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Resumen

En el presente trabajo se realiz el estudio de reactividad para astragalina y aliina en el nivel de teoria semiempirico PM7 en
la fase acuosa y empleando parametros de reactividad global derivados de la Teoria del Funcional de la Densidad. Los resultados
sugieren que aliina es mejor electréfilo que astragalina. Se analizé también la capacidad de estos compuestos para acoplarse a la
proteasa principal (MP) del SARS-COV-2 con la intencidn de determinar su potencial para inhibir la replicacion de este virus.
A partir del estudio de acoplamiento molecular se evaluaron las afinidades de union de los complejos y los valores de AG
obtenidos para aliina y astragalina fueron -6.77 kcal mol! y -8.52 kcal mol, respectivamente. Aliina mostré interacciones con
la proteasa principal MP™® del SARS-CoV-2 del tipo van der Waals con los residuos CYS145 y HSD164 que presentan la actividad
catalitica de la MP™ del SARS-CoV-2. Por otro lado, astragalina interactia con la proteasa mediante puentes de hidrdgeno e
interacciones tipo w-alquil con el residuo CYS145y con HSD164 por interaccion de enlaces de carbon. Estos resultados sugieren
gue los metabolitos aliina y astragalina interactdan con el bolsillo catalitico de la proteasa por lo que podrian actuar como
inhibidores de la replicacion del virus SARS-CoV-2.

Palabras Clave: SARS-CoV-2, Proteasa principal, Acoplamiento molecular, Semiempirico PM7, Astragalina, Aliina.
Abstract

In the present work, the reactivity study for astragalin and alliin was performed at the semiempirical PM7 level of theory, in
the aqueous phase and using global reactivity parameters derived from the Density Functional Theory. The results indicate that
alliin is a better electrophile, incomparison to astragalin. The ability of these compounds to dock to the (MP™) protease of SARS-
COV-2 was also analyzed with the intention of determining their potential to inhibit the replication of this virus. From the
molecular docking study, the binding affinities of the complexes were evaluated and the AG values obtained for alliin and
astragalin were -6.77 kcal mol-1 and -8.52 kcal mol-1, respectively. Aliin showed van der Waals interactions with the main
protease MP™ of SARS-CoV-2 with the residues CYS145 and HSD164. On the other hand, astragalin interacts with the protease
by hydrogen bonds and z-alkyl type interactions with the residue CYS145 and with HSD164 by carbon bond interaction. These
results suggest that the metabolites alliin and astragalin interact with the catalytic pocket of the protease and could act as inhibitors
of SARS-CoV-2 virus replication.

Keywords: SARS-CoV-2, Molecular docking, Sempiempiric PM7, Astragalin, Alliin.

1. Introduccion garganta, presentando diferente intensidad de los sintomas en

las variantes (Boehm et al. 2021; Firestone et al. 2021;

El SARS-CoV-2 es el coronavirus causante del brote de la
enfermedad pulmonar COVID-19, a finales de 2019 y desde
entonces se ha esparcido por todo el mundo (Valencia 2020)
y ha evolucionado rapidamente en forma de nuevas variantes
(Kannan et al. 2021). Las principales manifestaciones clinicas
de COVID-19 son: fiebre, tos, dolor de cabeza y dolor de

*Autor para la correspondencia: hhuizar@uaeh.edu.mx

Graham et al. 2021; Lam-Hine et al. 2021; Team 2021).
Mientras que las complicaciones son: el sindrome
Respiratorio Agudo Severo, lesién cardiaca aguda lesion renal
aguda y shock (Jiang et al. 2020). Adicionalmente, se han
observado una serie de sintomas persistentes, que abarcan
problemas respiratorios, cardiovasculares, neurolégicos,
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renales, entre otros (Peramo-Alvarez, Ldpez-Zufiiga, and
Lopez-Ruz 2021). En este sentido, es posible lograr el
tratamiento de la enfermedad, mediante la inhibicién de
alguna etapa del ciclo de vida del virus, por ejemplo, la
replicacion de nuevas copias virales (Tu et al. 2020). Un
objetivo farmacolégico importante es la proteasa principal
MPr del SARS-CoV-2, cuya estructura cristalina fue revelada
por Jin y colaboradores (Jin et al. 2020), quienes también
definieron el sitio activo de esta enzima y las posibles
moléculas inhibidoras de su actividad. Aqui es importante
mencionar que el desarrollo y evaluacion de nuevos
medicamentos puede tardar varios afios. Por lo que en el caso
del tratamiento de la COVID-19, se ha aprovechado el
conocimiento y técnicas de acoplamiento molecular, que han
permitido resolver los mecanismos y capacidad de inhibicion
a través de la proteasa principal del SARS-CoV-2. Ademas, es
posible realizar la busqueda de los farmacos en fuentes
naturales ya que aportan una variedad de posibilidades a partir
de los metabolitos con actividad biolégica que contienen
(Arodola and Soliman 2017). En este sentido, se ha observado
que los compuestos tiosulfonatos de alilo como aliina, son
responsables de la actividad antiviral de allium sativum
(Nikoli¢ et al. 2012) Teoricamente, se ha estudiado el
acoplamiento molecular de aliina con los receptores
reguladores de la insulina aldosa reductasa, dipeptidil
peptidasa-4 y la glicogenositasa cinasa (Roy, Nazeem, and
Abida 2017) y su afinidad de union a la proteasa principal del
ciclo de replicacion viral del SARS-CoV-2 donde se obtuvo
un valor de AG igual a -4.3 Kcal mol! (Chebaibi et al. 2021).
En cuanto al estudio de la reactividad de aliina, Gnicamente,
se han realizado estudios tedricos de desoxialiina mediante el
uso de la DFT, en complejo con paladio, donde se evalud la
estabilidad de diferentes conformaciones (Spera et al. 2011).
También, se han estudiado diferentes derivados sulfurados de
aliina, con ayuda de los métodos semiempiricos, ab initio,
Hartree Fock con restricciones y DFT, con la finalidad de
conocer sus propiedades estructurales, modos vibracionales y
de la estructura electrénica (Tekin 2010). Adicionalmente, el
flavonoide astragalina, presente en la flor de delonix regia
presenta  actividad antiinflamatoria y  antibacterial
comprobada mediante estudios in vitro e in vivo (Macias-
Villamizar and Gonzalez-Ascanio 2019; Riaz et al. 2018). En
cuanto a los estudios in silico, se han estudiado sus
caracteristicas como antioxidante mediante el uso de la DFT
(Lespade and Bercion 2012). Ademas se ha analizado su
acoplamiento con la lipasa pancreética, como tratamiento a
largo plazo contra la obesidad (Alias, Ghazali, and Hamid
2020). Cabe mencionar que se ha estudiado su acoplamiento
molecular con la proteasa principal del SARS-CoV-2 con una
afinidad de union de AG=-7.9 Kcal mol?* (Vicidomini,
Roviello, and Roviello 2021). Es por lo anterior, que en el
presente trabajo evaluamos la reactividad y afinidad hacia la
proteasa principal del SARS-CoV-2, para determinar su
potencial como inhibidores de la replicacién viral y por lo
tanto como candidatos a realizar su tratamiento.

2. Parte experimental
2.1. Optimizacion y estudio de reactividad
Las estructuras de aliina y astragalina, fueron sometidas a

una optimizacion geométrica completa en la fase acuosa
empleando el nivel de teoria semiempirico PM7 (Stewart

2013) y el modelo de solvatacion COSMO (Klamt 2011),
mediante el software MOPAC (Boyd 2013) con la intension
de evaluar la reactividad quimica que presentan las moléculas
asemejandose a las condiciones biolégicas. La eleccién del
método PM7 se realiz6 debido a que se ha reportado en la
literatura que este método provee resultados similares a
aquellos obtenidos mediante calculos DFT pero a un costo
computacional mucho menor (Stewart 2013). En estos
calculos se utilizd el cutoff que por default es de 30
Angstroms. El criterio de convergencia en los calculos SCF y
en la optimizacion de geometria fue en ambos casos 1x10°
a.u. Los parametros de reactividad global se evaluaron
empleando las ecuaciones (1-4) (Chattaraj 2009; Parr et al.
1977; Parr, Szentpaly, and Liu 1999) y el teorema de
Koopmans (Koopmans, Koopmans, and T. 1934), en donde es
posible aproximar la afinidad electronica (A), con el orbital
molecular desocupado de menor energia, por sus siglas en
inglés LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), donde
la energia de este orbital se denota aqui, como €, mientras que
el potencial de ionizacion (1), se relaciona con el orbital
molecular ocupado de mayor energia, por sus siglas en inglés
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), donde la
energia de este orbital se denomina como €4. Con las
ecuaciones (1-4) es posible evaluar los siguientes parametros
de reactividad global:

= El potencial quimico electronico (p) se relaciona con la
tendencia de escape electrénica y la electrofilicidad (y)
es el inverso del potencial quimico electrénico (Parr et

al. 1977).
k=3, = 30D =(ete) Q)
X=—u 2

= La dureza (n) se relaciona con la estabilidad de los
sistemas moleculares (Parr and Pearson 1983; Pearson
1987).

=), = (=4 =~ en) ©)
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= Elindice de electrofilicidad o sugiere un buen nucleéfilo
para valores mas altos, mientras que indica la presencia
de un buen electréfilo a valores més bajos (Gazquez

2008).
_~
w="1 (4)

2.2. Estudio de acoplamiento molecular

Se realizd el estudio de acoplamiento de las moléculas aliina
(&cido 2-amino-3-prop-2-enilsulfinilpropanoico) y astragalina
(5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxicromen-4-ona)
mostradas en la Figura 1, con la proteasa principal del virus
SARS-CoV-2, utilizando el software SwissDock de la pagina
del instituto Suizo de bioinformatica (SwissDock - The online
docking web server of the Swiss Institute of Bioinformatics -
Home n.d.), para analizar el modo de interaccién mediante el
campo de fuerza CHARMM (MacKerell, Banavali, and
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Foloppe 2000). Las constantes de afinidad de union ligando-
receptor de todas las posibles geometrias de union se
predijeron y ponderaron por medio de una funcién score y la
ecuacion AG=AH-TAS, Gibbs-Helmholtz (Ball6n and Grados
2019).

Figura 1. Estructuras de la astragalina a) y aliina b).
3. Resultados
3.1. Optimizacion de ligantes en fase acuosa

En la Figura 2 se reportan las estructuras optimizadas de
astragalina y aliina en fase acuosa. Las moléculas presentaron
valores del calor de formacion iguales a -387.387 kcal molty

-93.957 kcal mol, respectivamente.
Figura 2. Estructuras de a) astragalina y b) aliina optimizadas al nivel de teoria

a)

b)

semipempirico PM7 en la fase acuosa empleando el modelo de solvatacion
COSMO. Las distancias de enlace se indican en Angstroms y el angulo diedro
como DA.

En la Figura 3 se muestra un resumen de las bandas principales
para la fase acuosa, presentes en el espectro de a) astragalina
en 2600, 1600 y 400 cm lo cual coincide con lo reportado
(Mehdi, Al-ani, and Raoof 2018) esto indica que el modelo
matematico describe adecuadamente la molécula. Por otro
lado, para b) aliina en 2690, 1800 y 115 cm™, sin embargo no
hay informacion experimental disponible para esta Gltima.

a)

b)

Figura 3. Espectros IR obtenidos en el nivel semiempirico PM7 para a)
astragalina y b) aliina.

3.2. Parametros de reactividad global

Los descriptores de reactividad para astragalina y aliina fueron
evaluados empleando las ecuaciones (1)-(4) y se reportan en
la Tabla 1. Note que la aliina puede ceder mas facilmente un
electrén en comparacion con astragalina debido a que es el
valor de su potencial quimico electrénico es mayor en
comparacion con astragalina, por lo que se comporta como un
buen electréfilo. Ademas, astragalina posee menor caracter
mutageénico de acuerdo al poder de electroaceptacion obtenido
(Wondrousch et al. 2010).Por otro lado, en la Figura 3 se
muestran los mapas de potencial electrostatico molecular de
las moléculas de astragalina y aliina. En estas figuras un color
rojo indica la existencia de un sitio de mayor densidad de
electrones mientras que el color azul estd relacionado con
deficiencia de carga, mientras que el color rojo sombreado
indica la presencia de un par de electrones en esa regién. Por
otro lado, el color azul intenso cerca de los atomos de
hidrégeno indica la presencia de cargas positivas maximas en
esa zona y estos sitios son preferentes para un ataque
nucleofilico. Estos resultados dan un indicio del tipo de
reactividad quimica al que son susceptibles las moléculas.

Tabla 1. Parametros de reactividad global dados en eV calculados para astragalina y aliina, evaluados al nivel de teoria PM7 y en la fase acuosa, empleando

ecuaciones (1)-(6).

| A u n X ® oy oy
Astragalina -1.24 -9.49 5.37 8.25 -5.37 1.74 5.46 0.09
Aliina 0.39 -8.63 412 9.02 -4.12 0.94 4.13 0.01
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a)

Figura 4. Mapeo de los potenciales electrostaticos evaluados en el nivel de
teoria PM7 empleando el modelo de solvatacion COSMO, sobre una
isosuperficie de densidad (valor =0.002 e/a.u.®) para astragalina y aliina.

3.3. Estudio de acoplamiento. Receptor-ligante

a)

b)

4, Conclusiones

En el presente trabajo se estudid la reactividad quimica de
dos moléculas bioactivas, astragalina y aliina en fase acuosa.
Aqui es importante mencionar, que el indice de
electroaceptacion  obtenido indica menor capacidad
mutagénica para astragalina, en comparacién con aliina.
Ademas los atomos de oxigeno son los sitios mas
electrofilicos, mientras que lo opuesto ocurre con los atomos
de hidrégeno en las dos moléculas. Adicionalmente, se
calcularon las interacciones de astragalina y aliina con la

oY
L 180 o

Pt
140

G
166

Figura 5. Sitio de enlace y mapeo 2D de las estructuras a) astragalina y b) aliina con la proteasa M"* del SARS-CoV-2.

Con la intencion de analizar la posible influencia de las
estructuras de astragalina y aliina en su papel como inhibidor
de la replicacion del virus SARS-CoV-2, se analizaron las
configuraciones dptimas ligando/receptor y la afinidad de
union de las moléculas con la MP®, La Figura 4 muestra la
configuracién astragalina/MP™® y aliina/MP™ donde las
energias de unién son -8.52 kcal mol* y -6.77 kcal mol?, que
son mejores puntuaciones que las reportadas anteriormente de
-4.3 kcal mol* y -7.9 kcal mol? (Chebaibi et al. 2021;
Vicidomini, Roviello, and Roviello 2021). Adicionalmente, se
realiz6 el mapa 2D para poder visualizar las interacciones
especificas que estan ocurriendo para cada configuracion. Se
observa que, las dos moléculas se unieron al receptor en la
posicién del bolsillo catalitico reportado por Jin vy
colaboradores (Jin et al. 2020), con interacciones en la diada
catalitica CYS-HSD. Note que astragalina presenta
interacciones por puentes de hidrdgeno y m-alquil con el
residuo CYS145 con distancias de 353 y 577 A,
respectivamente, ademas de la formacion de enlaces de carbon
con HSD164 con una distancia de 5.60 A. Por otro lado, aliina
mostré interacciones de tipo van der Waals con los residuos
CYS145 y HSD164. Ademas de interacciones por puentes de
hidrégeno con GLY 143y de tipo alquil con distancias de 1.42
y 5.78 A, respectivamente.

proteasa MP™®. Los resultados sugieren que estas moléculas
podrian ser candidatos como inhibidores de la replicacién del
virus SARS-CoV-2 debido a que interactia especificamente
con la proteasa principal con afinidades de unién de -8.52 kcal
molt y -6.77 kcal mol?. Las caracteristicas electrdnicas
mencionadas se pudieron observar en las interacciones
presentes en los complejos. Estos resultados sugieren que
aliina y astragalina podrian formar complejos estables con la
proteasa principal y por lo tanto realizar una inhibicion
efectiva del ciclo de replicacion viral y por lo tanto lograr el
tratamiento de COVID-19.
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