met100-Lus101-Glul02 presente en la curcumina quien tenga la mayor facilidad de formar
una unién, en el caso del tripeptido Asp39-Asn40-GIn4l con 19.74 eV presente en la
Timoquinona tiene la mayor facilidad de arrancar un electrén de su secuencia de
aminoacidos. Los aminodacidos del sitio activo que tienen la mayor facilidad de modificar su
estructura electrénica en presencia de las moléculas naturales son en el caso de la curcumina
el Asn40 con 0.91 eV, en la piperlongumina el tripéptido Phel26-Ser127-Glu128 con
3.14eV y en la Timoquinona Trp65 con 7.43 eV. Mientras que en el tripéptido Asp39-Asn40-
GIn4l presente en la Timoquinona con 10.33 eV en potencial quimico y 5.66 eV en
electrofilicidad tiene la mayor facilidad de aceptar o trasferir electrones y la mejor estabilidad

de aceptar electrones del entorno.
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Tabla 14. Parametros de reactividad quimica del sitio activo del receptor de la
macromolécula TGF—f2 con los ligandos curcumina, piperlongumina y timoquinona.

Ligandos Sitio activo AE (eV) I (eV) n (eV) u=—y (eV) o (eV)
Met100-Lys101-Glu102 1.76 5.46 1.85 -3.61 3.53
Curcumina Phel126-Ser127-Glul28 0.56 6.45 2.95 35 3.53
Asn40 0 1.81 0.91 -0.91 0.45
Met100 -1.13 6.33 3.73 2.6 0.91
. . Phelll -0.62 6.67 3.65 3.03 1.26
Piperlongumine
Phe126-Ser127-Glul28 0.29 6.57 3.14 3.43 1.88
Asn40-GIn41 -6.32 8.68 7.5 1.18 0.09
Asp39-Asn40-GIin4l 0.91 19.74 9.41 10.33 5.66
. . Trp65 -0.51 14.35 7.43 6.92 3.22
Timoquinona
Phel26 -1.12 15.53 8.33 7.2 3.12
Phel11l -1.02 16.2 8.61 7.59 3.35
Gaussian09

4.2.4 Descriptor de la transferencia de carga

Los descriptores de reactividad quimica mencionados anteriormente son parametros
intramoleculares, cuyos valores se calculan a partir de las propiedades electronicas de la
molécula. Para entender una reaccién quimica a profundidad se debe también considerar un
parametro intermolecular que represente el nimero fraccionario de electrones transferidos de
un sistema a otro. Este parametro se llama transferencia de carga AN (Ecuacion (13). Este
pardmetro permite determinar el proceso oxido-reduccién que se genera entre las moléculas

de origen natural y los aminoécidos del sitio activo.

Estableciéndose la siguiente condicion, si AN < 0 el flujo de las cargas sera del sistema A al
sistema B, donde A actuaria como un donador de electrones. Mientras que si AN > 0, el flujo
de las cargas serd del sistema B hacia el sistema A, actuando B como un donador de
electrones, siendo el sistema A las moléculas naturales y el sistema B los aminoacidos del

sitio activo.

El descriptor de transferencia de carga es una de las interacciones no covalentes que estan
presentes en los sistemas biolégicos en un complejo macromolécula-ligando. En este caso,
se puede observar en la Tabla 15 que todos los valores de AN son positivos es decir que el

flujo de electrones va de los aminoacidos del sitio activo hacia las moléculas de origen
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natural. Como puede observarse en la Tabla 15, los valores de transferencia de carga (AN)
son mayores para piperlongumina y menores para curcumina, por lo tanto, el proceso
oxidativo decrece en el orden piperlongumina>timoquinona>curcumina. De acuerdo con
este parametro, se puede predecir un mejor funcionamiento de la piperlongumina como un
agente inhibidor a la sobreexpresion de la citocina TGF-p2.

Tabla 15. Valores de transferencia de carga (AN) calculados en el Docking molecular entre
los ligandos curcumina, piperlongumina y timoquinona con la macromolécula TGF— 32.

Ligandos Secuencia de aminoacidos AN
Met100-Lys101-Glul02 0.060
Curcumina Phel26-Serl127-Glul28 0.772
Asn40 0.551
Met100 0.595
. . Phelll 0.641
Piperlongumina
Phel126-Ser127-Glul28 0.742
Asn40-GInd1 0.285
Asp39-Asn40-Gindl 0.689
. . Trp65 0.653
Timoquinona
Phel26 0.610
Phelll 0.612
Gaussian09

4.2.5 Enlaces de hidrogeno

Adicionalmente se realizo el analisis de los enlaces de hidrdégeno que se obtuvieron entre el
sitio activo la macromolécula del TGF—B2 y los ligandos. La curcumina es uno de los
ligandos que tuvo mejores resultados. En la Figura 4.14 se puede observar la interaccion que
ocurre en la simulacion de acoplamiento curcumina-TGF—f2, la cual parece acoplarse al sitio
activo en una forma extendida. Esta molécula tiene dos anillos fenilos, donde en uno de ellos
se presenta un enlace de hidrogeno (NH----O) entre el grupo donador -NH del residuo ASN40

y el grupo aceptor (-O-) de la Cur.
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Figura 4.14. Enlaces de hidrogeno de sitio activo de la macromolécula al ligando. Sitio
activo de TGF—B2 — Curcumina.

En la Figura 4.15 se puede observar la interaccion que ocurre en la simulacion de
acoplamiento piperlongumina-TGF—32. Esta molécula tiene un anillo fenilo, donde se
presenta un enlace de hidrogeno (NH----O) entre el grupo donador -NH del dipéptido
LYS101-GLU102 y el grupo aceptor (-O-) de la piperlongumina.
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Figura 4.15. Enlaces de hidrégeno de sitio activo de la macromolécula al ligando. Sitio
activo de TGF—32 — piperlongumina.

A diferencia del resultado de Docking molecular de TGF—f2-timoquinona que se muestra en
la Figura 4.16, en ella no se presenta ningln enlace de hidrégeno, pero se presentan dos
enlaces hidrofobicos en la cadena de enlaces ASP39-ASN40-GLN41 con un grupo funcional
carbonilo, otro en lace hidrofobico esta en el enlace TRP65 con el segundo grupo funcional

carbonilo.
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Figura 4.16. Enlaces de hidrégeno de sitio activo de la macromolécula al ligando. Sitio
activo de TGF—32 — timoquinona.

La regla de cinco de Lipinsky [101] se cumple en las simulaciones de acoplamiento
curcumina-TGF—B2 y piperlongumina-TGF—32. Esta regla establece que un farmaco debe
de tener cinco 0 menos enlaces de hidrogeno para ser facilmente absorbido por el cuerpo, por

lo tanto, la curcumina y la piperlongumina cumplen con su funcién farmacoldgica.
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5 CONCLUSIONES

Los cuatro funcionales de la densidad, en combinacion con el conjunto base 6-31G(d),
presentaron buenos resultados de geometria molecular siendo muy cercanos a los valores
experimentales reportados, teniendo una correlacion mayor al 90%. Los resultados de mayor
precision fueron obtenidos con M06-2X, sin embargo, las diferencias de los datos obtenidos
con los otros funcionales no son significativas. No obstante, se decidié seleccionar el
funcional de la densidad MO06, ya que es un funcional meta-GGA que contempla la
cuantificacion de la energia cinética y que ha sido reportado recientemente en los calculos de

farmacoforos.

El estudio de los parametros de reactividad quimica tiene como objetivo hacer
interpretaciones fisicas en las moléculas. Con este parametro, se observé que la timoquinona
tiene mayor afinidad electrénica, potencial de ionizacion, electronegatividad, potencial
quimico, dureza quimica e indice de electrofilicidad. Lo que conlleva a ser una molécula con
mayor dificultad aceptando y donando electrones en comparacion con la curcumina y la
piperlongumina. También se estudi6 el MEP que demostraba los posibles ataques
nucleofilicos y electrofilicos a lo largo de cada una de las moléculas de origen natural, asi
como los orbitales moleculares HOMO y LUMO que permitieron conocer las regiones

aceptoras y donadoras de electrones en la molécula.

El Docking ciego permitio definir el sitio activo de la macromolécula TGF—32, el cual esta
conformado por 10 aminodacidos, con grupo R aromatico (PHE111, PHE126, TRP65), grupo
polar R sin carga (ASN40), grupos R con carga positiva (LYS101), grupos R con carga
negativa (GLU128, ASP39), grupos R alifaticos no polares (MET100, ILE99).

Al verificar las interacciones de los ligandos estudiados se encontré que la conformacion mas
estable en cada uno de los acoplamientos fue curcumina-TGF—2, piperlongumina-TGF—32
y timoquinona-TGF—B2 son -4.77 kcal/mol, -5.1 kcal/mol y -5.03 kcal/mol, respectivamente.
Reportandose las afinidades de union ligando-macromolécula donde el acoplamiento
molecular curcumina-TGF—f32 tiene una coincidencia entre el Docking ciego y rigido es del

27% al igual que el Docking molecular piperlongumina-TGF—B2. Finalmente, el
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acoplamiento timoquinona-TGF—f2 tiene una coincidencia de un 36% entre el Docking

ciego y rigido.

Estos acoplamientos moleculares permitieron conocer el descriptor de transferencia de carga,
estos valores fueron siempre positivos, por lo que el flujo de electrones va de los aminoacidos
del sitio activo hacia las moléculas de origen natural. Determinando que el proceso oxidativo
decrece en el orden piperlongumina>timoquinona>curcumina. Este pardmetro permite
predecir un mejor funcionamiento de la piperlongumina como un agente inhibidor a la

sobreexpresion de la citocina TGF-f2.

De los tres acoplamientos estudiados, solamente 2 de ellos formaron enlaces de puente de
hidrégeno: curcumina-TGF—B2 y piperlongumina-TGF—32, y de acuerdo con la regla de
Lipinsky, la curcumina y la piperlongumina tendrén una buena absorcion y permeabilidad.
Por lo tanto, se puede sugerir que tanto piperlongumina como curcumina son una opcion
potencial para inhibir la sobreexpresion del TGF—2 como coadyuvantes al tratamiento del

cancer de colon.
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7 Anexo A

Paradmetros geometricos de curcumina en solvente agua

Tabla 16. Distancias de enlace de los parametros geométricos de la curcumina obtenidos
tedricamente en fase agua con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros

experimentales.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Distancia de Referencia
Fase agua .
enlace experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C21-C25 1.473 1.469 1.466 1.477 1.445
C24-C20 1.473 1.469 1.467 1.479 1.464
C17-C25 1.353 1.349 1.348 1.344 1.342
C24-C16 1.353 1.349 1.347 1.343 1.341
C21-C9 1.532 1.522 1.518 1.523 1.376
C9-C20 1.524 1.515 1.512 1.517 1.419
C20-05 1.230 1.225 1.224 1.220 1.277
C8-C17 1.455 1.451 1.449 1.460 1.459
C16-C7 1.455 1.451 1.449 1.461 1.456
C17-C25 1.353 1.349 1.348 1.344 1.342
C16-C24 1.353 1.349 1.347 1.343 1.341
C24-C20 1.473 1.469 1.467 1.479 1.464
C21-06 1.230 1.225 1.225 1.221 1.335
Correlacion (r) 0.80 0.81 0.81 0.83

Tabla 17. Angulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos tedricamente en fase
agua con el modelo de solvatacién IEF-PCM contra pardmetros de la curcumina.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Angulos de Referencia
Fase agua .
enlace experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C13-02-C27 115.10 114.49 113.69 113.47 116.10
C12-01-C26 115.13 114.47 113.69 113.46 115.80
06-C21-C9 120.90 121.19 121.28 121.06 121.70
06-C21-C25 123.37 123.29 123.54 123.14 116.80
05-C20-C24 123.13 123.05 123.22 122.87 120.30
05-C20-C9 120.25 120.32 120.48 120.68 120.80
C21-C9-C20 112.68 112.92 112.78 111.97 121.60
Correlacion(r) 0.15 0.23 0.27 0.26
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Parametros geometricos de piperlongumina en solvente agua

Tabla 18. Comparacion de distancias de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en fase agua con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros

experimentales de la piperlongumina.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Distancias de enlace Solvente agua Refe_renua
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

N6-C10 1.406 1.398 1.402 1.400 1.401
N6-C7 1.482 1.470 1.473 1.474 1.486
C10-C12 1.479 1.475 1.472 1.481 1.454
C10-04 1.229 1.224 1.222 1.220 1.216
C12-C9 1.340 1.338 1.337 1.335 1.324
C9-Cs8 1.499 1.492 1.490 1.499 1.481
N6-C11 1.415 1.406 1.409 1.406 1.398
C11-05 1.231 1.226 1.223 1.221 1.218
C1l1-C14 1.476 1.472 1.470 1.482 1.476
C14-C15 1.349 1.346 1.344 1.341 1.306
C15-C13 1.462 1.457 1.456 1.466 1.472
C13-C17 1.411 1.406 1.405 1.405 1.397
C17-C18 1.393 1.390 1.389 1.391 1.376
C18-01 1.361 1.351 1.351 1.354 1.370
01-C22 1.427 1.416 1.414 1.418 1.425
C18-C20 1.416 1.412 1.410 1.410 1.387
C20-C19 1.400 1.398 1.394 1.394 1.396
C20-03 1.372 1.363 1.363 1.366 1.381
03-C21 1.437 1.427 1.422 1.429 1.420
C19-02 1.375 1.367 1.366 1.370 1.365
02-C23 1.436 1.426 1.421 1.429 1.418
C19-C16 1.396 1.392 1.391 1.393 1.383
C16-C13 1.402 1.398 1.397 1.396 1.376
Correlacion () 0.98 0.98 0.98 0.98
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Tabla 19. Comparacion de angulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en fase agua con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros

experimentales de la piperlongumina.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Angulos de enlace Solvente agua Refe_renua
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X
C10-N6-C7 117.76 117.72 117.80 118.03 117.60
C10-N6-C11 124.54 124.56 123.96 123.49 124.00
C7-N6-C11 116.50 116.60 116.64 116.79 116.30
N6-C10-C12 116.05 115.89 115.71 115.87 116.10
N6-C10-04 123.24 123.29 123.15 123.06 124.03
C12-C10-04 120.68 120.78 121.12 121.04 121.50
C10-C12-C9 122.95 122.73 122.79 122.52 123.50
C12-C9-C8 120.69 120.59 120.70 120.82 120.30
C9-Cs8-C7 110.46 110.21 110.34 110.26 111.90
C8-C7-N6 111.41 111.30 111.05 110.82 111.90
N6-C11-05 118.81 118.93 119.18 119.27 119.00
N6-C11-C14 118.61 118.59 118.07 118.29 118.90
0O5-C11-C14 122.43 122.34 122.59 122.28 121.90
Cl11-C14-C15 119.35 118.84 119.07 118.55 120.80
C14-C15-C13 127.41 127.29 127.16 126.83 128.50
C15-C13-C17 122.67 122.60 122.32 122.20 120.90
C15-C13-C16 118.19 118.13 118.25 118.18 119.20
C17-C13-Cl6 119.12 119.26 119.42 119.60 119.80
C13-C17-C18 120.44 120.41 120.38 120.20 120.90
C17-C18-01 124.84 124.82 124.89 124.87 124.20
C20-C18-01 115.07 115.14 115.23 115.15 114.90
C18-C20-C19 119.40 119.42 119.55 119.56 121.60
C18-C20-03 120.43 118.89 119.95 119.12 118.60
C20-C19-02 120.77 120.83 120.09 120.42 116.10
C20-C19-C16 120.25 120.26 120.38 120.35 118.10
C16-C19-02 118.89 118.85 119.49 119.18 124.90
C19-C16-C13 120.68 120.60 120.35 120.29 121.30
C18-01-C22 118.20 117.62 117.67 117.24 117.00
C20-03-C21 114.56 114.06 113.21 113.26 113.90
C19-02-C23 115.32 114.71 113.77 114.20 117.10
Correlacion () 0.89 0.90 0.91 0.90
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Parametros geometricos de timoquinona en solvente agua

Tabla 20. Comparacion de distancias de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en fase agua con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros
geométricos experimentales de la timoquinona.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Distancias de enlace Solvente agua Refe!’enaa
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C2-024 1.227 1.250 1.248 1.243 1.225
C5-023 1.227 1.249 1.247 1.242 1.237
C4-C5 1.498 1.488 1.489 1.493 1.449
C3-C4 1.347 1.349 1.348 1.344 1.362
C5-C6 1.480 1.467 1.467 1.474 1.487
C1-C6 1.348 1.350 1.349 1.345 1.333
Correlacion (r) 0.98 0.98 0.98 0.98

Tabla 21. Comparacion de distancias de enlace obtenidos teéricamente en fase agua con el
modelo de solvatacién IEF-PCM contra pardmetros experimentales de la timoquinona.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Angulos de enlace Solvente agua Refe_renma
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

4-C5-C6 118.50 118.81 118.59 118.76 119.64
C4-C5-023 120.67 120.40 120.53 120.32 121.86
C6-C5-023 120.83 120.79 120.88 120.92 118.48
C5-C4-C9 117.06 117.15 117.24 116.64 118.37
C3-C4-C5 118.51 118.56 118.70 118.81 118.53
C3-C4-C9 124.43 124.29 124.06 124.55 123.09
C4-C3-C2 123.01 122.64 122.73 122.45 121.56
C3-C2-C1 118.63 118.90 118.67 118.82 118.98
C3-C2-024 120.27 120.30 120.44 120.45 119.34
Cl1l-C2-024 121.09 120.79 120.89 120.72 121.68
C2-C1-C13 116.74 116.89 116.90 116.55 117.57
C6-C1-C13 125.17 124.85 124.66 124.91 125.30
C1-C6-C5 123.26 122.83 122.89 122.61 123.48
C1-C13-Ci15 110.17 110.04 109.52 109.80 109.38
C1-C13-C19 113.69 113.40 113.31 113.01 112.59
C19-C13-C15 110.94 110.77 110.20 110.53 110.62
Correlacion (r) 0.97 0.97 0.97 0.97
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8 Anexo B

Parametros geométricos de curcumina en solvente etanol

Tabla 22. Distancias de enlace de los parametros geométricos obtenidos tedricamente en
solvente etanol con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra pardmetros experimentales de

la curcumina.
Funcional/conjunto base 6-31 G(d) Referencia
Distancia de enlace Solvente etanol .
experimental
B3LYP PBEO MO06 M06-2X

C21-C25 1.471 1.468 1.465 1.477 1.445
C24-C20 1.471 1.467 1.465 1.476 1.464
C17-C25 1.354 1.350 1.348 1.344 1.342
C24-C16 1.354 1.350 1.348 1.345 1.341
C21-C9 1.534 1.525 1.520 1.525 1.376
C9-C20 1.534 1.524 1.521 1.525 1.419
C20-05 1.230 1.225 1.224 1.220 1.277
C8-C17 1.454 1.451 1.448 1.460 1.459
C16-C7 1.454 1.450 1.447 1.459 1.456
C16-C24 1.354 1.350 1.348 1.345 1.341
C24-C20 1.471 1.467 1.465 1.476 1.464
C21-06 1.230 1.225 1.224 1.219 1.335
Correlacion (r) 0.78 0.79 0.79 0.81

Tabla 23. Comparacion de angulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en solvente etanol con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros

de la curcumina.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Angulos de enlace Solvente etanol Refe_renC|a
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C13-02-C27 115.19 144.46 113.80 113.51 116.10
C12-01-C26 115.23 114.52 113.67 113.51 115.80
06-C21-C9 120.40 120.70 120.86 120.94 121.70
06-C21-C25 123.63 123.64 123.81 123.48 116.80
05-C20-C24 123.68 123.61 123.89 123.47 120.30
05-C20-C9 120.44 120.65 120.91 120.89 120.80
C21-C9-C20 110.41 109.91 109.06 108.67 121.60
Correlacion (r) 0.04 -0.46 0.12 0.12
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Parametros geometricos de piperlongumina en solvente etanol

Tabla 24. Comparacion de distancias de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en solvente etanol con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros

experimentales de la piperlongumina.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Distancia de enlace Solvente etanol Refe_renua
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

N6-C10 1.406 1.398 1.402 1.400 1.401
N6-C7 1.482 1.470 1.473 1.474 1.486
C10-C12 1.480 1.475 1.473 1.482 1.454
C10-04 1.228 1.224 1.222 1.220 1.216
C12-C9 1.340 1.338 1.337 1.335 1.324
C9-Cs8 1.499 1.492 1.490 1.499 1.481
N6-C11 1.416 1.406 1.410 1.406 1.398
C11-05 1.230 1.226 1.223 1.221 1.218
C1l1-C14 1.476 1.472 1.470 1.481 1.476
C14-C15 1.350 1.346 1.344 1.341 1.306
C15-C13 1.462 1.458 1.456 1.466 1.472
C13-C17 1.411 1.407 1.405 1.406 1.397
C17-C18 1.393 1.390 1.389 1.390 1.376
C18-01 1.361 1.352 1.351 1.355 1.370
01-C22 1.427 1.416 1.414 1.418 1.425
C18-C20 1.416 1.412 1.410 1.410 1.387
C20-C19 1.400 1.397 1.394 1.393 1.396
C20-03 1.372 1.363 1.363 1.366 1.381
03-C21 1.437 1.426 1.422 1.428 1.420
C19-02 1.375 1.366 1.366 1.369 1.365
02-C23 1.436 1.425 1.421 1.427 1.418
C19-C16 1.396 1.393 1.391 1.394 1.383
C16-C13 1.402 1.398 1.396 1.396 1.376
Correlacion () 0.98 0.98 0.98 0.98
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Tabla 25. Comparacion de angulos de enlace de los parametros geométricos obtenidos
tedricamente en solvente etanol con el modelo de solvatacion IEF-PCM contra parametros

experimentales de la piperlongumina.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Angulos de enlace Solvente etanol Refe_renua
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X
C10-N6-C7 117.73 117.70 117.79 118.02 117.60
C10-N6-C11 124.66 124.68 124.03 123.55 124.00
C7-N6-C11 116.43 116.53 116.57 116.75 116.30
N6-C10-C12 116.05 115.89 115.71 115.87 116.10
N6-C10-04 123.32 123.37 123.21 123.12 124.03
C12-C10-04 120.61 120.71 121.06 121.00 121.50
C10-C12-C9 122.97 122.75 122.82 122.54 123.50
C12-C9-C8 120.67 120.57 120.68 120.80 120.30
C9-C8-C7 110.44 110.19 110.33 110.25 111.90
C8-C7-N6 111.45 111.33 111.10 110.83 111.90
N6-C11-0O5 118.76 118.90 119.14 119.25 119.00
N6-C11-C14 118.66 118.63 118.11 118.30 118.90
05-C11-C14 122.44 122.34 122.61 122.30 121.90
Cl11-C14-C15 119.33 118.84 119.05 118.57 120.80
C14-C15-C13 127.41 127.25 127.17 126.78 128.50
C15-C13-C17 122.68 122.56 122.34 122.14 120.90
C15-C13-C16 118.20 118.15 118.25 118.21 119.20
C17-C13-C16 119.12 119.30 119.41 119.65 119.80
C13-C17-C18 120.44 120.35 120.39 120.13 120.90
C17-C18-01 124.84 124.91 124.89 125.01 124.20
C20-C18-01 115.08 115.04 115.23 115.00 114.90
C18-C20-C19 119.40 119.49 119.56 119.64 121.60
C18-C20-03 120.43 120.32 119.95 120.11 118.60
C20-C19-02 120.80 120.66 120.14 120.04 116.10
C20-C19-C16 120.25 120.20 120.38 120.32 118.10
C16-C19-02 118.88 119.08 119.46 119.62 124.90
C19-C16-C13 120.69 120.60 120.37 120.26 121.30
C18-01-C22 118.19 117.71 117.67 117.28 117.00
C20-03-C21 114.57 113.86 113.21 112.82 113.90
C19-02-C23 115.35 114.75 113.82 113.75 117.10
Correlacion (r) 0.89 0.90 0.91 0.91
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Parédmetros geométricos de timoquinona en solvente etanol

Tabla 26. Comparacion de distancias de enlace obtenidos tedricamente en etanol con el
modelo de solvatacién IEF-PCM contra pardmetros experimentales de la timoquinona.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Distancia de enlace Solvente etanol Refe!'enma
experimental
B3LYP PBEO MO6 MO06-2X

C2-024 1.257 1.252 1.251 1.245 1.225
C5-023 1.257 1.252 1.250 1.245 1.237
C4-C5 1.493 1.488 1.488 1.492 1.449
C3-C4 1.353 1.350 1.348 1.344 1.362
C5-C6 1.471 1.466 1.465 1.473 1.487
C1-C6 1.353 1.350 1.349 1.345 1.333
Correlacion () 0.98 0.98 0.98 0.98

Tabla 27. Comparacion de &ngulos de enlace obtenidos tedricamente en etanol con el modelo

de solvatacion IEF-PCM contra pardmetros experimentales de la timoguinona.

Funcional/conjunto base 6-31 G(d)

Angulos de enlace Solvente etanol Refe_renua
experimental
B3LYP PBEO MO06 MO06-2X

C4-C5-C6 118.98 119.03 118.86 118.99 119.64
C4-C5-023 120.51 120.39 120.44 120.31 121.86
C6-C5-023 120.51 120.58 120.70 120.70 118.48
C5-C4-C9 117.74 117.51 117.48 117.00 118.37
C3-C4-C5 118.32 118.39 118.54 118.65 118.53
C3-C4-C9 123.94 124.09 123.98 124.35 123.09
C4-C3-C2 122.71 122.59 112.64 122.40 121.56
C3-C2-C1 119.07 119.09 118.90 119.02 118.98
C3-C2-024 120.07 120.15 120.28 120.30 119.34
C1-C2-024 120.86 120.75 120.82 120.67 121.68
C2-C1-C13 117.36 117.22 117.26 116.85 117.57
C6-C1-C13 124.65 124.65 124.45 124.76 125.30
C1-C6-C5 122.93 122.76 122.79 122.54 123.48
C1-C13-C15 110.18 109.93 109.41 109.68 109.38
C1-C13-C19 113.58 113.44 113.39 113.04 112.59
C19-C13-C15 110.71 110.70 110.14 110.47 110.62
Correlacion (r) 0.98 0.98 0.86 0.97
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