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Resumen
La pandemia por COVID-19, dada por el virus de SARS-CoV-2 es un problema mundial de
salud. El contagio latente y falta de terapias efectivas ha promovido el acelerado desarrollo de
medicamentos. Los métodos in silico han jugado un papel importante en la evaluaciéon rapida
de potenciales farmacos. El cacao Arriba (Theobroma cacao L.) variedad Nacional, también
conocido como fino y de aroma, es una variedad de cacao que contiene gran riqueza de
compuestos bioactivos. En este estudio, se evalué in silico el acoplamiento molecular entre

metabolitos secundarios del cacao fino de aroma y proteinas blanco del virus SARS-CoV-2.

Se identificaron, bibliograficamente, metabolitos secundarios del cacao Arriba con potencial
bioactivo, se predijo sus caracteristicas farmacocinéticas y se realiz6 el acoplamiento molecular
con proteinas blanco criticas de SARS-CoV-2. La cafeina, teobromina, epicatequina, trans-
resveratrol y trans-picéido demostraron posibilidad de ser absorbidas pasivamente en el
intestino, al tener solubilidad WLogP < 8 y TPSA <200 A2, La epicatequina y el trans-picéido,
derivado del trans-resveratrol, mostraron la mejor formacién de enlaces con residuos cataliticos
de los sitios activos de helicasa (-7,9 y -8,2 kcal/mol) y la proteinasa 3Clpro (-7,8 y -8 kcal/mal).
Adicionalmente, la eficiencia de ligandos corroboro la fortaleza de las interacciones ejercidas en
el complejo proteina-ligando simulados, obteniendo valores mayores a 0,3, valor ideal en

farmacos.

Palabras clave: flavonoides, antiviral, SARS-CoV-2, cacao fino y de aroma, docking

molecular.
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Abstract
The COVID-19 pandemic, caused by SARS-CoV-2 virus is a global health problem. The latent
contagion and lack of effective therapies has promoted an accelerated development of drugs. In
silico methods have played major role on the rapid evaluation of potential drugs. Cacao Arriba
(Theobroma cacao L.) Nacional variety, also known as fine and flavor, is a variety of cocoa
which contains bioactive compounds. In this study, the molecular docking between secondary

metabolites of fine or aroma and target proteins of the SARS-CoV-2 was evaluated.

Secondary metabolites of Arriba cocoa with bioactive potential were identified, bibliographically,
their pharmacokinetic characteristics were predicted, and molecular docking with critical target
proteins of SARS-CoV-2 was performed. Caffeine, theobromine, epicatechin, trans-resveratrol
and trans-piceid showed the possibility of being passively absorbed in the intestine, having
solubility WLogP < 8 and TPSA < 200 A2. Epicatechin and trans-piceid, derived from trans-
resveratrol, showed the best bond formation with catalytic residues of active site of helicase (-
7,9 and -8,2 kcal/mol) and proteinase 3Clpro (-7,8 and -8 kcal/mol). In addition, the efficiency of
ligands corroborated the strength of the interactions exerted in the simulated protein-ligand

complex, obtaining values greater than 0.3, the ideal value in drugs.

Keywords: flavonoids, antiviral, SARS-CoV-2, fine and flavor cocoa, molecular docking.



15

Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

El SARS-CoV-2 es responsable de la pandemia global de la enfermedad de COVID-19 que
comenzd6 en Wuhan, Hubei, provincia de China. El coronavirus SARS-CoV-2, agente causante
de la enfermedad del COVID-19, ha generado 273 millones de infectados y 5 millones de
muertos alrededor del mundo, hasta diciembre de 2021 (John Hopkins University, 2021). En la
mayoria de los casos, la infeccién causada por SARS-CoV-2 induce sintomas respiratorios con
una severidad de rangos desde lo asintomatico hasta la neumonia que puede llegar a ser
mortal.

Todas las medidas y protocolos, al dia de hoy, sirven para el tratamiento preventivo y
sintomatico de la enfermedad, pero no son curativos. Sin embargo, existen varios estudios
clinicos donde se evallia a potenciales drogas ya que al tratarse de una epidemia mundial
existe una necesidad en la busqueda de medicina complementaria e integrativa que asista en
la prevencion, tratamiento y recuperacién (Salata et al., 2019).

La medicina alternativa basada en plantas, han demostrado gran importancia para la
riqueza en la actividad biolégica que presentan los metabolitos secundarios. Los compuestos
fitoquimicos han sido utilizados en prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades. En el
caso de la familia de coronavirus, se ha reportado terpenos con accion antiviral para etapas
primarias de infeccion. Asi mismo, se han descubierto inhibidores naturales contra enzimas de
SARS-CoV que bloquean actividades criticas de replicacién del virus (Cheng et al., 2006; C. Lin
et al., 2005; L. Lin et al., 2014).

El cacao Arriba (Theobroma cacao L.) variedad Nacional, también conocido como fino
de aroma, es una variedad del cacao del Ecuador caracterizado por su color amarillo, muy
apetecido por su aroma y sabor Unico (Quingasia & Riveros, 2007). La riqueza del cacao en

compuestos bioactivos muestra un gran atractivo para su uso en industrias farmacéuticas y
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alimenticias debido a sus actividades biolégicas como antibiéticos, antitumorales,

anticancerigenos, entre otros (Baharum et al., 2016; Brusotti et al., 2014; Yafiez et al., 2021).

Justificacion

El contagio pandémico y la falta de terapias efectivas dirigidas especificamente a la
replicacién del virus ha promovido gran cantidad de investigaciones que generan potenciales
estrategias en la intercepcidn del virus del SARS- CoV-2 con el receptor ACE2. El acelerado
desarrollo de medicamentos junto a la correspondiente evaluacién no termina por responder a
la demanda de identificar estrategias viales para ayudar con el tratamiento de la enfermedad
(Salata et al., 2019).

El desarrollo de medicamentos para tratar el COVID-19, se ha manejado bajo tres
estrategias en las cuales se usan antivirales de amplio espectro, el screening de bases de
datos moleculares y el desarrollo basado en informacién genética y patoldgica especifica (Wu
et al., 2020). El screening de base de datos con herramientas como el docking molecular posee
una gran ventaja ya que permite obtener informacion en un tiempo corto y da lugar a
repotenciar moléculas. Dentro de la latente lucha contra la pandemia, resulta como una
ventajosa via para obtener resultados prontamente.

Algunos metabolitos secundarios han demostrado accion farmacoldgica y el consumo
rutinario no representa, en la mayoria de casos, efectos adversos. Conocer los mecanismos
moleculares y funcionales por los que trabajan los fitoquimicos pueden ayudar a plasmar
posibles tratamientos. La exploracién de bases de datos con compuestos naturales de
metabolitos secundarios de plantas utilizando técnicas de screening como el docking molecular
simulan la interaccion a nivel molecular de los bioactivos. Los ensayos in silico resultan ser un

filtro previo para seleccionar elementos para ensayos in vitro o in vivo.
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Por estas razones, el presente estudio pretende investigar la potencial accion inhibitoria
de los metabolitos secundarios del cacao (Theobroma cacao L.) contra las proteinas blanco de

SARS-CoV-2 mediante el uso de herramientas de modelamiento molecular.
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Objetivo General del Proyecto

Evaluar in silico el acoplamiento molecular entre metabolitos secundarios del cacao fino

de aroma y proteinas blanco del virus SARS-CoV-2

Objetivos Especificos

Identificar bibliograficamente metabolitos secundarios del cacao fino de aroma con
potencial actividad antiviral.

Estimar la energia de enlace en el acoplamiento molecular de metabolitos secundarios
del cacao fino de aroma con las proteinas blanco del virus SARS-CoV-2, usando
Autodock Vina.

Analizar el posicionamiento de los metabolitos secundarios del cacao ocupando el sitio
activo de las proteinas blanco del virus SARS-CoV-2, usando PyMol

Calcular la eficiencia del ligando usando la energia de enlace generada en los ensayos
de acoplamiento molecular.

Evaluar el potencial farmacoldgico de los metabolitos secundarios mejor acoplados a

través de la plataforma SwissADME.
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Capitulo Il: Revisién Bibliografica

SARS-CoV-2

Los coronavirus son virus con envoltura con ARN monocatenario positivo, miembros de
la familia Coronaviridae tales como SARS-CoV o MERS-CoV que también han formado parte
de los brotes zoonéticos que han afectado a humanos desde el principio del siglo 21. (Chen et
al., 2020; Ge et al., 2013).

El SARS-CoV-2 es un virus de la misma familia que ha sido protagonista de la
pandemia global por la enfermedad de coronavirus COVID-19. Pertenece al orden de los
Nidovirales y tiene como caracteristica principal las espinas en forma de corona en su

superficie externa (Schoch et al., 2020).

Estructura del virus

Se caracteriza por tener diferentes estructuras proteicas, la proteina matriz (M),
glicoproteina spike (S), proteina esterasa dimérica, proteina de envoltura y proteina de
nucleocapside (N). Se ha establecido que el SARS-CoV entra a la célula hospedera al
acoplarse con el receptor de la enzima ACE2 (Human Angiotensin Converting Enzyme
Receptor). La interaccion del virus con ACE2 es mediada por la proteina transmembrana spike
(S), dicha proteina de superficie se encarga ademas de la fusion de membrana. En el virus
intacto, la proteina S se compone como una estructura trimérica, cada monémero tiene un peso
molecular de aproximadamente 180 kDa y contiene dos subunidades funcionales, S1y S2

(Harvey et al., 2021; Muhammed, 2020).

Proteinas blanco de interés.
El genoma del virus de SARS-CoV-2 genera 21 proteinas de los cuales 17 se han
utilizado como modelos de proteinas blanco de tratamientos antivirales. Dentro de estudios

generados de docking molecular se ha evaluado a las proteinas respecto a moléculas de origen
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natural, se seleccionan a las proteinas mas importantes en el desarrollo de inhibidores cuya

estructura molecular sea pequefia debido a las funciones bioldgicas clave (Gossen et al., 2021,

Wau et al., 2020).

En la siguiente tabla, Tabla 1, se presenta un resumen de las funciones de las proteinas

blanco que ha dado mejor respuesta frente a metabolitos de plantas efecto sobre el SARS-

CoV-2:

Tabla 1

Resumen de funcién de proteinas blanco de SARS-CoV-2

Nombre de proteina

Funcién

Referencia

Targets que previenen la sintesis y replicacion del virus de ARN

Proteina tipo papaina

(PLpro)

Proteinasa 3CLpro

(Mpro)

ARN polimerasa
dependiente de ARN

(RdRp)

Helicasa

(Hel)

Es un dominio funcional en el complejo de
multiple dominio nsp3 replicasa activa en

etapas tempranas del ciclo de replicacion.

Es mediadora de la maduracion funcional
de los polipéptidos implicados en el
ensamblaje de la maquinaria de

replicacién y transcripcion.

Es una proteina conservada en
coronavirus. Es una ARN polimerasa
responsable de la replicaciéon y

transcripcion.

Es una proteina multifuncional. Tiene un
dominio ligado a un metal en N-terminal,
con la capacidad de desenrollar la doble

hélice con polaridad 5'a 3'.

(Niemeyer et al.,
2018; Ziebuhr et
al., 2000)

(Ang et al., 2020;
Wang et al., 2016)

(Wu et al., 2020)

(Ang et al., 2020;
Shum & Tanner,
2008)
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Nombre de proteina Funcién Referencia

Targets estructurales del virus SARS-CoV-2

Glicoproteina spike Se acopla a la membrana celular del (Ou et al., 2020;
hospedero, iniciando la infeccién. El Wu et al., 2020)
(S) dominio RBD liga con el receptor ACE2

del hospedero.

Metabolitos secundarios de plantas contra el SARS-CoV-2

La actual pandemia de COVID-19 ha generado una gran demanda por el desarrollo de
antivirales. Teniendo en cuenta que la medicina basada en fitoquimicos proveen una fuente rica
para el desarrollo de farmacos novedosos, se ha estudiado a las moléculas como potenciales
antivirales. En el caso de la familia Coronaviridae, se ha reportado que las saikosaponinas de
plantas como Buplerum spp. o Heteromorpha spp. previenen etapas tempranas de infeccion de

HCoV-22E9 (L. Lin et al., 2014).

Otros estudios relacionados sefialan que inhibidores naturales tales como la miricetina o
la escutelareina actlan contra enzimas. criticas en la replicacion del SARS-CoV, como la
helicasa nsP13 o la proteasa 3CL (Zhang et al., 2020). Asi como también se ha observado que
la epicatequina, embelina, hesperidina, cafestol obtienen buen desempefio en la inhibicién del

SARS-CoV-2 (Gupta et al., 2020).

Una de las grandes ventajas de los metabolitos secundarios respecto a algunos
antivirales es su baja citotoxicidad, lo que mejora su administracion manteniendo su efectividad.
El resveratrol es un ejemplo del caso. En un estudio in vitro, el resveratrol inhibié con éxito la
replicaciéon de SARS-CoV-2 y tuvo una citotoxicidad menor (EC50= 4,6 uM) respecto a lopinavir

(EC50=8,8 pM) o la cloroquina (EC50 = 5 uM) (Pasquereau et al., 2021).
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Cacao fino de aroma variedad Nacional

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol reconocido por el producto de la
fermentacién del fruto, el chocolate. El &rbol de cacao crece en regiones tropicales
y subtropicales, siendo nativo en las selvas de la regibn amazonica de Sudamérica. Entre las
variedades del cacao, existen tres: Criollo, Trinitario y Forastero. Dentro de la variedad de clase
Forastero, encontramos una variedad de gran calidad conocido como el cacao Nacional Fino
de Aroma o Cacao Arriba (Asociacion Nacional de Exportadores de Cacao e Industrializados
del Ecuador, 2019; Baharum et al., 2016).

La produccién de cacao fino de aroma variedad Nacional se da a una altitud de cero a
1200 m sobre el nivel del mar, en zonas de clima himedo. La zona de produccion se centra en
las provincias de Guayas y Los Rios (Oracz et al., 2020; Pino et al., 2018).

En el Ecuador, la variedad Nacional es uno de los principales cultivos reconocido por el
mercado internacional debido a sus caracteristicas organolépticas que otorgan fragancias
frutales y florales (Asociacién Nacional de Exportadores de Cacao e Industrializados del
Ecuador, 2019; Carranza et al., 2020).

Tabla 2

Taxonomia de Theobroma cacao L.

Nivel Descripcion
Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae

Género: Theobroma.
Especie: Theobroma cacao L.
Nombre comun: Cacao

Tomado de: Schoch et al. (2020)



23

Metabolitos secundarios del cacao fino de aroma

El cacao contiene aproximadamente 380 quimicos conocidos y 10 compuestos
psicoactivos. El cacao es una fuente de compuestos fendlicos asi como otros metabolitos como
glucosidos de la quercitina, trans-resveratrol, alcaloides como la teobromina o la cafeina
(Rusconi & Conti, 2010).

En el caso de las semillas de cacao Forastero (variedad Nacional) no fermentadas, son
caracterizadas por presentar una coloracién purpura producto de las antocianinas presentes
gue registran resistencia a enfermedades (Afoakwa, 2016). Ademas, en sus semillas se ha
encontrado un contenido de 35% de epicatequina (Othman et al., 2010).

Estudios realizados por INIAP demuestran un contenido de 37% flavan-3-oles, 58%
procianidinas, 4% antocianinas, 1% flavonoles glicosilados. Sin embargo, el proceso de
fermentacién disminuye en 50% el contenido total de polifenoles debido a procesos oxidativos.
La reaccién produce taninos insolubles de alto peso molecular lo cual influencia en el
caracteristico aroma de la variedad Nacional (Samaniego, 2016).

Respecto al contenido de alcaloides, se estima que en los cotiledones maduros de la
clase Forastero se puede encontrar hasta 2.7% de teobromina en peso de base seca. Otros

alcaloides reportados son la cafeina, teofilina y teacrina (Vazquez-Ovando et al., 2016).

Docking molecular

El docking o acoplamiento molecular es una herramienta que permite predecir y calcular
la interaccién entre un ligando y un blanco, basandose en su estructura molecular dadas por los
modelos tridimensionales. Se considera como una herramienta importante en el descubrimiento
de nuevos farmacos, ya que genera resultados preliminares perfilando candidatos propicios
(Ballén & Grados, 2019; Berry et al., 2015).

Existen limitaciones dentro del proceso pues asume como estructura estatica a la

proteina blanco. Asi como también esta sujeto a procesos estocasticos que pueden no
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representar la realidad generando falsos positivos que seran descartados en evaluaciones in
vitro o in vivo (Attique et al., 2019). Por lo que es importante sefialar que los resultados no son
extrapolables a entornos vivos, sin embargo, genera un filtro importante e incluso permite

observar modificaciones 6ptimas a moléculas para potenciar su actividad.

Funcionamiento

Comunmente se manejan algoritmos que utilizan los dngulos de las conformaciones
estructurales del ligando para revisar el ajuste dentro de un dominio proteico. La identificacion
suele requerir dos etapas: la exploracién de potenciales modos de ligar entre las moléculas y la
prediccion de la energia de interaccion asociada con cada conformacién. La suma de estos
procesos nos entrega un resultado en forma de puntuacién, convergiendo hacia una solucién
de minima energia (Ballébn & Grados, 2019; Ferreira et al., 2015).

Dentro de la primera etapa, se utilizan parametros estructurales como los grados de
libertad torsional (diédrico), traslacional y rotacional. Para esto existen algoritmos sistematicos y
estocasticos que ocupan dichos paradmetros generando un ajuste luego de varias evaluaciones
(Ferreira et al., 2015; Yuriev et al., 2011). Para la segunda etapa, se utilizan puntuaciones en
funcion de la variacién de energia dado por la constante de disociacion (Kg) y la energia libre
de Gibbs (AG.). La prediccién suele utilizar fenédmenos fisicoquimicos implicados en la union
del complejo ligando-receptor incluyendo la interaccion intermolecular, desolvatacion y efectos

entrépicos (Foloppe & Hubbard, 2006; Jain, 2006).

Farmaco

Un farmaco puede definirse como una sustancia con la capacidad de generar un cambio
en la funcién biol6gica a través de la accion quimica. Si bien puede actuar como agonista
(Activador) también puede actuar como antagonista (inhibidor) al interactuar con una molécula

blanco (Katzung, 2018).
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La evaluacién de farmacos permite definir la actividad y selectividad de un farmaco,
para esto se realizan ensayos diferentes para caracterizar la viabilidad y seguridad de los
farmacos ademas de los mecanismos de accién y eficacia. Una manera de realizar el andlisis
es a través de modelos predictivos computacionales que permiten dilucidar la biodisponibilidad

de las moléculas a través de sus caracteristicas moleculares (Daina et al., 2017).

Evaluacioén de “Druglikeness”

Regla de Lipinski

La regla de Lipinski también conocida como la regla de los 5, es una regla empirica que
establece valores a cumplir para que un principio activo pueda ser administrado via oral. Las

reglas son las siguientes:

1. Debe poseer un peso molecular relativo entre 160 y 500 uma.
2. Debe contener 5 0 menos donadores de enlaces por puente de hidrogeno.
3. Debe contener 10 0 menos aceptores de enlaces por puente de hidrégeno.

4. Debe tener un coeficiente de reparto log P entre -0.4 y 5.6 (Lipinski, 2000).

ADME

Se trata de un conjunto de criterios que sirven para caracterizar la naturaleza
farmacoldgica de un compuesto. Se analizan a través de su estructura, y son los siguientes:
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion. Existen plataformas en linea que analizan la
estructura quimica y calculan la biodisponibilidad utilizando las propiedades fisicoquimicas
como, por ejemplo: lipofilicidad, tamafio, polaridad, solubilidad, flexibilidad y saturacién (Ntie-

Kang et al., 2019).
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Lipofilicidad.
El coeficiente de particion octanol-agua (log Pow) €s la caracteristica usada para medir
esta propiedad. Este parametro influye en la solubilidad, permeabilidad en membrana, potencia,

selectividad y promiscuidad(Arnott & Planey, 2012).

Solubilidad

Una molécula soluble facilita el desarrollo de farmacos por la facilidad de manejo y
formulacion. Ademas, la solubilidad esta fuertemente relacionado con la absorcién que pueda
tener un farmaco. Los valores suelen ser expresados en unidades de mol/l o mg/ml (Ottaviani

et al., 2010).

Farmacocinética

Los modelos de farmacocinética utilizan funciones que permiten la prediccion de la
permeabilidad en piel, donde se puede correlacionar el tamafio molecular y la lipofilicidad. La
prediccion de la absorcion pasiva gastrointestinal y permeabilidad en barrera sangre-cerebro,

de la misma manera son clasificadas a través de modelos correlacionados (Daina et al., 2017).
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Capitulo Ill: Metodologia

Identificacion de metabolitos secundarios del cacao fino de aroma
A través de bibliografia, se identificaron los metabolitos secundarios del Cacao Arriba
fino de aroma variedad Nacional. Se seleccion6 aquellos metabolitos secundarios que

previamente han presentado potencial como bioactivo de interés.

Base de datos de ligandos y receptores

En este estudio, se utilizaron los metabolitos secundarios de Cacao Arriba fino y de
aroma identificados como potenciales antivirales. Las estructuras cristalinas en 3D de los
metabolitos secundarios se van a obtener de la compilacion de estructuras provistas en el

Banco de Datos de PubChem ((https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)) en formato sdf.

Tabla 3

Moléculas candidatas a ligandos para ensayo de docking molecular, recopiladas de la base de
datos de Pubchem

Nombre Pubchem CID Nomenclatura Estructura
Teobromina 5429 C7HsN4O2 i /
fﬁ?
T
Cafeina 2519 CsH10N4O2 Ty
) e ‘"'>
@)
) OJ\N i
Z \
<
o
-

Epicatequina 72276 C15H140s6



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Nombre Pubchem CID Nomenclatura Estructura
Trans-resveratrol 445154 C14H1203
[
g
Trans-picéido 5281718 C20H220s 0
|9
Lt
Xx
1
8 Cianidin-3-0O-a- 91810602 C20H19C|Olo :,Tf_
% . T
< arabinésido (DN
O Sl
. .
Cianidin-3-O-B- 441699 C21H210117 1.
LI
T
galactésido - T‘I‘l I8
re j_ «(“: ay
Procianidina B1 11250133 C30H26012
Baicaleina 5281605 C15H1005 0 TL
10 /L\ AN
DY N
ij
TTT: 5-Amino-2-Metil-N- 24941262 C20H20N20 Y
6' [(1r)-1-Naftalen-1- IIJ]
|
x .
% Yletillbenzamida '
O "Remdesivir 121304016 C27H35NsOsP
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Nombre Pubchem CID Nomenclatura Estructura

Amenamevir 11397521 C24H26N405S

Digitoxina 441207 C41He64013

CONTROL

-l
9% SRR SN J ()
PRRG S PG LE

Mientras que las estructuras cristalinas en 3D de las seis proteinas blanco de SARS-
CoV-2 se obtuvieron del Banco de Datos de Proteina (RCSB PDB: Protein Data Bank;

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) en formato pdb.

Refinamiento de estructuras

Preparamiento de ligandos

Se transformé la molécula utilizando Discovery Studio para pasar de formato sdf a mol2.
Se abre el archivo en Autodock Tools. Se afiade todos los hidrégenos. Se afiade las cargas de
Castiger para el ligando. Se retira los hidrégenos no polares. Se guarda el archivo en formato

pdbqt.

Preparamiento de receptor
Para realizar el proceso de refinamiento para esto abrimos el archivo PDB usando
Autodock Tools. Se elimina los ligandos, iones metélicos y otros grupos que suelen presentarse
en la estructura de la macromolécula. Se afiade los hidrogenos de los enlaces polares y se
elimina los hidrégenos no polares. Ademas, se elige la cadena completa y se guarda el archivo

para el tratamiento.


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Docking Molecular

Se utilizo el software Chimera UCSF (version 1.16.) instalado en un procesador Intel(R)

Core(TM) i5 con 8 GB RAM, con sistema operativo Windows 10.

Se establecio el area de trabajo donde se disef6 la caja donde debe encontrarse el sitio
de unién entre el ligando y el receptor. En la Tabla 4, se desglosa las caracteristicas del grid

box de las proteinas de interés. El archivo gpf generado es una entrada para el ensayo.
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Tabla 4

Lista de las proteinas blanco de SARS-CoV-2 seleccionadas con sus tamafos de caja y sitios de unién para andlisis de docking
molecular

Nombre de proteina Dimensiones de caja Sitios de Unién

(centro, X, Y, 2)

Targets que previenen la sintesis y replicacién del virus de ARN

Proteina tipo papaina -28.277 % -11.496 x -30., Lys105, Trp106, Aspl108, Lys157, Leul62, Aspl64, Glul67,
30 x 30 x 30 Tyr264 Asn267, Tyr268 GIn269, Cys270, Gly271
(PLpro)
PDB: 7CMD
Proteinasa 3CLpro -38.967 x -20.855 x 60.211., Thr24, Thr25, Thr26, Leu27, His41, Phel40, Leul4l, Asnl42,
30 x 30 x 30 Gly143, Serl44, Cys145, His163, His164, Met165, Glu166,
(Mpro) Pro168, His172, Arg188, GIn189, Thr190, Alal91, GIn192
PDB: 6M2N
ARN polimerasa 114.58 x 115.26 x 122.09, Argh55, Val557, Asn611, Trp617 Asp618, Tyr619, Lys621
30 x 30 x 30 Asp623, Thr680 Ser682, Ser682, Asn691, Phe753, Ser754
(RdRp)

Ser759, Asp760, Asp761, Lys798, Trp800, Ser814

PDB: 6M71




Nombre de proteina Dimensiones de caja

(centro, X, Y, 2)

Sitios de Unién

Helicasa -27.125 x -11.518 x 8.360,
30 x 30 x 30
(Hel)
PDB: 7NIO

Argl78, Asnl79, Glul97, Glu261, Phe262, Pro284, Gly285,
Thr286, Gly287, Lys288, Ser289, His290, Phe291, Arg339,
Met378, Asn361, Asp383 GIn404, Ala407, Thr410, Leu412,
Thr416, Leudl17, Arg442, Arg443, Asp534, Glu540, Asn557,
Arg560, Arg567

Targets estructurales del virus SARS-CoV-2

Glicoproteina spike 9.771%x-16.479 x -1.331,

30 x 30 x 30
(S)

PDB:7LM9

Gly404, Lys417, Tyrd53, Thr495, Gly496, Phe497, Asn501,
Gly504, Tyr505

Adaptado de (Gupta et al., 2020)
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Se utilizé Surface/Binding Analysis/Autodock Vina para ingresar los pardmetros de
entrada del ensayo de docking. Se configura de manera predeterminada al ligando para que se
realice la rotacion de los angulos de enlace. De la misma manera, los parametros del algoritmo
de Vina usan la configuracién predeterminada cambiando a la maxima exhaustividad de la

evaluacion.

Dentro del resultado de docking, se escogi6 a las conformaciones con menor energia de

enlace generadas por el programa.

Visualizacion de Resultados

Utilizando los archivos generados por Autodock Vina, se utilizé el software PyMOL
donde se analiza manualmente las poses para identificar las interacciones de los ligandos en el
sitio activo de las proteinas blanco. Sin embargo, los archivos generados tenian pérdida de
resolucion respecto a la sefializacion de los aminoacidos de interaccion produciendo archivos
ilegibles, por lo cual se complementd6 la generacién de archivos 2D utilizando la plataforma

ProteinPlus (https://proteins.plus/). La plataforma dispone de la aplicacién PoseView la cual

genera diagramas en dos dimensiones de los complejos estructurales 3D generados con

Autodock Vina ilustrando las estructuras bajo las convenciones quimicas.

Validacion de Resultados
Eficiencia de ligando

La eficiencia de ligando (EL) es un parametro dependiente del coeficiente de disociacion
Kq que indica la fuerza de enlace del complejo ligando-proteina (Abad-Zapatero, 2013; Yafez
et al., 2021). Se obtuvo el valor utilizando la energia de afinidad (AG?, kcal mol?) obtenida del
ensayo de docking. La eficiencia del ligando por cada atomo que no es de hidrogeno fue

calculada utilizando las ecuaciones siguientes:

AGO

K, = 107303077 (1)


https://proteins.plus/
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donde R es la constante universal de los gases 1.987 cal mol* Ky T es la temperatura

en condiciones estandar 298.15 K.

2.303 RT
HAC

EL = log(Kd) (2)

donde HAC es el conteo de atomos pesados del ligando.

Adicionalmente, se realiz6 el calculo de otras métricas de eficiencia del ligando, las

cuales son valores que identifican la calidad y sefialan una posible optimizacién futura:

IEL (indice de eficiencia del ligando) (Ecuacion 3): Es un descriptor fisicoquimico
gue se interpreta como la medida directa de ligamiento de 1 g de muestra

(Polanski et al., 2017).

_ pIC50
IEL = PM (kDa) (3)

IES (indice de eficiencia de superficie) (Ecuacion 4): Es un descriptor que

relaciona la afinidad con la polaridad (Abad-Zapatero, 2007).

_ pIC50
SEI'= (APS/100 A2) (4)

LipE (Eficiencia Lipofilica) (Ecuacion 5): Es un parametro que combina la potencia
y la lipofilicidad. Al usar logP permite predecir consistentemente la eficacia y la

duracién in vivo (Ryckmans et al., 2009).

LipE = pIC50 — logP (5)

IC50, Kd y Ki puede ser intercambiable. PM: peso molecular, APS: area polar de superficie. Se

utilizaré logP por la simplicidad de célculo.
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Célculo de RMSD

Para validar los resultados de docking, se realiza el célculo de la desviacion cuadréatica
media entre el ligando cocristalizado propio de las proteinas blanco y el resultado de docking. Se
realizara para las moléculas que posean la misma naturaleza quimica que el ligando

cocristalizado (Ramirez & Caballero, 2018).

Prediccién de caracteristicas farmacoldgicas

Se utiliz6 la plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/) para evaluar los

parametros fisicoquimicos de las moléculas identificadas como potenciales inhibidores de las
proteinas blanco. Los parametros de Lipinski utiliza a las moléculas candidatas en formato

SMILES (Attique et al., 2019).

A través de esta plataforma se determind la absorcion de las moléculas en el tracto
gastrointestinal y cerebro utilizando el modelo BOILED-Egg (Brain Or Intestinal EstimateD
permeation predictive model) también conocido como “Egan Egg” que ofrece una representacion
descriptiva de discriminacion donde se representa la facilidad de absorcién basado en la
lipoficilidad y la polaridad, descrita entre el coeficiente de particién octanol-agua (log P) y el area

polar superficial (PSA) (Daina & Zoete, 2016).


http://www.swissadme.ch/
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Capitulo IV: Resultados

Identificacion de metabolitos secundarios del cacao fino de aroma
Se recopil6 informacién de publicaciones dentro de la base de datos de NCBI bajo los

términos “cacao fino de aroma/ fine flavor aroma cocoa”, “variedad Nacional/ Nacional variety”,
“Cacao Forastero”, “Ecuador”, “metabolitos secundarios/ secondary metabolites”,
“composicion/composition”, donde se encontro las listas de los compuestos volatiles y no
volatiles, de los cuales se seleccionaron los compuestos no volatiles. Se comparé los
compuestos de mayor concentracion respecto a otras variedades encontrando asi polifenoles y
metilxantinas preponderantes en la composicion de los metabolitos secundarios del cacao fino
de aroma. Posteriormente, se evalué su potencial antiviral a través de bibliografia en donde se

seleccionaron ocho moléculas representativas de los metabolitos secundarios del cacao fino de

aroma, los cuales se encuentran ilustrados en la Figura 1:

Figura 1

Metabolitos secundarios de cacao fino y de aroma candidatos con potencial antiviral
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Las propiedades fisicoquimicas de las moléculas conjunto a las funciones bioactivas de los

metabolitos clasificados se encuentran desglosadas en la Tabla 5:

Tabla b

Propiedades fisicoquimicas de los metabolitos secundarios del cacao fino de aroma con
propiedades bioactivas de interés

Peso NUumero Area Polar
Molécula Formula molecular de &tomos de. . Antivirales Referencias
(g/mol) pesados Superficie
(A2)
Teobromina  C7HsN4O2 180.16 13 72.68 Metilxantinas  (Moniji et al., 2020;
como adyuvante Rolta et al., 2022)
contra SARS-
Cafeina CsH10N402 194.16 14 61.82 CoV-2
Mayaro virus, (Ferreira et al.,
paperas, 2018), (Takahashi
hepatitis B et al., 2021),
(Parvez et al.,
Epicatequina  CisH1406 290.27 12 110.38 2022)
Herpes simplex,  (Docherty et al.,
Varicella-zoster, 1999), (Zhao et
Trans- Pseudorabia al., 2017), (Abba
resveratrol C14H1203 228.24 17 60.69 et al., 2015)
Coronavirus, (Xu et al., 2021),
Trans- virus de mosaico (Song et al., 2021)
piceido C20H2208 390.38 28 139.84 (plantas)
cianidin-3-O-  c,0H10ClO: Inhibicion de  (Mohammadi Pour
arabinosido 0 454.81 31 173.21 proteasas virales et al., 2019)
cianidin-3-O- de VIH y hepatitis
galactoésido  Cz1H21011 449.38 32 193.44 C
Herpes simplex, (Ghildiyal et al.,
Procianidina rotavirus 2020; Lipson et

Bl C30H26012 578.52 42 220.76 al., 2017)
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Prediccién de propiedades farmacolégicas

Se ha realizado el andlisis del perfil farmacocinético de los candidatos a ligandos para
los ensayos de docking molecular usando la plataforma de Swiss ADME, en donde se desgloso
la caracterizacion de las moléculas individualmente (Tabla 5). Las predicciones de las
propiedades sefialan a la cianidin-3-O-arabindsido, cianidin-3-galactésido y a la procianidina
como moléculas no aptas como candidatas a farmaco pues incumplen con multiples

parametros idéneos para el desarrollo de una droga.

Al cianidin-3-O-arabinésido, observamos que supera el nimero de donadores de enlace
hidrogeno (NHorOH=<5) pues cuenta con un total de siete. Ademas, el area polar superficial es
de 173.21 A2. Por otro lado, el cianidin-3-galactésido tiene ocho donadores de enlace
hidrégeno, 11 aceptores de enlace de hidrogeno y 93.44 A2 incumpliendo tres de los cinco
parametros de Lipinski. La procianidina B1 es otra molécula que incumple cuatro de los cinco

pardmetros de Lipinski.

Tabla 6

Prediccion de propiedades farmacocinéticas y de druglikeness de las moléculas candidatas del

cacao fino de aroma

Molécula Farmacocinética .
Druglikeness
Absorcién BBB
NHorOHs5 NorOs10 MWs<500Da logP<5 PSA<140 A

Gl Permeable
Teobromina X X X X X X
Cafeina X X X X X X
Epicatequina X X X X X X
Trans-

X X X X X X X

resveratrol

Trans-picéido
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Molécula Farmacocinética Druglikeness
Absorcién BBB
NHorOHs5 NorOs10 MWs500Da logP<5 PSA<140A

Gl Permeable
Cianidin-3-

X X X
arabindsido
Cianidin-3-

X X X
galactésido
Procianidina

X

B1

Absorcion Gl: Absorcidn gastrointestinal; Permeabilidad BBB: Permeabilidad de barrera sangre-cerebro,
por sus siglas en inglés; NHorOH: Donadores de enlace hidrogeno (expresado como la suma de OH y
NH); NorO: Aceptores de enlace hidrogeno (expresado como la suma de N y O); MW: peso molecular,
por sus siglas en inglés; log P: coeficiente de particion; PSA: area polar superficial, por sus siglas en
ingles.

El modelo predictivo de BOILED-Egg para la absorcion y biodisponibilidad de los
metabolitos secundarios del cacao fino y de aroma generado a través de la plataforma Swiss
ADME nos permite dar lectura de la farmacocinética de las moléculas candidatas. El resultado
presentado en la Figura 2 nos muestra que cinco de los ocho compuestos seleccionados
pueden ser mas probablemente absorbidos pasivamente (compuestos encontrados en el area
blanca y amarilla del grafico). Se muestra al trans-resveratrol como un compuesto con la
capacidad de pasar a través de la barrera sangre-cerebro. Los compuestos que se encuentran
fuera del area blanca son compuestos con poca capacidad de ser absorbidos, se caracterizan
por tener una solubilidad WlogP > 8 y un area topoldgica polar superficial TPSA > 200,

encontrdndose las antocianinas y la procianidina.
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Figura 2

Diagrama BOILED Egg predictivo de la absorcién gastrointestinal y permeabilizacion en
cerebro de los metabolitos secundarios del cacao fino de aroma, obtenido de la plataforma
Swiss ADME
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Las moléculas de procianidina B1, cianidin-3-arabindsido y cianidin-3-galactésido se
descartaron para andlisis posteriores de docking molecular, debido a las mdltiples violaciones

de las reglas de Lipinski ademas de la poca capacidad para ser absorbidos por via oral.

Las moléculas que se usaron para el analisis por docking molecular fueron: cafeina,

teobromina, epicatequina, trans-resveratrol, trans-picéido.

Calculo de energia de enlace y métricas de eficiencia del ligando

Se obtuvo la energia de afinidad (kcal/mol) de los mejores diez modelos generados de
la simulacion de Autodock Vina. Se ilustré la menor energia de enlace de los ligandos donde se
logra observar que la epicatequina y el transpicéido logran equiparar a los valores de control

positivo de cada una de las proteinas. En el caso de la glicoproteina S (7LM9), observamos
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gue las moléculas no consiguen una energia de enlace equiparable con el control, la molécula

con la energia de mejor afinidad es el transpicéido (-6.2 kcal/mol).
Figura 3

Energia de afinidad de los complejos ligando-proteina formados por los metabolitos
secundarios del cacao fino de aroma con las proteinas blanco de SARS-CoV-2. 6M2N:
Proteinasa 3CLpro; 7CMD: Proteinasa tipo papaina; 6M71: ARN polimerasa; 7NIO: Helicasa;

7LM9: Glicoproteina spike
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Proteinas blanco del virus SARS-CoV-2

Se uso los pardmetros Kd y eficiencia de ligando, para comparar la afinidad existente
dentro del complejo ligando-proteina, donde Kd corresponde a la constante de disociacién
calculada usando la energia de afinidad (kcal/mol) por cada modelo generado de la simulacién

de Autodock Vina.

Para el célculo de las métricas de eficiencia del ligando, se utilizo los valores generados

con la plataforma SwissADME donde se encontraban valores de: peso molecular, conteo de
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atomos pesados (HAC, por sus siglas en inglés), area topoldgica polar de superficie (PSA, por

sus siglas en inglés), solubilidad consenso (log P).

Los ligandos que superan al valor referencial de eficiencia de ligando, EL, de farmaco
ideal fueron la epicatequina, la cafeina y la teobromina. El trans-resveratrol supera el valor
referencial menos en la interaccion con glicoproteina S (7LM9) con un valor de 0.29. El trans-
picéido tiene una eficiencia de ligando de 0.22-0.29 respecto a las diferentes interacciones de

proteinas (Figura 4.A.).

Se logra observar que, respecto al indice de eficiencia de ligando, las metilxantinas (la
cafeina y la teobromina) logran tener valores mayores superando al valor referencial de 27. Los
complejos de proteina-ligando formados por la proteinasa tipo papaina (7CMD) y la proteinasa
3CLpro (6M2N) muestran valores altos de IEL para los metabolitos secundarios del cacao del
ensayo elaborado excepto la molécula de transpicéido que se encuentra bajo el valor

referencial (Figura 4.B.).
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Figura 4

Métricas de eficiencia de ligando de los complejos ligando-proteina formados por los
metabolitos secundarios del cacao fino de aroma con las proteinas blanco de SARS-CoV-2. A)
Eficiencia de ligando (EL); B) indice de eficiencia de ligando (IEL); C) indice de eficiencia de
superficie (IES); D) Eficiencia Lipofilica (LipE). 6M2N: Proteinasa 3CLpro; 7CMD: Proteinasa

tipo papaina; 6M71: ARN polimerasa; 7NIO: Helicasa; 7LM9: Glicoproteina spike
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En el caso del indice de eficiencia de superficie, los complejos ligando-proteina tienen
valores menores al valor de referencia (IES = 18), excepto el complejo 7CMD: trans-picéido con
un valor de 18.7 (Figura 4.C.). Para la eficiencia lipofilica, el trans-resveratrol y los controles no
superan el valor de referencia (LipE: 5-7), mientras que el resto de complejos formados si

(Figura 4.D.).

Las métricas generadas de la eficiencia del ligando nos indican que la mejor eficiencia
lograda en los complejos formados con la proteinasa tipo papaina (7CMD). De la misma
manera, la proteinasa 3CLpro (6M2N) representa indices altos. Asi también, se denota que en
el caso de la proteina spike las métricas demuestran que las moléculas del cacao no aportan al

ligamiento en el complejo proteina-ligando.
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Interacciones de los complejos ligando-proteina generados por Autodock Vina

El analisis de interaccion con las proteinas del virus SARS-CoV-2 en Chimera 1.16
donde se evalud los enlaces formados en los complejos ligando-proteina, utilizando como
referencia los sitios de unién establecidos en el protocolo (Gupta et al., 2020). Se realiz6 el
docking con el control individual para cada proteina y se delimité un area de trabajo Unica para

cada proteina.

Las conformaciones estructurales en 3D se generaron del ensayo de docking molecular
a través de USCF Chimera 1.16 donde se visualizo las interacciones entre los residuos de
aminoacidos de los sitios de unién de las proteinas del ensayo con los metabolitos del cacao
fino y de aroma. Para visualizar las interacciones mas claras, se utilizé6 PyMol para obtener
diagramas en 2D del complejo formado, sin embargo, las imagenes renderizadas no permitian
una lectura clara. Por lo que se opt6 el uso de la plataforma de ProteinPlus con la aplicacion

PoseView, encargada de crear diagramas 2D acorde a la convencion quimica.

Las imagenes de las conformaciones en 2D muestran los enlaces directos entre
proteina y ligando dibujados con lineas punteadas de color negro y los contactos hidrofébicos
son representados con lineas estriadas de color verde donde se resalta las partes hidrofébicas

del ligando y se etiqueta al residuo contactado.

Las interacciones con la proteinasa 3CLpro mostraron una fuerte unién con HIS 163
presentandose en epicatequina y en el control de bacaleina. Otras interacciones polares
compartidas entre los complejos fueron la GLU 166, THR 26, MET 49. Las interacciones
hidrofébicas presentes fueron HIS 41, THR 25, MET 49, GLU 166. De las cuales la HIS 41, se

encontré en la interaccion de los complejos formados con trans-resveratrol y trans-picéido.
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Figura 5

Interacciones moleculares de complejos ligando proteina con la proteinasa 3CLpro (PDB:
6M2N) en conformacion 3D y 2D. A) epicatequina, B) trans-resveratrol, C) trans-piceido, D)

control: baicaleina
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Respecto a las interacciones con la proteinasa tipo papaina PLpro todas obtuvieron una
interaccion hidrofobica con el residuo TYR 264. Otras interacciones hidrofobicas de los ligandos
fueron la TYR 268, PRO 248, ASP 164, GLN 269. Se observa interacciones no covalentes (1T-

) entre los anillos aromaticos del trans-resveratrol y el trans-picéido con el residuo TYR 264.

Los enlaces polares formados con la epicatequina fueron dados con los residuos de
GLY 266, ASN 267, ASP 164, TYR 273, ARG 166. Con el trans-resveratrol, hubo interaccién

con TYR 264, TYR 263, GLN 269. Respecto al trans-picéido, se dio lugar a enlaces con los
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residuos THR 301, ASP 164, LEU 162. Por ultimo, el control: TTT, formo enlaces covalentes

con los residuos TYR 273, ARG 166, TYR 264.

Figura 6

Interacciones moleculares de complejos ligando proteina con la proteinasa tipo papaina (PDB:

7CMD) en conformacion 3D y 2D. A) epicatequina, B) trans-resveratrol, C) trans-piceido, D)

control: TTT
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La ARN polimerasa RdRp tuvo interacciones hidrofébicas del residuo CYS 813 con la
epicatequina, el residuo ASP 761 con el trans-piceido y los residuos PRO 620 y ASP622 con la

molécula control de remdesivir.

Los enlaces polares formados entre los residuos y la epicatequina fueron dados con
CYS 813, SER 814, ASP 865, LYS 593, VAL 588. Con la molécula de trans-resveratrol, se
formo enlaces con ALA 762, LYS 798, TRP 800, ASP 760. Respecto a la molécula de trans-

picéido, se dio lugar a enlaces con los residuos ASP 761, ALA 762, TRP 617. Por ultimo, el
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control con remdesivir, formo enlaces covalentes con los residuos de aminoacido de LYS 798,

SER 814, ASP 760.

Figura 7

Interacciones moleculares de complejos ligando proteina con la ARN polimerasa dependiente
de ARN RdRp (PDB: 6M71) en conformacién 3D y 2D. A) epicatequina, B) trans-resveratrol, C)

trans-piceido, D) control: remdesivir
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La helicasa, proteina blanco del virus del SARS-CoV-2, presento interacciones
hidrofébicas con su residuo LYS 288 para epicatequina y trans-resveratrol. Otras interacciones
hidrofébicas de los ligandos fueron la ARG 442 con el trans-picéido; GLU 319 y ALA 316 con el

control de amenameuvir.

La epicatequina formo enlaces de naturaleza polar con los residuos de LYS 288, PRO
283, THR 286, ALA 316, GLN 404. Para el trans-resveratrol, hubo interaccién con PRO 283,

THR 286, LYS 288. En cuanto al trans-picéido, se observo enlaces con los residuos SER 264,
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PRO 283, GLY 287, LYS 288, SER 289, GLY 538, GLU 540. El control: amenamevir, formo

enlaces covalentes con los residuos SER 289, LYS 320, LYS 323.

Figura 8

Interacciones moleculares de complejos ligando proteina con la helicasa (PDB: 7NIO)
en conformacion 3D y 2D. A) epicatequina, B) trans-resveratrol, C) trans-piceido, D) control:

amenamevir.
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La glicoproteina spike con su residuo ARG 395 encontr6 interacciones hidrofébicas con
la epicatequina y el trans-resveratrol. En el caso del control de digitoxina, se observo que las

interacciones hidrofébicas se dieron con los residuos LYS 365 y ARG 395.

La formacion de enlaces polares con los ligandos se mostré de la siguiente manera: la
epicatequina formo enlaces con los residuos de LYS 365, GLY 391, ILE489, TYR 494, el trans-
resveratrol, tuvo interaccién con TYR 494 y SER 362. Respecto al trans-picéido, los enlaces se
formaron con los residuos SER 362, GLN 401, TYR 494. Por ultimo, el control con digitoxina,

formo enlaces polares con los residuos GLY 391, ARG 395, SER 362, THR 363.
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Interacciones moleculares de complejos ligando proteina con la glicoproteina spike (PDB:
7LM9) en conformacién 3D y 2D. A) epicatequina, B) trans-resveratrol, C) trans-piceido, D)

control: digitoxina
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Capitulo V: Discusidn
Los bioactivos de origen natural estan emergiendo como una fuente de agentes
antivirales, y ha sido considerado en la pandemia emergente de la enfermedad del COVID-19
(Ang et al., 2020). Existen estudios in vitro que demuestran que moléculas como flavonoides
han resultado eficientes en la inhibicion de la replicacion viral, tal como la naturaleza de los
compuestos seleccionados del cacao variedad Nacional, en el caso de la epicatequina (Ferreira
et al., 2018; Parvez et al., 2022; Takahashi et al., 2021), el trans-resveratrol (Abba et al., 2015)

y el trans-picéido (Song et al., 2021; Xu et al., 2021).

Las cianidinas y procianidinas también han demostrado ser moléculas con funcién
biolégica como antiviral al inhibir proteasas criticas para la replicacion del virus (Ghildiyal et al.,
2020; Mohammadi Pour et al., 2019). Las metilxantinas no presentan actividad antiviral in vivo,
sin embargo, se ha encontrado su potencial como inhibidor contra SARS-CoV-2 (in silico) asi
como adyuvante para tratamiento COVID-19 (Moniji et al., 2020; Rolta et al., 2022). Por tanto,
los metabolitos secundarios del cacao (Theobroma cacao L.) son buenos candidatos para el

acoplamiento molecular con proteinas blanco del virus SARS-CoV-2.

Las propiedades fisicoquimicas de las moléculas influyen directamente en la
biodisponibilidad como farmaco, la permeabilidad en el metabolismo y en la capacidad de
excrecion. La biodisponibilidad es un parametro que representa la fraccion de un farmaco
administrado oralmente que llega al sistema circulatorio sin cambiar su forma molecular
(Dahlgren & Lennernas, 2019). Para ganar biodisponibilidad, el farmaco necesita ser disolvible
y estable en el lumen intestinal, por lo que modelos de absorcién gastrointestinal permiten
predecir y optimizar la dosificacién y distribucién de medicamentos (Roos et al., 2017). Modelos
como los de la plataforma Swiss ADME permiten un facil analisis global de la naturaleza

guimica de moléculas ademas de su farmacocinética.
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La interaccion antagonista de un inhibidor con un receptor proteico, como lo son las
proteinas blanco del virus, no puede garantizar que su funcion biol6gica pueda ser ejercida en
el metabolismo, por lo cual el andlisis ADME (absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion)
de los ligandos es importante. Muchas moléculas pueden tener afinidad a las proteinas blanco,
pero al tener caracteristicas ADME pobres, asi como una toxicologia desfavorable en un
sistema biol6gico genera el veto inmediato de la molécula como farmaco (Vugmeyster et al.,
2012). Una forma de evaluar, es a través de las reglas de Lipinski. Las reglas de Lipinski cubre
la lipofilicidad (coeficiente particion octanol-agua, LogP), nUmero de donadores y aceptores de
enlace hidrogeno y peso molecular, ademas en el mercado es deseable el cumplimiento de

dichos criterios(Ntie-Kang et al., 2019; Pollastri, 2010).

Los compuestos naturales no necesariamente cumplen todos los criterios de las reglas
de Lipinski, sin embargo, una gran parte de librerias de compuestos naturales son usados
como cabeza de serie para el desarrollo de farmacos (Zhang & Wilkinson, 2007). Estudios
sefalan que en las librerias de compuestos naturales, solo el 10% viola mas de dos criterios, lo
gue hace de aquellas moléculas pilares ideales para un nuevo farmaco (Lee & Schneider,
2001; Ntie-Kang et al., 2019). De los ocho metabolitos secundarios del cacao fino y de aroma,
tres moléculas (procianidina B1, cianidin-3-arabindsido y cianidin-3-galactdsido) incumplieron

dos 0 mas parametros de “drug-likeness”.

Otro indicativo del comportamiento farmacologico que se puede predecir de los
resultados de Swiss ADME, es el demostrado en la Figura 2, donde se representa de manera
descriptiva y discriminante regiones de pobre (zona gris) o mejor absorcién (zona blanca y
amarilla) basado en la lipofilicidad y polaridad, descritas por el coeficiente de particion octanol-
agua (LogP) y el area polar de superficie (PSA), respectivamente (Daina & Zoete, 2016). En la

Figura 2, las antocianinas y la procianidina no se encuentran en la zona de lipofilicidad y
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solubilidad idénea para ser absorbido por el intestino, en su administracién oral. El resto de

moléculas demuestran tener solubilidad idonea para ser absorbido via oral.

La barrera sangre-cerebro es uno de los mayores obstéculos en el desarrollo de
farmacos que deben llegar a zonas del sistema nervioso central (Dahlgren & Lennernas, 2019).
Teniendo en cuenta que la enfermedad del COVID-19 es una enfermedad multisistémica que
afecta érganos tales como pulmones, rifidn, cerebro, entre otros (Generoso et al., 2021; Tiwari
et al., 2021); resulta deseable que las moléculas para tratamiento puedan actuar contra la
replicacion del virus en el metabolismo. En este caso, la molécula de trans-resveratrol cumple
con la condicién de ser permeable a la barrera sangre-cerebro, asi como su absorcién via
intestino, ademas de cumplir los parametros de Lipinski como los flavonoides y metilxantinas

candidatas al ensayo de docking molecular.

El filtro realizado con las predicciones de las caracteristicas farmacocinéticas
permitié seleccionar las moléculas idéneas para ser administradas en el tratamiento antiviral de
SARS-CoV-2, las cuales fueron las metilxantinas (cafeina y teobromina) y los flavonoides
(epicatequina, trans-resveratrol y trans-piceido). Sin embargo, las antocianinas y la procianidina
son descartadas de las evaluaciones contiguas pues dentro de las predicciones existen

violaciones a las reglas de Lipinski ademas de tener una absorcién pobre en el metabolismo.

El docking molecular se llevé a cabo utilizando las moléculas preseleccionadas junto a
las proteinas blanco del SARS-CoV-2, donde se calculd la energia de afinidad de los complejos
ligando-proteina formados a partir de la simulacién. Los modelos generados por Autodock Vina,
arrojaron modelos con similaridades entre si (Apéndice 1) con valores de RMSD que varian en
un rango de 1.3 a 15, lo cual es una medida de calidad de reproduccion del ensayo, siendo

ideal los modelos con RMSD menores a 3 (Ferreira et al., 2015).
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El modelamiento por docking nos muestran en su resultado la energia de afinidad dada
en unidades de kcal/mol, el cual nos indica que los valores méas bajos representan mayor
afinidad en el complejo proteina-ligando. El valor de energia de afinidad corresponde a la

energia libre de Gibbs (Berry et al., 2015).

Para el analisis de acoplamiento, se considerd a las moléculas de control como el punto
de partida para comparar la fuerza del enlace formado con los diferentes ligandos. Las
moléculas control de la proteinasa 3CLpro (baicaleina) y la proteinasa tipo papaina PLpro (TTT)
correspondian a la estructura cristalografica ingresada en la base de datos de PDB, es decir las
moléculas se encontraban ligadas a la proteina al ser detectada por rayos X (RCSB Protein
Data Bank, 2020b, 2020a). Mientras que las moléculas control de ARN polimerasa dependiente
de ARN, la helicasa y la glicoproteina spike corresponden a estructuras con capacidad de
inhibicion de dichas moléculas en particular (Cho et al., 2022; Freidel & Armen, 2021; Gupta et

al., 2020; Raubenolt et al., 2022).

Los complejos ligando-proteina simulados mostraron la formacion de interacciones
hidrofébicas asociadas con los parches hidrofébicos de la superficie de las moléculas. A su vez,
las interacciones polares entre moléculas también fueron ocurrentes en todos los complejos
ligando-proteina. Las interacciones 11-11, superposicion de anillos aromaticos, son interacciones
no covalentes observadas entre ligandos y proteina (Petukh et al., 2013). Esta variacion de
fuerza de Van der Waals, fue observada entre el trans-picéido, trans-resveratrol y el control

TTT con el residuo TYR 264 de la proteinasa tipo papaina.

La proteina 3CLpro es una proteasa de cisteina de tres dominios que juega un rol
importante en la transcripcion viral y replicacion. Para la funcién catalitica de la proteina, los
aminoacidos clave son: CYS 145, GLU 166 e HIS 41 (Gao et al., 2020). En este caso, se

observo la formacion de enlace de hidrégeno con los residuos clave de 3CLpro con la
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epicatequina (GLU 16), el trans-resveratrol (HIS 41) y trans-picéido (CYS 145). Ademas, los
complejos formados con la proteinasa 3CLpro obtuvieron una energia de afinidad similar al
control, con -7.2 kcal/mol, donde el trans-picéido supero dicho valor al obtener una energia de
afinidad de -8 kcal/mol. Por lo cual, las interacciones del trans-picéido tendrian capacidad de

inactivar los residuos clave de la proteinasa 3CLpro.

Otros complejos con mejor energia de afinidad, Figura 3, fueron formados con la
helicasa (7NIO) y la proteinasa tipo papaina (PLpro) con valores mayores a -5.7 kcal/mol, las
moléculas de epicatequina y trans-picéido logran equiparar los valores del control con
afinidades de alrededor de -7.7 a -8.2 kcal/mol. Estructuras como la helicasa y la proteinasa
tipo papaina, son un objetivo particularmente atractivo para ser bloqueados, son ideales pues
Su estructura es bien conservada entre otros virus de la familia de los Nidovirales (Cho et al.,

2022; Freidel & Armen, 2021; Osipiuk et al., 2021).

Ademas, se observo que el complejo formado por la epicatequina con la proteinasa
6M2N, Figura 5, tuvo enlaces de puentes de hidrégeno con residuos de aminoacidos GLU 166,
LEU 141 e HIS 163, los cuales pertenecen al sitio de unidn de la proteinasa 3CLpro (Gupta et
al., 2020; Liu et al., 2020). Por tanto, se consideraria que la epicatequina actuaria como
inhibidor con capacidad de bloquear a las proteinasas del virus al interactuar con aminoacidos

criticos en la estructura de la proteina.

La ARN polimerasa dependiente de ARN es un complejo encargado de la mediacién de
la replicacion, su objetivo es transcribir el ADN en ARN (Ahn et al., 2012). El sitio activo
catalitico de RdRp se encuentra en el subdominio de la palma, en los residuos 759 a 761 en el
motif C formando un centro catalitico activo (Yin et al., 2020). En el ensayo de docking
molecular, se observo la interaccion con los residuos cataliticos ASP 760 (trans-resveratrol) y

ASP 761 (trans-picéido). La energia de afinidad de los complejos formados nos indica que las
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moléculas de epicatequina y trans-picéido siguen el comportamiento de las proteinas
anteriormente mencionadas, equiparando los valores con la referencia de control, permitiendo

deducir la capacidad inhibitoria de la ARN polimerasa, estructura clave del virus

La glicoproteina spike arrojé los valores de energia de afinidad mas bajos, las métricas
de eficiencia de ligando menos eficientes ademas presentd enlaces con residuos de
aminoacidos que no correspondian al sitio de unién identificado. El dominio de unién al receptor
se encuentra ubicado entre los residuos 449 a 510 (Gupta et al., 2020). De los cuales, se
observé que el residuo TYR 494 es el Gnico que interactud con los ligandos. Demostrando la

poca especificidad del grid size utilizado como referencia para el ensayo de docking molecular.

Las métricas de eficiencia de ligando se utilizan como descriptores moleculares en el
descubrimiento de farmacos, los valores son utilizados como guia mas no como discriminante
de las moléculas evaluadas (Hopkins et al., 2014). El uso de medidas como el nimero de
atomos asi como otras medidas dependientes del tamafio molecular permite homogeneizar a
los componentes dejando a un lado su tamafio y propiedades de ligamiento (Polanski et al.,
2017), por lo cual se utilizé los indices de eficiencia de ligando (IEL), indice de eficiencia de

superficie (IES) y eficiencia de ligando (EL).

Una métrica alternativa que utiliza LogP, como sustituyente del conteo de atomos
pesados, es la eficiencia lipofilica (LipE) y se utiliza para permitir una comparaciéon entre
moléculas diferentes en tamafio o lipofilicidad (Hopkins et al., 2014). Lo que permite contrastar

valores entre las métricas teniendo en consideracion la capacidad de los ligandos analizados.

Dentro del andlisis de la eficiencia del ligando se propone que el valor tolerable para
candidatos a farmacos debe ser mayor a 0.3 kcal/mol, mientras que el indice de eficiencia de
ligando sea similar a 27 (Arnott & Planey, 2012). Acorde a los valores de referencia, se observa

gue, luego de la epicatequina, los alcaloides de cafeina y teobromina alcanzan dichos valores.
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Sin embargo, la energia de afinidad, Figura 3, no alcanza los valores del control de ninguno de
los complejos formados. Significando que la cafeina y la teobromina tienen capacidad de unirse
efectivamente al sitio catalitico, como lo considerado por Rolta y otros (2022), pero no son

idéneos para desempefiar la inhibicién de las proteinas blanco del SARS-CoV-2.

La eficiencia lipofilica de las moléculas puede ser contrastada con los resultados del
diagrama Egan Egg, Figura 2, donde la capacidad de ser absorbida esta ligada a la lipofilicidad
de la molécula. Siendo moléculas tales como el trans-picéido y la epicatequina, buenos
candidatos al superar el indice referencial de 5. Uno de los objetivos , en el desarrollo de
farmacos, es el mejoramiento de las propiedades farmacoldgicas incrementando potencia y

disminuyendo lipofilicidad (Chen et al., 2015).

Las moléculas de cacao fino y de aroma (Theobroma cacao L.) como ligandos
estratégicos para la inhibicion de proteinas clave del virus del SARS-CoV-2 presentaron

interacciones moleculares en los sitios cataliticos activos de las proteinas.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones
Se identificaron ocho metabolitos secundarios del cacao fino de aroma con potencial

antiviral, acorde a bibliografia.

Se evaluo el potencial farmacoldgico de las moléculas candidatas obteniendo asi que
las moléculas de cafeina, teobromina, epicatequina, trans-resveratrol y trans-piceido cumplen
con los parametros de las reglas de Lipinski, lo cual representa aptitud como candidato a

farmaco.

Se estimo la energia de enlace de los complejos ligando-proteina de los metabolitos
secundarios del cacao con varias proteinas blanco del virus SARS-CoV-2, donde se encontré
que el trans-picéido tuvo una fuerte afinidad (-8.0 kcal/mol) con la proteinasa 3CLpro, respecto
al control de bacaleina (-7.2 kcal/mol). Ademas de tener una afinidad de -7.3 kcal/mol y -8.2

kcal/mol frente a la proteinasa tipo papaina y la helicasa, respectivamente.

El trans-resveratrol y la epicatequina secundan a la capacidad de acoplamiento con las
proteinas blanco del virus del COVID-19 obteniendo una eficiencia de ligando igual de fuerte
gue el trans-picéido, en varios de los ensayos con las proteinas blanco, lo que perfila como

buenos candidatos a desarrollo de tratamientos antivirales a partir de los mismos.

Se analizé el posicionamiento de los metabolitos secundarios del cacao en la
interaccion con las proteinas blanco donde se demostr6 que existen formacién de enlaces de
hidrogeno entre los amino&cidos del sitio de union, asi como interacciones hidrofébicas dentro

de la zona de acoplamiento de las cinco proteinas blanco.
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Las proteinas blanco que lograron mejores interacciones con los metabolitos
secundarios del cacao fino de aroma fueron: helicasa, proteinasa tipo papaina y proteinasa

3CLpro.

Recomendaciones
Se recomienda el estudio de dinamica molecular de los complejos ligando-proteina para

verificar la afinidad que existe entre las moléculas a lo largo del tiempo.

Se sugiere el uso de bibliotecas mas amplias de metabolitos secundarios de plantas
autdctonas al cual se le puede aplicar cribado para optimizar la busqueda de metabolitos que

puedan interactuar con las proteinas blanco del SARS-CoV-2.

Se considera idoneo el desarrollo de pruebas in vitro o in vivo donde se logre validar el
uso de los metabolitos secundarios del cacao fino de aroma como inhibidores de proteinas

blanco de SARS-CoV-2.
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