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RESUMEN

Introduccion: La enzima convertidora de angiotensina I (ECA-I) es una metaloproteasa zinc-
dependiente fundamental en la regulacion de la presion arterial a través del sistema renina-
angiotensina. Su hiperactividad se ha vinculado de forma directa con la fisiopatologia de la
hipertension arterial esencial. Dado que los inhibidores convencionales presentan diversos
efectos adversos, la blUsqueda de nuevas moléculas inhibidoras con mejor perfil
farmacolodgico ha despertado gran interés, destacando los compuestos naturales como
alternativas  terapéuticas prometedoras. Objetivo: Evaluar, mediante estrategias
computacionales avanzadas, el potencial inhibitorio de diez fitocompuestos bioactivos y tres
inhibidores farmacologicos estandar (captopril, enalaprilato y lisinopril) sobre la ECA-I,
integrando metodologias de acoplamiento molecular, simulaciones de dindmica molecular y
analisis energético mediante el enfoque MM-PBSA. Metodologia: Se seleccionaron
compuestos de origen natural reportados en bases publicas como PubChem y se procesaron
estructuralmente junto a los farmacos control. El docking molecular se realizd sobre la
estructura cristalografica de la ECA-1 (PDB ID: 108A) para predecir la afinidad de unién
inicial. Los complejos de mayor energia de acoplamiento fueron sometidos a simulaciones de
dindmica molecular de 100 ns bajo el software GROMACS, evaluando la estabilidad
mediante pardmetros estructurales como RMSD, radio de giro (Rg) y fluctuaciones residuales
(RMSF). Finalmente, se calcularon las energias libres de unién mediante el método MM-
PBSA para estimar la viabilidad termodindmica del anclaje. Resultados: Los diez
fitocompuestos evaluados exhibieron valores de energia de unién mas negativos que los
inhibidores farmacologicos utilizados como referencia, lo cual indica una afinidad teérica
superior hacia el centro catalitico de la enzima. Adicionalmente demostraron una interaccioén
estable y favorable desde el punto de vista estructural. Sin embargo, al aplicar los filtros
predictivos clave (Lipinski, Pfizer, GSK y GASA), el acido clorogénico fue el Unico
compuesto que logré cumplir con todos los criterios evaluados, lo que lo perfila como el
candidato mas equilibrado y con mayor potencial para avanzar en etapas posteriores del
desarrollo. Conclusion: Los hallazgos obtenidos consolidan el papel de la quimica
computacional como una estrategia racional y eficaz para la identificacion preliminar de
compuestos bioactivos con potencial terapéutico. Esta aproximacion in silico permite
explorar, con alta resolucion molecular, la interaccion entre ligandos y dianas biologicas,
optimizando asi el proceso de seleccion de candidatos para estudios experimentales

posteriores.
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ABSTRACT

Introduction: Angiotensin-converting enzyme [ (ACE-I) is a zinc-dependent metalloprotease
that plays a central role in regulating blood pressure through the renin-angiotensin system. Its
overactivity has been directly linked to the pathophysiology of essential hypertension. Given
that conventional inhibitors often produce various adverse effects, the search for new
inhibitory molecules with improved pharmacological profiles has gained considerable
interest, with natural compounds emerging as promising therapeutic alternatives. Objective:
To evaluate, through advanced computational strategies, the inhibitory potential of ten
bioactive phytocompounds and three standard pharmacological inhibitors (captopril,
enalaprilat, and lisinopril) against ACE-I, by integrating molecular docking, molecular
dynamics simulations, and energy analysis using the MM-PBSA approach. Methodology:
Natural compounds reported in public databases such as PubChem were selected and
structurally processed along with the control drugs. Molecular docking was performed on the
crystallographic structure of ACE-I (PDB ID: 108A) to predict initial binding affinities. The
complexes with the most favorable binding energies were subjected to 100-ns molecular
dynamics simulations using GROMACS software, assessing structural stability through
RMSD, radius of gyration (Rg), and residual fluctuations (RMSF). Finally, binding free
energies were calculated using the MM-PBSA method to estimate the thermodynamic
viability of the interactions. Results: The ten phytocompounds evaluated exhibited more
negative binding energy values than the pharmacological inhibitors used as reference,
suggesting a theoretically higher affinity for the enzyme’s catalytic site. Additionally, they
demonstrated stable and favorable interactions from a structural perspective. However, when
applying key predictive filters (Lipinski, Pfizer, GSK, and GASA), chlorogenic acid was the
only compound that met all evaluated criteria, positioning it as the most balanced and
promising candidate for further development. Conclusion: The findings reinforce the role of
computational chemistry as a rational and effective strategy for the preliminary identification
of bioactive compounds with therapeutic potential. This in silico approach enables high-
resolution exploration of ligand—target interactions, thereby optimizing the selection process

for subsequent experimental studies.

Keywords: ACE-I, hypertension, phytocompounds.
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INTRODUCCION

La hipertension arterial constituye uno de los principales factores de riesgo cardiovascular a
nivel global, siendo responsable de una elevada carga de morbilidad y mortalidad. A pesar de
la disponibilidad de tratamientos farmacoldgicos eficaces, un porcentaje significativo de
pacientes no alcanza un control dptimo de su presion arterial, ya sea por baja adherencia o
efectos adversos asociados a los firmacos convencionales. Esta realidad justifica la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas, mas seguras y accesibles. En este contexto, los
fitocompuestos derivados de plantas medicinales surgen como alternativas prometedoras. El
Pert, gracias a su vasta biodiversidad, representa una fuente valiosa de metabolitos con
potencial actividad antihipertensiva. No obstante, la caracterizacion funcional vy
farmacologica de estos compuestos requiere métodos robustos que permitan evaluar su
viabilidad antes de emprender estudios clinicos. La quimica computacional, y en particular
las simulaciones moleculares, ofrecen una plataforma poderosa para predecir y analizar
interacciones biomoleculares con alto nivel de resolucion. Estas herramientas permiten
explorar, de forma eficiente y a bajo costo, la afinidad de ligandos hacia blancos terapéuticos
clave, como la enzima convertidora de angiotensina I, cuya inhibicion es fundamental en el
tratamiento de la hipertension. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el potencial
inhibitorio de una serie de fitocompuestos bioactivos frente a la ECA-I mediante técnicas
computacionales avanzadas, incluyendo acoplamiento molecular, dindmica molecular y
analisis energético por MM-PBSA. Esta aproximacion racional busca identificar candidatos
naturales viables, sentando asi las bases para futuras investigaciones que, eventualmente,
permitan su integracion en esquemas terapéuticos, ya sea como agentes principales,

coadyuvantes o alternativas profilacticas.

Asimismo, se pretende contribuir al desarrollo de soluciones innovadoras que integren el

conocimiento ancestral con metodologias cientificas modernas (1).
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1 Problema de investigacion
1.1 Determinacion del Problema

La hipertension arterial constituye uno de los principales factores de riesgo
modificables para enfermedad cardiovascular, para insuficiencia renal y eventos
cerebrovasculares. A pesar de la disponibilidad de multiples opciones terapéuticas, las
tasas de control tensional siguen siendo subdptimas en diversos contextos, incluida la
poblacion peruana. Entre las estrategias farmacoldgicas utilizadas, los inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (IECA) representan un pilar en el manejo de
esta patologia. Sin embargo, la aparicion de efectos adversos, la variabilidad en la
respuesta individual y la baja adherencia terapéutica han generado interés en la
identificacion de nuevas moléculas que actien sobre este mismo blanco terapéutico.
En ese marco, los compuestos de origen natural han sido objeto de creciente interés
por su potencial bioactivo, aunque su interaccion con la ECA I no ha sido aln
caracterizada de forma exhaustiva a nivel molecular. Por lo tanto, se plantea la
necesidad de realizar un estudio computacional que permita caracterizar las
interacciones entre fitocompuestos y la ECA I, con el objetivo de proponer candidatos

con un alto potencial terapéutico (1).
1.2 Enunciado del Problema

(Qué nivel de afinidad de unién presentaran los fitocompuestos bioactivos
seleccionados con el sitio activo de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
segun los resultados obtenidos mediante estudios de dindmica molecular y energia de

interaccion usando herramientas computacionales?
1.3 Descripcion del Problema
1.3.1  Area del Conocimiento
e Area general: Ciencias de la salud.
o Area especifica: Medicina humana.
e Especialidad: Ingenieria Biomédica Computacional.

e Linea: Hipertension Arterial-Enfermedades Cardiovasculares.
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1.3.2  Analisis de Variables
Tabla 1
Analisis de Variables
Variable Variable Indicador Unidad/Categoria Escala
Enzima . . L
Z Presencia de Residuos: Cuantitativa
., convertidora de , . )
Obtencion de . . proteina Aminodacidos discreta
estructuras angiotensina I
s Presencia de Residuos: Cuantitativa
Fitocompuestos B .
compuesto Aminoacidos discreta
Numero de Presencia de . Cuantitativa
, ; Atomos )
moléculas moléculas discreta
T Cuantitativa
Volumen total I . L/Kg continua de
Simulacion de distribucion ,
adio! razén
la dindmica .
molecular Cuantitativa
Temperatura Directo Grados C° continua de
intervalo
Tiempo de . Cuantitativa
CTID A Directo Nanosegundos (ns) ua v
simulacion discreta
.. | Presencia de Numero de sitios Cuantitativa
. Sitios activos ol . ) )
Analisis de S1t10s activos activos discreta
interacciones ! Energia Cuantitativa
Interacciones Van 1k .
moleculares atomica de | Kcal/mol-1, kJ/mol-1| continua de
der Waals ,
contacto razon
1.3.3  Interrogantes Basicas

e Cual es la estabilidad conformacional de los complejos formados entre los
fitocompuestos y la ECA, evaluada mediante simulaciones de dindmica

molecular?

e ;Qu¢ afinidad de unién presentan los fitocompuestos seleccionados hacia el

sitio activo de la ECA?

e ;Cbémo se compara la afinidad de unioén de los fitocompuestos seleccionados

con la de los controles positivos (enalaprilato, captopril y lisinopril)?

e ,Qué fitocompuestos muestran mejores propiedades de interaccion y
estabilidad frente a la ECA para ser considerados como candidatos potenciales

en futuras investigaciones?
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1.3.4 Tipo de Investigacion
Investigacion analitica (2).
1.3.5 Nivel de Investigacion
Investigacion experimental in silico exploratorio (2).
1.3.6  Disefio de Investigacion
Experimental (2).
1.4 Justificacion del Problema
1.4.1  Justificacion Cientifica

La hipertension arterial (HTA) representa una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, siendo la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) un blanco terapéutico clave en su tratamiento. Aunque los
inhibidores actuales de la ECA han demostrado eficacia, su uso puede estar
limitado por efectos adversos como tos seca, disgeusia y reacciones cutdneas
(3,4). En este contexto, resulta pertinente explorar nuevos compuestos con
afinidad por esta enzima, con el fin de contribuir a la bisqueda de alternativas

terapéuticas.
1.4.2  Justificacion Social

En contextos como el peruano, donde persisten limitaciones en el acceso
equitativo a servicios de salud, la hipertension arterial continia generando una
elevada carga sanitaria y econémica. Las dificultades para acceder a tratamientos
eficaces y sostenidos agravan el prondstico de esta enfermedad. Frente a este
panorama, la biisqueda de nuevos agentes con afinidad hacia blancos terapéuticos
previamente estudiados, constituye una oportunidad para ampliar el repertorio de

opciones disponibles.
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1.4.3  Originalidad

A diferencia de estudios tradicionales centrados en farmacos sintéticos, esta
investigacion propone un analisis computacional de compuestos de origen
vegetal. Ademas, su originalidad también radica en el enfoque sobre especies
vegetales con presencia en el contexto peruano, lo cual permite orientar futuras
investigaciones hacia alternativas terapéuticas mas accesibles y adaptadas a la

realidad local.
1.4.4  Factibilidad

La presente investigacion es cientificamente factible, ya que se basa en evidencia
consolidada sobre la capacidad de diversos fitocompuestos para unirse a la ECA'y
asi inhibirla. El uso de herramientas de quimica computacional, esta ampliamente
validado en la literatura cientifica como una metodologia confiable para predecir
y analizar interacciones proteina-ligando con alta precision, asegurando asi su

aplicabilidad futura.
1.4.5  Justificacion Personal

Como estudiante de Medicina, me motiva profundamente la posibilidad de
integrar los avances cientificos y tecnologicos en la mejora de la salud humana.
Aunque la biotecnologia y la quimica computacional me parecian inicialmente
campos lejanos, hoy los considero una herramienta clave para innovar en el
abordaje de enfermedades cronicas como la hipertension. Este proyecto
representa para mi una oportunidad de crecimiento académico, al combinar mi
formacion médica con metodologias modernas y el estudio de compuestos

naturales presentes en nuestro entorno.
2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar, mediante herramientas de quimica computacional, la afinidad de unién y
estabilidad estructural de fitocompuestos frente a la enzima convertidora de
angiotensina I (ECA 1), para poder identificar aquellos con mayor potencial

inhibitorio para futuras investigaciones.
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2.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la afinidad de uniéon de diversos fitocompuestos hacia la ECA mediante
quimica computacional, y compararlos con controles positivos (enalaprilato,

lisinopril y captopril) con el fin de estudiar los 10 ligandos con mayor potencial.

2. Analizar el comportamiento dinamico de los complejos ECA I-fitocompuesto y

ECA I—controles positivos a través de simulaciones de dindmica molecular.

3. Estimar y comparar la energia libre de union de los complejos ECA-ligando
utilizando el método MMPBSA, con el objetivo de identificar las interacciones

con mayor afinidad de union en condiciones dindmicas.
3 Marco tedrico
3.1 Hipertension arterial
3.1.1  Definicion

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad de carécter cronico, progresivo
y multifactorial, que se define como el aumento persistente de la presion arterial
sistolica, diastolica o de ambas por encima de los valores establecidos como
normales por organismos internacionales. Aunque los puntos de corte diagnostico
pueden variar ligeramente entre distintas guias clinicas, su impacto sobre la salud
publica es universalmente reconocido (5,6). Una de las caracteristicas mas criticas
de la HTA es su curso clinicamente silencioso durante las fases iniciales, lo que
ha motivado que se la denomine coloquialmente como el Asesino Silencioso (7).
Esta designacion refleja su capacidad para inducir alteraciones estructurales y
funcionales en oOrganos diana (como el corazon, cerebro, rifiones y vasos
sanguineos) sin manifestaciones clinicas evidentes en sus primeras etapas. Como
consecuencia, el diagnostico suele realizarse en fases avanzadas o tras la
aparicion de eventos agudos graves, como infarto agudo de miocardio, accidente
cerebrovascular o insuficiencia renal cronica (8). Desde el punto de vista
epidemioldgico y clinico, la hipertension constituye uno de los principales
factores de riesgo modificables para enfermedades cardiovasculares. Su control
eficaz ha demostrado reducir significativamente la morbimortalidad asociada a

dichas patologias y prevenir el desarrollo de complicaciones irreversibles (9).
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3.1.2 Epidemiologia

La hipertension arterial (HTA) es una de las enfermedades no transmisibles mas
prevalentes y de mayor carga sanitaria a nivel global. En el caso del Peru, los
datos de la Encuesta Demografica y de Salud Familiar [ENDES] 2023,
publicados por el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica [INEI], sefalan
que el 19.4% de la poblacion de 15 afios o més padece hipertension, lo que
representa a mas de 4.9 millones de personas (10). El andlisis regional de
Arequipa, hecho por DIRESA en 2022, revela desigualdades geograficas en la
prevalencia de la HTA. En el departamento de Arequipa, la prevalencia total
asciende a aproximadamente 17.5%, siendo ligeramente inferior a la media
nacional, aunque con patrones similares en cuanto a la distribucion por sexo y
residencia urbana. En Arequipa, se ha observado una mayor prevalencia de HTA
en zonas urbanas, especialmente en adultos mayores de 60 afios y personas con
comorbilidades como obesidad y diabetes mellitus tipo 2. A nivel nacional, los
hombres presentan una prevalencia mas elevada (20.9 %) que las mujeres (18.0
%), con mayor concentracion de casos en la region Costa (14.1 %), seguida por la
Selva y la Sierra (11.2 % cada una). Las areas urbanas registran una prevalencia
ligeramente superior (13.3%) en comparacién con las rurales (11.7%). Sin
embargo, solo el 10.8 % de la poblacion ha sido diagnosticada por un médico, y
de ellos, el 66.3 % ha recibido o adquirido tratamiento farmacoldgico, con mayor
adherencia en mujeres (67.8 %) frente a hombres (64.0%). A nivel global, la
carga epidemiologica de la hipertension ha aumentado de manera sustancial en las
ultimas décadas. Segun el Informe Mundial sobre Hipertension 2023 de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el nimero de personas con
hipertension se duplico entre 1990 y 2019, pasando de 650 millones a mas de 1
300 millones, de los cuales alrededor del 50 % no son conscientes de su condicion
(11). La presion arterial sistolica elevada se ha identificado como el principal
factor de riesgo modificable para mortalidad a nivel global, siendo responsable de
mas de 10.8 millones de muertes prevenibles cada afio, asi como de 235 millones
de afios de vida ajustados por discapacidad [AVADs] (7). Se estima que duplicar
la tasa de control efectivo a nivel mundial al 50 % para el afo 2050 permitiria

evitar hasta 76 millones de muertes prematuras (11).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~#== . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - - §i"CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

3.1.3  Fisiopatologia de la Presion Arterial

La hipertension arterial se comprende actualmente como una enfermedad
compleja y multifactorial, tal como lo plante6 Irvine Page en su célebre Teoria del
Mosaico. Esta propuesta conceptual, lejos de haber quedado obsoleta, ha sido
refinada con nuevos descubrimientos. Se ha demostrado que los mecanismos que
sostienen el aumento de la presion arterial no se limitan a un solo sistema, sino
que emergen de la interaccidon entre el rifion, el sistema vascular, el sistema
nervioso central, el sistema inmune, el eje hormonal renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) y nuevos moduladores como el estrés oxidativo, la

microbiota intestinal y la genética poligénica (12,13).
3.1.3.1 Alteraciones renales y el volumen corporal:

El rifion cumple un papel central en la regulacion de la presion arterial al
controlar el volumen de liquido extracelular y el equilibrio de sodio. Cambios
en la capacidad renal para excretar sodio, ya sea por una alteracion en la curva
de natriuresis o por una sobreactivacion del SRAA, pueden inducir y mantener
estados hipertensivos (14,15,16,17). Ademas, el aumento del tono simpatico
renal y la produccién local de citoquinas proinflamatorias refuerzan la
retencion de sodio y agua, generando un incremento sostenido del gasto

cardiaco y del volumen intravascular (18,19).
3.1.3.2  Disfuncion vascular:

El incremento en la resistencia vascular periférica es un sello distintivo de la
hipertension establecida. La rigidez arterial, la disminucion de la
vasodilatacion endotelial mediada por o6xido nitrico (NO), la secrecion
aumentada de endotelina y el remodelado estructural de los vasos contribuyen

a un estado vasoconstrictor persistente (20,21).
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3.1.3.3  Activacion del sistema nervioso simpatico

El sistema nervioso central juega un rol clave en la génesis de la hipertension,
particularmente a través del aumento del tono simpatico. Centros como el
organo subfornical, sensibles al sodio y a la angiotensina II, pueden activar
rutas neuronales que elevan la presion arterial mediante la estimulacion de la
vasoconstriccion, la retencion renal de sodio y la liberacion de renina (22).
Ademas, aferencias desde el rifion y el tejido adiposo pueden retroalimentar
estas vias centrales, exacerbando la respuesta hipertensiva, en especial en

situaciones como el consumo elevado de sal o dietas ricas en grasa (23).
3.1.3.4 Rol del sistema inmunolégico e inflamacion

Se ha identificado una relacion directa entre la inflamacion crénica de bajo
grado y la hipertension. Cé¢lulas inmunitarias como los linfocitos T y
monocitos infiltran el rifién y los vasos sanguineos, liberando citoquinas
proinflamatorias como la IL-17A, la cual afecta la funcion renal, la
vasodilatacion y la elasticidad vascular (24,25). Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas por el sistema inmune pueden modificar proteinas
formando neoantigenos, lo que perpetia la respuesta inflamatoria y el dafio

vascular (26).
3.1.3.5 Participacion de la aldosterona y el receptor mineralocorticoide

Aunque tradicionalmente se consideraba que la aldosterona actuaba solo a
nivel renal, hoy se sabe que su receptor esta presente también en vasos, células
inmunes y neuronas. Su activacion contribuye a la disfuncion endotelial,
fibrosis vascular y renal, y a la amplificacion de la respuesta inflamatoria

(27,28).
3.1.3.6 Estrés oxidativo

El desequilibrio entre la produccién de ROS y los mecanismos antioxidantes
agrava la disfuncion vascular y renal. En la nefrona proximal, las ROS inducen
la activacion del SRAA local, lo que favorece la retencion de sodio y la

progresion de la enfermedad hipertensiva renal (29).
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3.1.3.7 Influencia de la microbiota intestinal

Estudios recientes muestran que la disbiosis intestinal puede contribuir al
desarrollo de hipertension a través de multiples mecanismos: activacion
inmunolégica, aumento de la permeabilidad intestinal, produccion de
metabolitos proinflamatorios y modulacion del sistema nervioso auténomo

(30,31).
3.1.3.8 Factores genéticos y poligénicos

Aunque existen formas monogénicas raras de hipertension, la mayoria de los
casos presenta una herencia poligénica. Los estudios de asociacion gendmica
han identificado mas de mil polimorfismos que influyen en la presion arterial,
y su combinacién puede explicar hasta 13 mmHg de variacion en sujetos

jovenes (32,33).

Considerando esta complejidad fisiopatologica y la multiplicidad de
mecanismos implicados, la presente investigacion se centrard especificamente
en el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), un eje hormonal clave

(33).
3.1.4 Rol del SRAA en la Hipertension Arterial

El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) constituye una red
hormonal, cuyo papel es fundamental en el mantenimiento de la presion arterial y
del equilibrio hidrosalino. Su activacion comienza con la liberacion de renina por
parte de las células yuxtaglomerulares del rifion, en respuesta a condiciones como
hipovolemia, hiponatremia o disminucion del flujo renal. La renina acta sobre el
angiotensindogeno, una globulina plasmatica sintetizada en el higado,
convirtiéndola en angiotensina I, un decapéptido sin actividad fisiologica
significativa (5). Posteriormente, la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
una metaloproteasa dependiente de zinc presente mayoritariamente en el
endotelio pulmonar, transforma la angiotensina I en angiotensina II, un
octapéptido de accidn biologica potente. Este péptido actia principalmente sobre
los receptores ATI1, provocando una serie de respuestas: vasoconstriccion
sistémica intensa, incremento de la resistencia vascular periférica y estimulacion
de la secrecion de aldosterona desde la corteza suprarrenal. La aldosterona, a su

vez, induce la reabsorcion renal de sodio y agua, elevando el volumen
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intravascular y, por ende, la presion arterial (34). Mas alld de su rol
hemodindmico inmediato, la angiotensina II también participa en multiples
procesos patoldgicos: induccion de estrés oxidativo, inflamacion cronica del
endotelio, disfuncion endotelial y remodelado estructural cardiaco y vascular.
Estos mecanismos contribuyen directamente al dafio progresivo de 6rganos diana
como el corazén, rifiones, cerebro y retina, y se encuentran estrechamente
asociados a las complicaciones cronicas de la hipertension arterial (35,36). En
condiciones de activacion persistente, el SRAA se convierte en un factor clave
para la perpetuacion del estado hipertensivo, particularmente en la hipertension
esencial. Dentro de este contexto, el bloqueo farmacoldgico de la ECA ha
demostrado ser una estrategia terapéutica eficaz, ya que reduce la formacion de
angiotensina II y, simultaneamente, favorece la acumulacion de bradicinina, un
potente vasodilatador cuya degradacion también depende de esta enzima. Por
consiguiente, el SRAA no solo actia como un sistema de respuesta rapida para el
control de la presion arterial, sino que también se comporta como un amplificador

de dafio cardiovascular cronico cuando su regulacion se ve alterada (37).
3.1.5 Diagnostico

Segiin la ISH 2020 (2020 International Society of Hypertension Global
Hypertension Practice Guidelines), se establece el diagnostico de hipertension

arterial cuando, en mediciones clinicas repetidas, se observa:
e Presion arterial sistolica (PAS) = 140 mmHg y/o
e Presion arterial diastélica (PAD) = 90 mmHg

Estas mediciones deben realizarse con técnica estandarizada y confirmarse en al
menos dos o tres visitas diferentes. Cuando exista duda diagndstica o sospecha de
hipertension de bata blanca, se recomienda el uso de medicion ambulatoria o

domiciliaria (5).
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3.1.6 Clasificacion de la Presion Arterial

La ISH 2020 propone la siguiente clasificacion de la presion arterial en adultos

(3).
Tabla 2
Clasificacion de la presion arterial segun la ISH 2020
Categoria PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Normal (130 (85
Presion arterial normal-alta 130-139 85-89
Hipertension grado 1 140-159 90-99
Hipertension grado 2 >160 >100
* Unger et al (5).

Asimismo, se reconocen dos patrones especiales:

e Hipertension sistolica aislada: PAS > 140 mmHg y PAD ¢ 90 mmHg

e Hipertension diastélica aislada: PAS ¢ 140 mmHg y PAD = 90 mmHg (5).
3.1.7 Prevencion

Diversos estudios han identificado estrategias no farmacologicas altamente

efectivas para prevenir la hipertension arterial:
3.1.7.1 Pérdida de peso

Segin la American Heart Association (AHA) y el American College of
Cardiology (ACC) reducir incluso 4.5 kg de peso puede disminuir
significativamente la presion arterial. Se estima que por cada kilogramo
perdido, la presion arterial sistolica (PAS) se reduce en promedio 1 mm Hg, lo

que representa un impacto clinico relevante (9).
3.1.7.2  Alimentacion saludable — Dieta DASH

Esta dieta, respaldada por multiples sociedades cientificas internacionales
(38,39), se basa en el consumo elevado de frutas, verduras, cereales integrales
y lacteos bajos en grasa. Puede reducir la PAS en hasta 6.97 mm Hg y la
presion arterial diastolica (PAD) en 3.54 mm Hg (40).
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3.1.7.3 Reduccion del sodio y aumento del potasio

Limitar la ingesta de sodio por debajo de 2400 mg/dia puede reducir la PAS
entre 5 y 6 mm Hg. Simultaneamente, aumentar el consumo de potasio (3500—
5000 mg/dia) mediante alimentos naturales ayuda a neutralizar el efecto

hipertensivo del sodio (9).
3.1.7.4 Actividad fisica regular

Se recomienda realizar entre 90 y 150 minutos semanales de ejercicios
aerobicos moderados (caminar, trotar, ciclismo), ademas de ejercicios de
resistencia o isométricos, para lograr reducciones sostenidas en los valores

tensionales (9).
3.1.7.5 Moderacion del alcohol

La ingesta no debe exceder una bebida estandar diaria en mujeres y dos en
hombres. Su reduccion progresiva tiene un impacto positivo en el control de la

hipertension (38).
3.1.7.6 Manejo del estrés y calidad del suefio

La incorporacion de practicas como meditacion, respiracion profunda o
relajacion guiada, junto a un suefio adecuado, disminuye la activacion

simpatica y contribuye a la regulacion de la presion arterial (41).
3.1.7.7  Cese del tabaquismo

Abandonar ¢l héabito de fumar reduce significativamente el riesgo de
desarrollar hipertension y enfermedades cardiovasculares asociadas. Es una
recomendacion universal en todas las guias de practica clinica. Estas
intervenciones han demostrado ser eficaces no solo en la prevencion, sino
también como complemento en el manejo de la hipertension ya diagnosticada,
facilitando el control tensional y la reduccion del riesgo de complicaciones

cardiovasculares (38).
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Las modificaciones del estilo de vida representan la primera linea de intervencion

terapéutica para todos los pacientes con hipertension, independientemente de si

requieren tratamiento farmacoldgico. Su implementacion sostenida puede reducir

significativamente las cifras tensionales y postergar o incluso evitar la necesidad

de medicacion. El inicio de tratamiento con medicamentos antihipertensivos esta

indicado cuando las intervenciones sobre el estilo de vida no son suficientes para

alcanzar las metas terapéuticas, o cuando el paciente presenta hipertension grado

1 0 2 de forma confirmada, en especial si existe compromiso de 6rganos blanco o

un riesgo cardiovascular elevado (5).

Tabla 3

Farmacos utilizados en el manejo de la hipertension arterial

Grupo farmacolégico

Mecanismo y utilidad clinica

Ejemplos

IECA (Inhibidores de la | Inhiben la conversion de angiotensina | Enalapril, Lisinopril,
ECA) I en II, reduciendo vasoconstriccion y | Captopril, Ramipril,
retencion de sodio. Protegen rién y entre otros.
corazon.
ARA 1II (Antagonistas Bloquean la accion de angiotensina Il | Irbesartan, Losartan,
del receptor de sobre su receptor. Buena toleranciay | Valsartan,
angiotensina II) menor riesgo de tos o angioedema vs. | Telmisartan, entre
IECA. otros.
BCC (Bloqueadores de | Relajan el musculo liso vascular, Amlodipino,
canales de calcio, tipo promoviendo vasodilatacion. Nifedipino, entre
dihidropiridinas) otros.
Diuréticos tiazidicos Eliminan sodio y agua, disminuyendo | Hidroclorotiazida,
el volumen plasmatico. Indapamida

Betabloqueadores Indicados en cardiopatia isquémica, Metoprolol, Atenolol,
arritmias o insuficiencia cardiaca. No | Carvedilol, entre
son de primera linea general. otros.
Antagonistas de Utiles en hipertension resistente o Espironolactona,
aldosterona hiperaldosteronismo. Eplerenona

* Unger et al (5).

Segun la ISH 2020, los objetivos de control tensional son los siguientes:

e Para la mayoria de pacientes: PAS (140 mmHg y PAD (90 mmHg.

e En adultos jovenes, diabéticos, o aquellos con evidencia de dafio a 6rgano

blanco: se puede considerar PAS (130 mmHg y PAD (80 mmHg, siempre que

la reduccion sea bien tolerada (5).
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3.2 Fitocompuestos: plantas fuente
3.2.1 Hibiscus Sabdariffa

Hibiscus sabdariffa, cominmente conocida como flor de Jamaica o roselle, es una
planta herbacea de la familia Malvaceae ampliamente cultivada en regiones
tropicales y subtropicales. Su uso tradicional en infusiones y remedios naturales
ha sido documentado en diversas culturas debido a sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, diuréticas y antihipertensivas. Estas propiedades han sido
atribuidas a su alta concentraciéon de compuestos fenodlicos, flavonoides, acidos
organicos y antocianinas, los cuales han demostrado una capacidad significativa
para modular la ECA. Desde una perspectiva fitoquimica, se ha caracterizado un
amplio rango de metabolitos bioactivos en H. sabdariffa mediante técnicas de
espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia
(UPLC-HRMS), entre los que se incluyen flavonoides, acidos fenoélicos, taninos,
esteroides y triterpenos, muchos de los cuales presentan estructuras compatibles

con la inhibicidon de enzimas como la ECA (42,43,44,45,46,47).
3.2.2  Allium Sativum

Comunmente conocido como ajo, es una planta herbacea de la familia
Amaryllidaceae ampliamente utilizada tanto en la gastronomia como en la
medicina tradicional. Su empleo en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, incluyendo la hipertension arterial, ha sido respaldado por
numerosos estudios fitoquimicos y farmacolégicos. El interés cientifico en esta
especie radica principalmente en su perfil fitoquimico rico en compuestos
organosulfurados, los cuales han demostrado efectos cardioprotectores e
hipotensores. Ademads, el ajo también posee efectos antioxidantes, que
contribuyen a la proteccion del endotelio vascular y a la reduccion del estrés
oxidativo, otro factor involucrado en la hipertension (48,49,50). Un metaanalisis
de estudios aleatorizados controlados indico que el consumo de suplementos de
ajo durante un periodo de al menos 8 semanas puede reducir la presion sistolica
en promedio 8-10 mmHg y la diastdlica en 5-6 mmHg, efectos comparables a los

observados con fArmacos antihipertensivos de primera linea (51).
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3.2.3 Curcuma Longa

Conocida comunmente como curcuma, es una planta rizomatosa de la familia
Zingiberaceae ampliamente utilizada tradicionalmente en la medicina ayurvédica
y china por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y hepatoprotectoras.
Su principal componente bioactivo, la curcumina (diferuloilmetano), ha sido
objeto de numerosos estudios cientificos por su potencial terapéutico en

enfermedades cronicas, incluido su efecto modulador sobre la ECA 1.

Desde una perspectiva fisiopatoldgica, esta planta también contribuye a la
reduccion de la presion arterial al modular vias relacionadas con el estrés
oxidativo y la inflamacioén vascular. Actlia inhibiendo factores de transcripcion
proinflamatorios como NF-Kappa Beta y reduciendo la expresion de citocinas
como Interleucina-6 y TNF-alfa, lo cual disminuye la disfuncion endotelial y el

remodelado vascular asociados a la hipertension. (52,53,54,55,56).
3.2.4  Moringa Oleifera

También conocida como arbol de la vida o moringa, es una planta originaria del
noroeste de la India. Actualmente se cultiva ampliamente en diversas regiones
tropicales y subtropicales del mundo, incluyendo paises de América Latina como
Pert. Esta especie ha captado la atencion cientifica internacional debido a su
notable densidad nutricional y su diversidad fitoquimica, la cual incluye
flavonoides, isotiocianatos, d4cidos fenolicos, esteroles vegetales y otros
metabolitos secundarios de interés biomédico. Su uso tradicional como planta
medicinal ha sido respaldado por evidencia moderna, particularmente en el
contexto de enfermedades cardiovasculares, donde sus compuestos bioactivos han
demostrado efectos hipotensores y antioxidantes. Su efecto hipotensor parece ser
multifactorial, combinando mecanismos de inhibicién enzimatica, modulacion del
estrés oxidativo, actividad antiinflamatoria y mejora de la funcién endotelial

(52,57,58,59,60).
3.3 Fitocompuestos seleccionados

En esta seccion se presentan los fitocompuestos seleccionados a partir del estudio de
acoplamiento molecular inicial, realizado con diversos compuestos bioactivos
provenientes de las plantas previamente mencionadas. Como resultado de este

analisis, se seleccionaron diez fitocompuestos que evidenciaron los valores de
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afinidad mas favorables. Los detalles y la discusion de los valores obtenidos seran

desarrollados en el capitulo de resultados.
3.3.1 Beta-sitosterol (SIT)

Es un fitocompuesto de origen natural, ampliamente distribuido en alimentos
vegetales. También conocido como sitosterol, este fitosterol posee la formula
molecular CHsO y un peso molecular de 414.7 g/mol, segiin los datos
estructurales reportados en PubChem (ID: 222284) (61). Se clasifica como un
derivado del estigmastano, estructuralmente analogo al colesterol,
diferenciandose por una cadena lateral etilada en la posicion C24, lo cual influye

directamente en sus propiedades fisicoquimicas y funcionales.

Figura 1

Beta-Sitosterol.

* National Center for Biotechnology Information (61).
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3.3.2 Campesterol (CAM)

El campesterol es un fitosterol de origen vegetal, estructuralmente relacionado
con el sitosterol, pero con una diferencia clave: la presencia de un grupo metilo (—
CHs) en la posicion C24 de su cadena lateral. Se clasifica dentro de los esteroides,
con formula molecular C,sH4sO y un peso molecular de 400.7 g/mol, segiin los
datos estructurales reportados en PubChem (CID: 173183) (62). Esté presente de

forma natural en una amplia variedad de fuentes vegetales.

Figura 2

Campesterol.

* National Center for Biotechnology Information (62).
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3.3.3  Acido Clorogénico

Es un acido fendlico de origen natural, ampliamente distribuido en distintas
fuentes vegetales. Se trata de un éster entre el acido cafeico y el acido quinico,
clasificado dentro de los acidos hidroxicindmicos. Su estructura le otorga una
fuerte capacidad para donar electrones y estabilizar radicales libres. Presenta la
férmula molecular C¢H;509 y un peso molecular de 354.31 g/mol, de acuerdo con

los datos estructurales disponibles en PubChem (CID: 1794427) (63).

Figura 3

Acido clorogénico.
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* National Center for Biotechnology Information (63).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-vs==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~® DE SANTA MARIA

S

3.3.4  Gossipetina-3-glucésido (GOG)

Se trata de un flavonol glicosilado de origen natural, perteneciente a la subclase
de los flavonoides. Su formula molecular es C;H;Oi3 y presenta un peso
molecular de 480.4 g/mol, segin los datos estructurales del identificador
PubChem CID: 44259979 (64). Estructuralmente, consistio en una molécula de
gossipetina unida mediante un enlace glicosidico en la posicion 3 a una unidad de

glucosa.

Figura 4

Gossipetina 3 glucdsido.

* National center for biotechnology information (64).
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3.3.5 Gossypina (GOT)

También conocido como Gossipetina-8-’"glucosido es un flavonol glicosilado de
origen natural, perteneciente a la subclase de los flavonoides. Su estructura
quimica consistio en un ntcleo de flavonol altamente hidroxilado, con una unidad

de glucosa unida en la posicion 8§ del anillo A (64).

Figura 5
Gossypina

* National center for biotechnology information (64).
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3.3.6  Hibiscitrina (CIT)

Es un flavonoide glucosilado de origen natural, caracteristico de Hibiscus
sabdariffa y otras especies del género Hibiscus. Se clasifica estructuralmente
como un flavonol derivado de la quercetina. Su formula molecular es CH20014 y

su peso molecular es de 496.4 g/mol, de acuerdo con los datos estructurales

registrados en PubChem (CID: 15559736) (65).

Figura 6

Hibiscitrina

* National center for biotechnology information (65).
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3.3.7 Quercetina 7-O-Rutinosido

Es un glucosido flavonoide de origen natural, perteneciente a la subclase de los
flavonoles. Su estructura consistid6 en un esqueleto de quercetina unido en la
posicidon 7-hidroxilo a un disacérido tipo rutinoso (ramnosa + glucosa), lo cual le

confiere buena estabilidad (65).

Figura 7

Quercetina 7-O- rutinésido.
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* National center for biotechnology information (65).
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3.3.8 Rutina

También conocida como quercetina-3-O-rutindsido es un flavonoide glucésido de
origen natural, ampliamente distribuido en plantas, frutas y vegetale.Desde el
punto de vista estructural, se trata de un flavonol constituido por una molécula de
quercetina unida a un disacarido rutinoso (ramnosa + glucosa) en la posicion 3
del anillo C. De acuerdo con los datos registrados en PubChem (CID: 5280805)

(66), su formula molecular es y su peso molecular es de 610.5 g/mol.

Figura 8

Rutina.
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* National center for biotechnology information (66).
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3.3.9 Estigmasterol (STG)

El estigmasterol es un fitoesterol perteneciente al grupo de los esteroles vegetales
de tipo estigmastano, cuya férmula molecular es C29H480 y cuyo peso
molecular alcanza los 412.7 g/mol, segiin la base de datos PubChem (CID:
5280794). Estructuralmente, se trata de un derivado del estigmastano con
insaturaciones caracteristicas en las posiciones 5,6 y 22,23, asi como un grupo

hidroxilo en la posicion 3 beta del esqueleto esteroideo.

Figura 9

Estigmasterol.

* National center for biotechnology information (66).
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3.3.10 Alfa-Espinasterol (SPI)

Es un fitosterol de origen natural perteneciente a la clase de los esteroides
insaturados. Este compuesto presenta la formula molecular C,HiO y un peso
molecular de 412.7 g/mol, segun los datos estructurales disponibles en PubChem
(CID: 5281331) (67). Se clasifica como un derivado del estigmastano, con un
nucleo esteroideo tetraciclico, un doble enlace adicional en la posicion C22—C23
y una cadena lateral metilada, lo que lo distingue estructuralmente de otros

fitosteroles como el beta-sitosterol o el campesterol.

Figura 10

Alfa-Espinasterol.

* National center for biotechnology information (67).
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Tabla 4

Presencia reportada en la literatura de fitocompuestos bioactivos en plantas

seleccionadas
Fitocompuesto Abrev. Planta Presencia segiin literatura
H. sabdariffa Si (68,69,70).
C. longa Si (71,72).
Beta-sitosterol SIT M. oleifera St (73,74.75).
A. sativum No
H. sabdariffa Si (69,76).
C. longa Si (71,77).
Campesterol CAM M. oleifera Si (73.74)
A. sativum Si (78).
H. sabdariffa Si (69,76).
. ) C. longa Si (79).
Acido clorogelgigp 3 M. oleifera Si (73,80,81,82,83,84).
A. sativum Si (85).
H. sabdariffa Si (68,70,69).
C. longa No
Gossipetina-3-glucdsido GOG W/, oleifera No
A. sativum No
H. sabdariffa Si (68,70,69).
C. longa No
Gossipetina-8-glucosido GOT Bt No
A. sativum No
H. sabdariffa Si (68,70).
C. longa No
Hibiscitrina CIT o~ No
A. sativum No
H. sabdariffa Si (86).
C. longa No
Quercetina-7-O-rutinosido RU7 Yot No
A. sativum No
H. sabdariffa Si (70,69).
. C. longa Si (87).
Rutina RU3 M. oleifera St (74,81,82,83,84).
A. sativum Si (78,85,86,87,88).
H. sabdariffa Si (69).
C. longa No
Espinasterol SPI M. oleifera No
A. sativum No
H. sabdariffa Si (69,76).
C. longa Si (72,71,77,89).
Estigmasterol STG M. oleifera St (73,74,75.81),
A. sativum No
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3.4 Quimica computacional

Es una rama de la ciencia que aplica modelos fisicos, mateméticos y principios de
mecanica cuantica y molecular para simular y predecir el comportamiento de sistemas
quimicos. Esta disciplina permite explorar fendémenos como la reactividad quimica, la
estabilidad conformacional y las interacciones moleculares sin necesidad de
experimentacion fisica directa (90). En el desarrollo de farmacos, se utiliza para
modelar compuestos bioactivos, analizar su comportamiento frente a dianas
terapéuticas y optimizar moléculas candidatas antes de estudios in vitro o in vivo (91).
Dependiendo de la escala y precision requerida, se emplean métodos cudnticos,
mecanicos clasicos, o enfoques hibridos (QM/MM), lo que permite combinar

exactitud y eficiencia computacional (92).

3.4.1 Caracterizacion estructural de la ECA

La enzima convertidora de angiotensina, clasificada como una dipeptidil-
carboxipeptidasa, es una metaloproteasa dependiente de Zn. Esta enzima
desempena un papel clave en la regulacion de la presion arterial, catalizando la
conversion del decapéptido angiotensina I en el octapéptido angiotensina II, un
potente vasoconstrictor. Estructuralmente, la ECA es una proteina transmembrana
compuesta por dos dominios cataliticos homdlogos (N y C), cada uno con
capacidad enzimética independiente. El dominio C es el responsable principal de
la conversion de angiotensina I. El centro activo del dominio C coordina con un
ion de zinc, esencial para la actividad catalitica de la enzima. El modelo
tridimensional mas utilizado para estudios estructurales y computacionales de la
ECA es el obtenido mediante cristalografia de rayos X con nimero de acceso
PDB: 108A, el cual corresponde a la enzima en su forma nativa. Esta estructura
presenta una resolucion de 2.0 A y revela una arquitectura globular compuesta
por una mezcla de hélices alfa, con un surco profundo que constituye el sitio de
union al sustrato. El sitio activo presenta una region hidrofobica que permite el
anclaje del grupo terminal del ligando, y una cavidad polar donde se produce la
coordinacion del zinc y la hidrdlisis del enlace peptidico. Su estructura glicosilada
contribuye a la estabilidad y al anclaje en la membrana plasmatica de células
endoteliales. A pesar de que la ECA completa presenta regiones transmembrana,
la mayoria de los estudios computacionales se enfocan en su dominio extracelular
soluble, que contiene la actividad catalitica y es adecuado para estudios in silico

de acoplamiento molecular y dinamica (37).
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3.4.2  Docking molecular

El docking molecular, o acoplamiento molecular, es una técnica computacional
clave en el campo de la quimica medicinal y la biologia estructural. Su proposito
principal es predecir la orientacion 6ptima de un ligando al unirse al sitio activo
de una macromolécula receptora, como una enzima o un receptor proteico. Esta
prediccion permite estimar la afinidad de unidén y, por tanto, el potencial
inhibitorio o modulador del ligando sobre la diana molecular. El principio
fundamental del docking se basa en la complementariedad estructural y
energética entre el ligando y el receptor. Para ello, se consideran multiples
factores: interacciones no covalentes como enlaces de hidrogeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas de Van der Waals, hidrofobicidad, y coordinacion con
iones metalicos si estan presentes en el sitio activo. El objetivo del algoritmo de
docking es identificar la conformacion del complejo proteina-ligando que
presenta la energia libre de union mas baja, lo cual sugiere mayor estabilidad vy,
en consecuencia, mayor afinidad. La metodologia del docking puede dividirse en
dos componentes esenciales: el muestreo conformacional y la evaluacion de
afinidad. El muestreo explora diversas orientaciones y posiciones del ligando
dentro del sitio activo del receptor. Este proceso puede ser rigido o flexible,
dependiendo de si se permite o no la rotacion de enlaces internos del ligando y/o
de residuos del receptor. Posteriormente, cada pose generada se somete a una
funcién de puntuacion (scoring function) que estima su energia de interaccion,
permitiendo seleccionar la conformacion con la menor energia libre como la mas

probable (93,94,95).
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3.4.3 Simulacion de Dinamica Molecular (DM)

Es una técnica computacional avanzada que permite modelar y predecir el
comportamiento temporal de sistemas biomoleculares. Basada en las leyes de la
mecanica clasica, esta metodologia resuelve numéricamente las ecuaciones de
movimiento de Newton para cada atomo de un sistema, proporcionando
informacion detallada sobre la evolucion estructural, energética y dindmica de
proteinas, ligandos, complejos moleculares y solventes a lo largo del tiempo. A
diferencia de los métodos estructurales estdticos, como el docking molecular
convencional, la dindmica molecular incorpora la dimension temporal,
permitiendo explorar los grados de libertad conformacionales de las biomoléculas
bajo condiciones fisiolégicas simuladas. De este modo, se pueden observar
fendmenos como fluctuaciones locales, reorganizacion de interacciones
intermoleculares, formacion y ruptura de puentes de hidrogeno, cambios en el
radio de giro, exposicion de residuos hidrofobicos y eventos de union/desunion de
ligandos. En el estudio de interacciones proteina-ligando, la dindmica molecular
nos sirve para validar los resultados obtenidos por acoplamiento ¢ docking, al
evaluar si la conformacion predicha del complejo se mantiene estable en un
entorno acuoso y termodindmicamente realista. Ademas, permite calcular
propiedades relevantes como la desviacion cuadratica media (RMSD), la
fluctuacién media por residuo (RMSF) y el radio de giro (Radius of gyration).
Adicionalmente, la dindmica molecular es fundamental para posteriores calculos
de energia libre de union mediante métodos como MM-PBSA el cual combina los
resultados estructurales de la simulacién con modelos electrostaticos para estimar

cuantitativamente la afinidad del ligando hacia su blanco molecular (96,97).
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3.4.3.1 Minimizacion de energia

Este es el primer paso critico en las simulaciones moleculares, disefiado para
eliminar tensiones internas y arreglos atomicos inestables que puedan surgir
durante la preparaciéon de las estructuras. El objetivo es encontrar una
conformacion de menor energia potencial, reduciendo las fuerzas de repulsion
y optimizando los dngulos de enlace, lo que estabiliza la estructura antes de las

simulaciones dinamicas (96,97).
3.4.3.2 Equilibracion NVT (Ensamble candnico)

En esta etapa, se mantienen constantes el nimero de particulas (N), el volumen
(V) y la temperatura (T) del sistema. Este tipo de ensamble es fundamental
para estabilizar el sistema a temperatura fisiologica (309 K), permitiendo que
las moléculas se distribuyan alcanzando un equilibrio térmico adecuado antes

de las simulaciones (96,97).
3.4.3.3 Equilibracion NPT (Ensamble Isotérmico-Isobarico)

Posterior al ensamble NVT, se procede a equilibrar el sistema bajo condiciones
de presion y temperatura constantes, manteniendo el nimero de particulas (N),
la presion (P) y la temperatura (T) constantes. Este paso es crucial para simular
un entorno biologico mas realista, donde las fluctuaciones de volumen son
permitidas, ajustando la densidad del sistema para reflejar condiciones

fisiologicas (96,97).
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3.4.3.4 Cailculo de MM-PBSA

El método MM-PBSA (Molecular Mechanics/Poisson—Boltzmann Surface
Area) es una técnica ampliamente utilizada en biofisica computacional para
estimar la energia libre de unidn entre una enzima y un ligando. Este célculo se
realiza a partir de las trayectorias obtenidas mediante simulaciones de
dindmica molecular, proporcionando asi una evaluaciéon mas realista de la
estabilidad y afinidad de los complejos biomoleculares en un entorno simulado
que imita condiciones fisiologicas (98). La estimacion de la energia libre de
union (AGy,;,q) se obtiene como la diferencia entre las energias medias de la
proteina-ligando (complejo) y las de sus componentes individuales (proteina

libre y ligando libre) a lo largo de la simulacion:
A Gbind = Gcomplejo 1 ( G proteina +G ligando)
Cada término energético se descompone en componentes fundamentales.

1. Energia mecéanica molecular (MM): incluye energia de enlaces, angulos,
torsiones, asi como interacciones de Van der Waals y electrostaticas entre

atomos

2. Energia de solvatacion polar: calculada mediante la resolucion numérica de
la ecuaciéon de Poisson-Boltzmann (PB), que modela la interaccion

electrostatica entre las cargas del sistema y el medio circundante.

3. Energia de solvatacion apolar: estimada en funcion del area superficial

accesible al solvente, representando contribuciones hidrofobicas.

En términos sencillos, un valor mas negativo de AGy,,4 implica una unién mas
fuerte y especifica, lo que sugiere un mayor potencial farmacoldgico del
ligando. Esta evaluacion permite discriminar entre multiples candidatos
obtenidos en el docking, priorizando aquellos con mayor estabilidad en

condiciones dinamicas simuladas (99).
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4 Hipotesis

Existen fitocompuestos naturales que, mediante pardmetros computacionales como la
afinidad de union y la estabilidad conformacional, presentan un potencial inhibitorio
frente a la enzima convertidora de angiotensina I , comparable o superior al de farmacos

sintéticos de referencia (controles positivos).
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
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1 Técnicas, instrumentos y materiales
1.1 Técnicas
1.1.1  Obtencion y Preparacion de Estructuras
1.1.1.1  Preparacion de la Enzima

e La estructura inicial de la ECA se descargd desde el Protein Data Bank
(PDB) (ID: 108A) en formato .pdb, seleccionando una conformacién que
representara con mayor fidelidad el estado funcional de la proteina en

condiciones fisioldgicas.

e Para corregir posibles deficiencias estructurales, como regiones faltantes,
se utilizé el software MODELLER, que permitié reconstruir segmentos
ausentes y generar un modelo mas completo y estable, optimizando asi la

precision del sistema molecular.
1.1.1.2  Preparacion estructural de fitocompuestos

e Las moléculas de interés se obtuvieron desde la base de datos PubChem en
formato .sdf, el cual proporciona una representacion tridimensional precisa

de los ligandos.

e Posteriormente, los archivos fueron convertidos a formato .pdb mediante

el uso de OpenBabel.

e Se realiz6 una depuracion de los modelos moleculares generados para cada
fitocompuesto y control positivo, eliminando estructuras redundantes o
incorrectas mediante el software LigParGen. Los archivos en
formato .pdbqt se reconvertieron a .pdb para poder ser procesados
correctamente en las etapas siguientes. Se utilizd la version nativa del
software LigParGen para la generacion de archivos topologicos,
incluyendo los archivos .gro e .itp, esenciales para la parametrizacion
precisa de los sistemas moleculares en las simulaciones de dindmica
molecular. Esta eleccion evitd la dependencia de servidores externos y

garantiz6 un control mas preciso sobre los parametros utilizados.
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e Se empled el software Gaussian 16 para que las cargas asignadas por
LigParGen tras el docking, se optimizaran para las simulaciones. (cargas

de Hirshfeld) empleando el funcional CAM-B3LYP en Gaussian 16.
1.1.1.3  Preparacion de controles positivos

e Los inhibidores estandar utilizados como controles positivos (Enalaprilato,
Captopril y Lisinopril) se descargaron desde DrugBank en formato .sdf,

garantizando una representacion estructural precisa.

e El resto del procedimiento se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo

previamente aplicado para los ligandos de origen vegetal.
1.1.2  Simulacion de DM para Proteina APO

e Dado que la ECA contiene un ion zinc esencial para su actividad catalitica, se
modificé el campo de fuerza OPLS siguiendo las recomendaciones del
manual de GROMACS, para garantizar que el ion metalico fuera reconocido

correctamente durante las simulaciones.

e Se realizd6 una minimizacion de energia inicial para ajustar las posiciones
atomicas y eliminar tensiones internas en la estructura, alcanzando una

conformacion de menor energia y mas cercana al estado nativo de la proteina.

e Se procedid con las etapas de equilibracion NVT (numero de particulas,
volumen y temperatura constantes) y equilibracion NPT (nimero de
particulas, presion y temperatura constantes) para estabilizar el sistema a

condiciones fisiologicas, simulando de manera precisa el entorno celular.

e A continuacion, se llevd a cabo una simulacion extendida de dinamica
molecular (MD) de 500 nanosegundos (ns) para permitir que la proteina
alcanzara un estado de equilibrio estructural, reflejando de forma precisa las

interacciones moleculares y la flexibilidad intrinseca de la ECA.

e Finalmente, para facilitar el procesamiento posterior, se purifico la estructura
eliminando moléculas de solvente (agua) e iones como CI- y Na+, asegurando
que la proteina se encontrara en su forma APO (sin ligandos ni cofactores)

antes de las siguientes etapas del analisis (2).
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1.1.3  Docking Molecular

e Las proteinas y ligandos fueron procesados con MGLTools para generar los
archivos .pdbqt necesarios para el docking, asegurando que las

conformaciones moleculares fueran precisas y compatibles.

e Se llevo a cabo un proceso de screening virtual con multiples fitocompuestos
para identificar las conformaciones mas favorables en términos de afinidad de
union.

e Se seleccionaron los 10 ligandos con mayor afinidad para anélisis detallados

mediante simulaciones de dinamica molecular.

e Los 10 ligandos preseleccionados fueron sometidos a una optimizacion
estructural avanzada utilizando Gaussian 16, con el objetivo de refinar sus
conformacion y ajustar las distribuciones electronicas antes de ser sometidos a

estudios de dinamica molecular (2).
1.1.4  Simulacion de DM Enzima-Ligando

e Se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular para evaluar la
estabilidad estructural y conformacional de los complejos proteina-ligando

bajo condiciones fisiologicas simuladas.

e Durante estas simulaciones, se analizaron métricas criticas como
desplazamiento cuadritico medio (RMSD), fluctuacién cuadritica media
(RMSF) y radio de giro para caracterizar los cambios conformacionales y la

estabilidad global del sistema.

e Las visualizaciones moleculares y representaciones graficas se realizaron con
UCSF ChimeraX, proporcionando imagenes de alta calidad para la

interpretacion estructural detallada.
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1.1.5  Calculo de Energia Libre de Union

e Se estimaron las energias libres de unién de los complejos proteina-ligando
utilizando el método MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann
Surface Area), que permite una evaluacion precisa de la afinidad de
interaccion entre las moléculas involucradas. Este enfoque se utiliza para
cuantificar la estabilidad de los complejos formados, lo que permite
identificar ligandos con alta afinidad sin necesidad de datos experimentales

adicionales (2).
1.2 Instrumentos
1.2.1  Software
1.2.1.1 GROMACS 2024.4

Esta version avanzada de GROMACS (GROningen MAchine for Chemical
Simulations) fue utilizada para ejecutar simulaciones de dindmica molecular
(SDM) con alta precision. Este software de codigo abierto es ampliamente
reconocido por su eficiencia en el modelado de sistemas biomoleculares,
permitiendo realizar procesos esenciales como minimizacion de energia,
equilibracion NVT y NPT, asi como simulaciones de produccion prolongadas
para estudiar el comportamiento dindmico de complejos proteina-ligando.
Ademas, su arquitectura optimizada para calculos paralelos maximiza el uso
de recursos computacionales, mejorando significativamente los tiempos de

simulacion (100).
1.2.1.2  UCSF Chimera y ChimeraX

Estos programas fueron utilizados para la visualizacion tridimensional, analisis
estructural y manipulacion interactiva de moléculas biologicas. UCSF Chimera
y ChimeraX son herramientas fundamentales en bioinformatica estructural,
proporcionando una amplia gama de funciones para preparar estructuras para
simulaciones moleculares y analisis estructurales detallados (101,102). Estas
plataformas permitieron explorar estructuras, facilitando la inspeccién de
interacciones proteina-ligando, el analisis de sitios activos y la evaluacion de
cambios conformacionales, aspectos criticos para identificar posibles errores

estructurales antes de las simulaciones. Ademas, ChimeraX, como la version
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mas avanzada, incluy6 mejoras significativas en rendimiento grafico y calidad,
permitiendo crear representaciones visuales de alta calidad para publicaciones
cientificas, incluyendo trayectorias moleculares y analisis dindmicos. Esta
herramienta también ofrecid integracion con tecnologias de realidad virtual,
proporcionando capacidades para analisis inmersivos de estructuras complejas,
optimizando la interpretacion de datos estructurales y mejorando la precision

en los estudios de interaccion molecular.
1.2.1.3 CUDA (Compute Unified Device Architecture)

Se utiliz6 la plataforma CUDA de NVIDIA para acelerar los calculos paralelos
en simulaciones moleculares. Esta tecnologia aprovecha la arquitectura
masivamente paralela de las unidades de procesamiento grafico (GPUs), lo que
incrementa significativamente el rendimiento de programas como GROMACS

y Uni-Dock (103).
1.2.1.4 Uni-Dock

Este software de alto rendimiento fue usado para realizar estudios de
acoplamiento molecular (docking), permitiendo evaluar la afinidad de unién
entre ligandos y proteinas mediante analisis exhaustivos de multiples poses
conformacionales. Uni-Dock estd disefiado para optimizar el proceso de
identificacion de candidatos terapéuticos en screenings virtuales a gran escala,
mejorando tanto la precision como la velocidad de calculo en comparacion con

métodos tradicionales (104).
1.2.1.5 gmx_MMPBSA

Esta herramienta fue utilizada para calcular las energias libres de union tras las
simulaciones de dindmica molecular realizadas en GROMACS. El método
combina mecdnica molecular (MM) con andlisis de superficie de Poisson-
Boltzmann (PBSA) para proporcionar una evaluacion precisa de la afinidad de
union entre los complejos proteina-ligando, sin requerir datos experimentales
adicionales (105,98). Esta aproximacion permitio identificar ligandos con alta
afinidad de union, fundamentales para la seleccion de los mejores candidatos

terapéuticos en esta investigacion.
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1.2.1.6  Gaussian 16 y Gaussian View

Gaussian 16 se utiliz6 para llevar a cabo célculos de quimica cudntica,
esenciales para optimizar las geometrias moleculares, predecir energias
electronicas y corregir distribuciones de carga antes de las simulaciones de
dindmica molecular (106). GaussView, la interfaz grafica asociada, facilit6 la
creacion y visualizacion de estructuras moleculares, asi como la preparacion
de archivos de entrada y anélisis de resultados, permitiendo una interpretacion
mas eficiente de los datos computacionales (107). Esta herramienta fue
especialmente util para revisar estructuras complejas y confirmar la
orientacion adecuada de los ligandos antes de los célculos de energia libre de

union (108).
1.2.1.7 AmberTools

Este conjunto de herramientas fue utilizado para la preparacion de topologias
moleculares y la generacion de pardmetros para sistemas biomoleculares.
Incluye utilidades como Antechamber, que facilita la parametrizacién de
ligandos para simulaciones de dindmica molecular, complementando los

resultados obtenidos con GROMACS.
1.2.1.8 Molecular Graphics Laboratory Tools (MGLTools)

Se utilizo para la conversion de estructuras a formatos .pdbqt, esenciales para
el docking molecular. Ademas nos permitidé la correccion estructural previa a
los analisis de docking. El uso de este sistema fue fundamental para minimizar
errores estructurales y mejorar la precision de los calculos energéticos,

asegurando resultados mas confiables.
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1.2.1.9 LigParGen

Esta herramienta se utilizo para generar automaticamente parametros
topologicos y cargas parciales para los fitocompuestos seleccionados,
permitiendo su integracion precisa en simulaciones de dindmica molecular con
GROMACS. LigParGen, desarrollado por el grupo de Jorgensen en Yale, esta
disefiado para producir archivos compatibles con el campo de fuerza OPLS-
AA, lo que garantiza una representacion precisa de las interacciones en
sistemas biomoleculares complejos. Esta parametrizacion precisa fue
fundamental para garantizar la estabilidad estructural de los complejos
proteina-ligando durante las simulaciones de dindmica molecular, evitando
errores en los calculos de energia libre de union y permitiendo una evaluacioén

mas precisa de las interacciones moleculares (109).

1.2.2  Servidores
1.2.2.1 National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Constituyo un recurso clave al proporcionar acceso a multiples bases de datos
biomoleculares fundamentales para este estudio (110). Las siguientes bases de

datos especificas fueron empleadas:

1.2.2.1.1 Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank (RCSB-PDB)

Esta base de datos publica suministr6 la estructura tridimensional
cristalografica validada de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
identificada con el cédigo PDB 108A, utilizada para realizar simulaciones

precisas (111,112).
1.2.2.1.2 PubChem

Plataforma que permiti6 acceder a datos quimicos validados sobre
fitocompuestos naturales, incluyendo representaciones moleculares
tridimensionales y propiedades fisicoquimicas. Estas estructuras fueron
esenciales para las evaluaciones computacionales de su potencial como

inhibidores de la ECA (113).
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1.2.2.2  DrugBank

Es una base de datos integral que combina informacioén detallada sobre
farmacos y sus blancos moleculares, incluyendo estructuras quimicas, datos
farmacocinéticos, mecanismos de accion y perfiles de interaccion farmaco-
proteina. Esta herramienta se utilizé para identificar los controles positivos
utilizados en los andlisis comparativos de acoplamiento molecular y dinamica
molecular, tales como enalaprilato, lisinopril y captopril. Estos compuestos
fueron seleccionados debido a su conocida actividad inhibidora sobre la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) y su amplia validacion clinica

como farmacos antihipertensivos (114)
1.2.2.3  UniProt

Universal Protein Resource es una base de datos de acceso libre que
proporciona informacion completa y curada sobre secuencias de proteinas y
sus anotaciones funcionales. Fue utilizada para obtener las caracteristicas
funcionales y la secuencia primaria de la enzima ECA, complementando asi
los datos estructurales obtenidos desde RCSB-PDB. Ademads, permitira
corroborar la ausencia de mutaciones relevantes en la secuencia de la
estructura 108A, garantizando asi la validez del modelo estructural empleado

(115).
1.2.2.4 APBSA (Adaptive Poisson—Boltzmann Solver)

Es un paquete computacional que fue usado para resolver numéricamente las
ecuaciones de Poisson—Boltzmann en ensamblajes biomoleculares de gran
tamafio (116). Gener6 mapas de potencial electrostatico permitiendo asi
identificar regiones de union preferenciales para iones, ligandos o cofactores.
Ademas, calculdo la energia de solvatacion, proporcionando estimaciones
cuantitativas de solubilidad, estabilidad conformacional y afinidad de union en

condiciones fisioldgicas.
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1.3 Materiales

El entorno computacional utilizado en este trabajo consistié en un sistema operativo
Ubuntu 24.04.2 LTS (64 bits), ejecutado sobre una estacion de trabajo con un
procesador AMD Ryzen 9 5950X de 32 hilos a 5.08 GHz, 64 GB de memoria RAM y
dos unidades graficas NVIDIA (GeForce RTX 4070 TI SUPER y RTX 3080 TI). El
sistema operd con el kernel Linux 6.11.0-21-generic y la shell Bash 5.2.21. Se dispuso
de aproximadamente 23 terabytes de almacenamiento, distribuidos entre unidades de
estado solido y discos duros de alta capacidad, lo que permitid6 manejar eficientemente

grandes volimenes de datos (115).
2 Campo de verificacion
2.1 Ubicacion Espacial
Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular (CIIM) — UCSM, Arequipa, Peru.
2.2 Ubicacion Temporal

Periodo comprendido entre el segundo semestre académico del afio 2024 y el primer

semestre del 2025.
2.3 Unidades de Estudio
Complejos ECA-ligando.
3 Criterios de seleccion
3.1 Inclusion de Ligandos
e Fitocompuestos documentados en PubChem
e Origen vegetal
e Estructura 3D disponible
3.2 Exclusion de Ligandos
e Estructura incompleta
e Origen no vegetal

e Sin referencias cientificas verificables
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3.3 Inclusion de ECA
e Estructura tridimensional con sitio activo completo
e Conformacion activa funcional

3.4 Exclusion de ECA
e Estructuras truncadas
e Mutaciones en sitio activo

4 Estrategia de recoleccion de datos
4.1 Organizacion

e Se descargd la estructura de la enzima convertidora de angiotensina 1 (ECA)
desde la base de datos Protein Data Bank (PDB), seleccionando conformaciones

representativas del estado cataliticamente activo.

e Las regiones faltantes fueron corregidas mediante el software MODELLER,

optimizando la estructura para simulaciones posteriores.

e Los fitocompuestos seleccionados fueron obtenidos desde PubChem, convertidos

con Open Babel, y optimizados estructuralmente con Gaussian 16.

e Los inhibidores estdndar (captopril, enalaprilato, lisinopril) se descargaron desde

DrugBank y fueron tratados bajo el mismo protocolo.

e Se realizd el acoplamiento molecular con AutoDock Vina, utilizando archivos
preparados con MGLTools y seleccionando las mejores poses para simulaciones

avanzadas.

e Las simulaciones de dinamica molecular se llevaron a cabo en GROMACS v2023,

bajo condiciones fisiologicas, utilizando el campo de fuerza OPLS-AA.

e Se calculd la energia libre de union mediante el método MM-PBSA, empleando el

moédulo gmx MMPBSA.

e La calidad estructural y las visualizaciones fueron generadas en UCSF ChimeraX

2).
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4.2 Recursos
4.2.1 Humanos
e Investigadora responsable
e Asesores
4.2.2  Materiales
e Workstations
e Software especializado
4.2.3 Institucionales
e CIIM-UCSM
4.2.4 Financieros
e Autofinanciado
4.3 Validacion de Instrumentos

No se requirid validacion de instrumentos, al tratarse de una simulacion

computacional (2).
4.4 Aspectos Eticos

Este estudio no implico el uso de sujetos humanos, animales ni muestras bioldgicas,

por lo que no requirié aprobacion por comité de ética (2).
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CAPITULO III
RESULTADOS
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1 Resultados docking molecular

Luego de realizar el andlisis de acoplamiento molecular entre la ECA I y multiples
fitocompuestos seleccionados, se identificaron los 10 ligandos con mayor afinidad
tedrica, cuyos resultados se visualizan en la tabla 5. Estos fueron seleccionados en
funcion de sus valores de energia de unidon mas negativos, lo cual sugiere una mayor
estabilidad potencial del complejo proteina-ligando. El resto de los valores obtenidos para
los demas compuestos evaluados se encuentra disponible en el Anexo 1, donde se detallan

sus respectivas energias de union

Entre los compuestos seleccionados, destaco el valor de energia de unidon mas negativo de
RU7, con -10.343 kcal/mol, lo que sugiere un potencial de interaccion particularmente
estable con la ECA I en comparacion con el resto de las moléculas. Le siguieron RU3,
SPI y CIT, todos ellos con energias de union cercanas a -9 kcal/mol o superiores,
indicando una posible buena afinidad inicial. En el rango de -8.2 a -8.9 kcal/mol se
ubicaron otros fitocompuestos como GOG, GOT, STG, CAM vy SIT. Estos datos sugieren
que estos compuestos también podrian tener un grado moderado de afinidad por la
enzima, aunque inferior al de los primeros ligandos mencionados. El compuesto con
menor afinidad en este analisis fue el CLO, con un valor de -8.165 kcal/mol, situandose

en el limite inferior del grupo de fitocompuestos evaluados.

Tabla 5
Docking de ligandos de origen vegetal con ECA 1

Fitocompuesto (ll()coacuk;logl)
Quercetina 7-o-rutinésido (RU7) -10.343
Rutina (RU3) -9.934
Espinasterol (SPI) -9.001
Hibiscitrina (CIT) -8.981
Gossipetina-3-glucdsido (GOQG) -8.834
Gossipetina-8-glucosido (GOT) -8.63
Estigmasterol (STG) -8.594
Campesterol (CAM) -8.264
Beta-sitosterol (SIT) -8.255
Acido clordgenico (CLO) -8.165

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

e ‘ UNIVERSIDAD
Q;% CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

En la tabla 6 los farmacos de referencia utilizados como controles positivos lisinopril,
enalaprilato y captopril presentaron valores de docking menos negativos, de -7.345, -
7.319 y -5.114 kcal/mol respectivamente. Es relevante mencionar que en el caso de
enalapril se utilizd su forma activa, enalaprilato, dado que el enalapril es un profarmaco

que requiere metabolismo hepético para adquirir actividad.

Tabla 6

Docking de controles positivos con ECA 1

Farmaco control Docking (kcal/mol)
Lisinopril (LIS) -7.345
Enalaprilato (ENA) -7.319
Captopril (CAP) -5.114

La menor magnitud en la energia de unién de estos farmacos en comparacion con ciertos
fitocompuestos no debe interpretarse como una superioridad directa de estos ultimos, ya
que el docking por si solo carece de consideraciones dindmicas que afecten directamente
la estabilidad y la afinidad real del complejo. Por lo tanto, este método predice la
orientacion y posicién mas probable de un ligando en el sitio activo, pero no incluye la
flexibilidad proteica completa ni la dindmica conformacional que caracteriza al entorno

celular real.
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2 Resultados dinamica molecular
2.1 Estructuras moleculares
2.1.1  Complejos Fitocompuestos-Proteina

A partir del andlisis estructural de los 10 complejos formados entre la enzima
convertidora de angiotensina I (ECA I) y los ligandos naturales seleccionados, se
observd de manera consistente que todos los ligandos se posicionaron de forma
profunda y estable dentro del canal catalitico de la enzima. La orientacion
adoptada por cada ligando fue compatible con la geometria tridimensional del
surco activo, lo cual sugiere una alta afinidad topoldgica. En todos los casos, los
ligandos se localizaron en estrecha proximidad al centro metalico (Zn*+), lo que
permite inferir un posible efecto inhibitorio directo mediante interaccion con el
sitio catalitico. Ademas, durante las simulaciones de dinamica molecular, se
verificd que la estructura terciaria de la ECA se mantuvo estable en todos los
complejos, sin evidencia de expansion, colapso ni alteraciones significativas en su
plegamiento nativo. Dado que los diez complejos compartieron un
comportamiento estructural altamente similar (tanto en su modo de unién como
en la preservacion de la arquitectura proteica), en este apartado se presentan
unicamente las representaciones 3D de los tres complejos con mayor afinidad
energética, seleccionados a partir del andlisis de la energia libre de uniéon (MM-
PBSA) que se explicarda mdas adelante en este capitulo. Las imdagenes
correspondientes a los demas complejos han sido incluidas en el Anexo 2, dado
que presentan caracteristicas estructurales andlogas que refuerzan, lo descrito

aqui.
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Figura 11
Representacion estructural del complejo Gossipetina 3 glucdsido—ACE I tras dinamica
molecular. Vista global de la enzima con el ligando GOG acoplado (izquierda) y

ampliacion del sitio activo con detalle del ligando anclado (derecha).
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Figura 12
Representacion estructural del complejo Quercetina 7-O- Rutin6sido—ACE I tras
dinamica molecular. Vista global de la proteina con el ligando RU7 acoplado (izquierda)

y ampliacion del sitio activo con detalle del ligando anclado (derecha)
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Figura 13
Representacion estructural del complejo Espinasterol-ACE I tras dinamica molecular.
Vista global de la enzima con el ligando SPI acoplado (izquierda) y ampliacion del sitio

activo con detalle del ligando anclado (derecha)
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2.1.2  Complejos Farmaco-Proteina

Tras una revision de los complejos formados entre ACE I y los farmacos control
captopril, lisinopril y enalaprilato se constaté que los tres compuestos se alojaron
de manera profunda dentro de la zona catalitica de la enzima. En todos los casos,
la orientacién adoptada por los farmacos resulté coherente con la forma interna
del sitio activo, lo que refleja una notable afinidad. Asimismo, los ligandos se
ubicaron en proximidad inmediata al ion Zn, lo que explica su efecto inhibidor.
Por otro lado, la conformacion terciaria de la enzima se conservo intacta en todos
los complejos analizados, sin manifestarse signos de expansion estructural,

colapso ni alteraciones relevantes en su plegamiento nativo.
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Figura 14
Representacion estructural del complejo Captopril-ACE I tras dinamica molecular.
Vista global de la enzima con el ligando CAP acoplado (izquierda) y ampliacion del sitio

activo con detalle del ligando anclado (derecha).
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Figura 15
Representacion estructural del complejo Enalaprilato—ACE I tras dinimica molecular.
Vista global de la enzima con el ligando ENA acoplado (izquierda) y ampliacion del sitio

activo con detalle del ligando anclado (derecha).
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Figura 16
Representacion estructural del complejo Lisinopril-ACE I tras dinamica molecular.
Vista global de la enzima con el ligando LIS acoplado (izquierda) y ampliacion del sitio

activo con detalle del ligando anclado (derecha).

2.2 Estabilidad y flexibilidad del complejo
2.2.1  Analisis de RMSD

El andlisis del Root Mean Square Deviation (RMSD) permiti6 evaluar la
estabilidad conformacional de los complejos proteina—ligando a lo largo de una
simulacion de dindmica molecular de 100 ns. La evaluacion de la evolucion del
RMSD durante los 100ns de simulacion permitié determinar si los complejos
alcanzaron una conformacioén estable y sostenida, lo cual constituye un criterio
esencial para inferir la viabilidad estructural de un ligando como inhibidor
potencial. En este estudio, se consider6 que un complejo habia alcanzado el
equilibrio estructural cuando el RMSD mostrd una meseta prolongada, es decir,
una fase donde las fluctuaciones se mantuvieron dentro de un rango estrecho y
constante. Se establecio como umbral de estabilidad una variacion inferior a 0.2
nm, criterio que fue aplicado de forma uniforme para todos los sistemas

analizados.
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Figura 17
Comportamiento del RMSD de la enzima en complejos formados con diferentes

compuestos.
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El analisis comparativo de las trayectorias de RMSD correspondientes a los trece
complejos formados entre la enzima convertidora de angiotensina 1 (ACE1) y los
distintos ligandos reveld6 un comportamiento estructural predominantemente

estable a lo largo de los 100ns de simulacion. Los firmacos de referencia
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captopril (CAP), enalaprilato (ENA) y lisinopril (LIS) exhibieron trayectorias de
RMSD consistentes, con valores comprendidos entre 0.11 y 0.17nm,
caracterizados por mesetas definidas y ausencia de fluctuaciones sostenidas. Estos
resultados confirmaron la estabilidad esperada de los controles positivos,
reflejando una buena adaptacion conformacional al sitio catalitico de la enzima.
En cuanto a los fitocompuestos estudiados, la mayoria presento6 perfiles de RMSD
altamente comparables con los farmacos estandar. Compuestos como SIT, SPI,
RU3, GOG, GOT, CLO, RU7 y STG mostraron trayectorias contenidas, con
variaciones entre 0.08 y 0.18 nm, mesetas claramente visibles y ausencia de picos
abruptos, lo que evidencia una conservacion estructural sostenida. En el caso de
CAM y CIT, si bien se identificaron ligeras tendencias ascendentes hacia el final
de la simulacion, la magnitud de dichas variaciones permanecié dentro del rango
considerado estable, sin evidenciar procesos de desorganizacion significativa.
Estos resultados sugieren la conservacion de la conformacion global durante 100
ns de simulacion lo que refuerza el potencial de varios compuestos como
candidatos inhibitorios viables, desde el punto de vista de la estabilidad

conformacional.
2.2.2 Radio de Giro

El anélisis del Radio de Giro (Rg) proporciona una vision clara sobre el estado de
compactacion de los complejos proteina—ligando, lo cual se relaciona
directamente con procesos de naturalizacion o desnaturalizacion estructural. Una
disminucion progresiva del Rg suele indicar una tendencia hacia una forma
compacta y organizada. Por el contrario, un incremento sostenido o fluctuaciones
amplias en los valores de Rg pueden evidenciar un proceso de desnaturalizacion,
caracterizado por la pérdida de compactacion y el posible deterioro de la
estructura secundaria. Durante la simulacion de 100ns, se utilizéo el Rg como
criterio para evaluar la integridad estructural de la proteina al interactuar con los
ligandos. Se considerd que una estructura mantenia su estabilidad cuando el Rg
presentaba una meseta sostenida, es decir, un intervalo prolongado de tiempo en
el que los valores se mantuvieron dentro de un rango estrecho y sin mostrar
tendencia creciente. Para este estudio, se defini6 como umbral de estabilidad

estructural una variacion inferior a £0.05 nm, criterio mas estricto que permitio
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identificar con mayor precision los complejos que conservaron su conformacion

compacta a lo largo del tiempo.

Figura 18
Comportamiento del radio de giro (Rg) de la enzima ECA I en complejos formados con

diferentes compuestos.
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En todos los casos, los valores de Rg oscilaron dentro de un rango estrecho,
comprendido entre 2.41 y 2.46 nm, y sin superar el umbral de variacion de +0.05

nm definido como criterio de estabilidad. Este comportamiento fue consistente
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con la presencia de mesetas prolongadas en la mayoria de las trayectorias, sin
evidencia de picos sostenidos ni expansiones progresivas que pudieran indicar
procesos de desorganizacion conformacional. Los complejos formados con los
farmacos de referencia CAP, ENA y LIS presentaron perfiles de Rg altamente
estables, con oscilaciones minimas a lo largo de toda la simulacion. De forma
equivalente, los fitocompuestos mostraron mantener a la ECA 1 de forma
compacta mediante la representacion de fluctuaciones contenidas. En general, los
resultados de Rg evidencian que todos los sistemas conservaron su integridad
conformacional. La interpretacion de los perfiles de Rg se vio reforzada por su
correlacion con los resultados obtenidos mediante RMSD. En efecto, los
complejos que mostraron mesetas estables en Rg coincidieron con trayectorias de
RMSD contenidas, sin fluctuaciones significativas ni reorganizaciones
estructurales. Esta convergencia entre ambas métricas estructurales confirma que
los ligandos analizados no alteraron la compactacion ni la conformacion global de

la enzima.
2.2.3 Fluctuaciones RMSF

El analisis del Root Mean Square Fluctuation (RMSF) permitié caracterizar la
flexibilidad de los residuos de la enzima en presencia de los distintos ligandos
evaluados. Esta herramienta result6 esencial para identificar qué regiones de la
ECA 1 experimentaron mayor o menor movilidad a lo largo del tiempo de
simulacion. En particular, los residuos con valores bajos de RMSF fueron
interpretados como segmentos con una fluctuacion reducida, lo que sugiere una
conformacion relativamente estable en esas zonas. Al correlacionar estos
resultados con los mapas de interacciones moleculares, se pudo verificar si los
residuos involucrados en el anclaje del ligando conservaron una disposicion
estructural constante, lo cual constituye un indicio de una interaccion persistente.
En contraste, los picos elevados en la curva de RMSF, podrian reflejar una unién

menos estable o transitoria, asociada a una mayor flexibilidad estructural local.
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2.24 RMSF Fitocompuestos-ACE I
2241 RMSF CAM-ECAI

El perfil de fluctuacion del complejo CAM—ECA I mostré un patrén mixto en
cuanto a estabilidad conformacional. Se identific6 un extenso tramo
comprendido aproximadamente entre los residuos 318 y 491 exhibid valores
de RMSF consistentemente bajos, en su mayoria inferiores a 0.15 nm, lo que
indica una alta rigidez local. Este rango abarca la mayoria de los residuos
implicados en las interacciones clave con el ligando, segin el andlisis 2D,
incluyendo a ALA328, GLU340, HISD347, VAL344, PHE421, TYR487 y
PHE491.

Figura 19
Analisis del complejo CAM-ACEL: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media
por residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre campesterol y

residuos de la enzima ECA.
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2.24.2 RMSF CIT-ECA1

El perfil de fluctuacion del complejo CIT-ECA I mostrd que entre los residuos
318 y 491 la mayoria de valores de RMSF se mantuvieron en su mayoria por
debajo de 0.15 nm. Dentro de este segmento se localizaron préacticamente
todos los residuos clave identificados en el mapa 2D de interacciones:

ALA318, ASP341, VAL344, ASP417, PHE421, TYR487 y PHE491.

Figura 20
Analisis del complejo CIT-ACEI1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre hibiscitrina y

residuos de la ECA.
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2.24.3 RMSF CLO-ECA1

Se observé un extenso segmento, entre los residuos 317 y 491, con valores de
RMSF predominantemente entre 0.10 y 0.15 nm, lo cual corresponde a una
region de rigidez moderada. Dentro de este rango se ubicaron la mayoria de
los residuos identificados como puntos de contacto con el ligando: HISE317,

GLU340, VAL343, VAL344, HISD347, TYR487 y PHE491.

Figura 21
Analisis del complejo CLO-ACET1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre acido clorogénico y

residuos del sitio activo ECA.
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2.244 RMSF GOG-ECA1

Se vio un tramo, entre los residuos 318 y 491, con valores por debajo de 0.15
nm. Dentro de este rango se localizaron los residuos ALA318, GLN333,
ASP341, VAL344, HISD347, ASP417, PHE421, TYR487 y PHE491, todos
ellos involucrados en interacciones clave segin el analisis 2D. La mayoria de

estos residuos coincidieron con valles pronunciados en el perfil de fluctuacion.

Figura 22
Analisis del complejo GOG—ACET1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media
por residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre gossipetina 3

glucésido y residuos de la enzima ECA.

RMSF (Root Mean Square Deviation)

i GOG-ACE1

RMSF (nm)
000000000
CODZNWWAR

SoRENES

356

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~vs==". UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE \~CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

2.24.5 RMSF GOT-ECA1

Se observo un tramo estable entre los residuos 318 y 491, con valores de
RMSF por debajo de 0.15 nm. En este intervalo se localizaron ALA318,
HISE317, VAL343, VAL344, HISD347, ASP379, PHE421, PHE491.

Figura 23
Analisis del complejo GOT-ACEL1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre Gossipetina 8

glucosido y residuos de l1a enzima ECA
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2.24.6 RMSF RU3-ECA I

Entre los residuos 318 y 491 se identifico un tramo con valores de RMSF
consistentemente bajos, en torno a 0.10 nm. En este intervalo se ubicaron
ALA318, GLU340, HISD347, VAL343, VAL344, PHE421, TYR487 y
PHE491. La mayoria de estos residuos se alined con regiones de minima
fluctuacion, lo que sugiere un entorno estructuralmente restringido y

estabilizado.

Figura 24
Analisis del complejo RU3-ACEL1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre rutina y residuos

de la enzima ECA
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2.24.7 RMSF RU7-ECA I

Se identifico un segmento comprendido entre los residuos 318 y 491 con
valores de RMSF predominantemente por debajo de 0.15 nm. En este tramo se
encontraron ALA318, THR336, ASN338, ASP341, GLU340, VAL343,
VAL344, HISD347, LYS418 y PHE491, todos ellos involucrados en
interacciones relevantes seglin el analisis 2D. La mayoria de estos residuos se

correspondid con zonas de menor oscilacion.

Figura 25
Analisis del complejo RU7-ACEL1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre quercetina 7 O

rutindsido y residuos del sitio activo de la enzima ECA.
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2.24.8 RMSF SIT-ECA1

Se evidencié un segmento predominantemente rigido entre los residuos 318 y
491, con valores de RMSF por debajo de 0.15 nm. Este tramo incluyd a
ALA318, GLN333, ASN338, GLU340, GLU348, HISD347, VAL344,
PHE421, TYR487 y PHE491. La mayoria de estos residuos se ubico en zonas

de baja fluctuacion.

Figura 26
Analisis del complejo SIT-ACEL1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre sitosterol y

residuos del sitio activo de la enzima ACEL1.
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2.249 RMSF SPI-ECA 1

El segmento comprendido entre los residuos 318 y 491 mostr6 valores de
RMSF mayoritariamente inferiores a 0.15 nm. En ese tramo se encontraron
ALA318, HISE317, GLN333, GLU340, VAL343, VAL344, HISD347,
ASP417, PHE421, TYR487 y PHE491. Este conjunto de residuos se alined

con zonas de baja fluctuacion.

Figura 27
Analisis del complejo SPI-ACET1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre espinasterol y

residuos del sitio activo de la enzima ECA.
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2.2.4.10 RMSF STG-ECA1

En el intervalo comprendido entre los residuos 318 y 491 se observaron
valores de RMSF por debajo de 0.15 nm de forma predominante. Dentro de
este tramo se localizaron ALA318, HISE317, GLN333, GLU340, VAL343,
VAL344, HISD347, ASP341, LYS418, PHE421, TYR487 y PHE491. La

mayoria de estos residuos se situd en zonas de minima fluctuacion.

Figura 28
Analisis del complejo STG—ACET1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre estigmasterol y

residuos del sitio activo de la enzima ACEL1.
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2.2.5 RMSF Controles-ACE 1
2.2.5.1 RMSF CAP-ECA1

En el tramo comprendido entre los residuos 344 y 491 se observaron valores
de RMSF consistentemente bajos, en torno a 0.10 nm. En este intervalo se
localizaron VAL344, PHE421, TYR487 y PHE491. Estos residuos
coincidieron con regiones de escasa fluctuacion, lo que favorecid la

estabilizacion del complejo.

Figura 29
Analisis del complejo CAP-ACEL1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre captopril y

residuos de la enzima.
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2.25.2 RMSF ENA-ECA I

Se identificd un segmento estructuralmente estable entre los residuos 318 y
491, con valores de RMSF predominantemente inferiores a 0.15nm. En este
intervalo se ubicaron ALA318, GLU340, VAL343, VAL344, GLU348,
HISD347 y PHE491, todos ellos involucrados en interacciones clave con el
ligando enalaprilato. Estos residuos se concentraron en regiones de baja
fluctuacién, lo cual refuerza la presencia de un entorno rigido que habria

favorecido el anclaje sostenido del farmaco en el sitio activo.

Figura 30
Analisis del complejo ENA-ACEL1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre enalaprilato y

residuos del sitio activo de la enzima ECA.
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2.25.3 RMSFLIS-ECA1

El tramo entre los residuos 340 y 491 present6 valores de RMSF por debajo de
0.15 nm en la mayor parte de su extension. En este intervalo se identificaron
GLU340, VAL344, HISD347, LYS475, PHE421, TYR487 y PHE491. Todos
se alinearon con zonas de minima oscilacion, reflejando una region
estructuralmente rigida que habria favorecido un anclaje estable del farmaco

en el entorno catalitico de la enzima.

Figura 31
Analisis del complejo LIS-ACE1: (arriba) grafico de fluctuacion cuadratica media por
residuo (RMSF); (abajo) mapa bidimensional de interacciones entre campesterol y

residuos del sitio activo de la enzima ECA 1.
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El analisis del perfil de fluctuacion cuadratica media (RMSF) reveld que la
mayoria de los valores minimos se concentraron entre los residuos 318 al 491
de la enzima. Este comportamiento indica que dicha region se presentd una
movilidad reducida a lo largo de toda la simulacion, lo cual puede interpretarse
como un indicador de bajo movimiento local con potencial funcional y

estructural.
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3 Resultados MMPBSA

Tabla 7
Energia libre de union por MMPBSA de los ligandos naturales

Fitocompuesto MMPBSA kcal/mol
Gossipetina-3-glucosido (GOQG) -30.63
Quercetina 7-o-rutinésido (RU7) -30.18

Espinasterol (SPI) -28.45
Hibiscitrina (CIT) -25.98
Estigmasterol (STG) -24.78
Beta-sitosterol (SIT) -22.34
Campesterol (CAM) -22.24
Gossipetina-8-glucdsido (GOT) -22.04
Rutina (RU3) -26.43
Acido Clorogénico (CLO) -19.04
Tabla 8

Energia libre de union por MMPBSA de los controles positivos

Farmaco MMPBSA kcal/mol
Enalaprilato (ENA) -12.82
Lisinopril (LIS) -16.12
Captopril (CAP) -14.77

Los resultados presentados en la tabla 7 y tabla 8 corresponden a los céalculos de energia
libre de union obtenidos mediante el método MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson—
Boltzmann Surface Area), aplicado a los fifocompuestos seleccionados y a los farmacos
de referencia (controles positivos). Esta técnica, a diferencia del docking estatico,
incorpora la dinamica conformacional de los complejos proteina-ligando y considera
efectos de solvatacion y flexibilidad estructural, proporcionando asi una estimacion mas

realista de la afinidad de union.

En la tabla 7 se observa que GOG y RU7 presentaron las energias libres de unién mas
negativas, con valores de -30.63 y -30.18 kcal/mol, respectivamente. Estos resultados
sugieren que ambos compuestos poseen una alta afinidad tedrica por la ECA, ya que

energias mas negativas en MM-PBSA se asocian con una mayor estabilidad
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termodinamica del complejo formado. Les siguen SPI y CIT, con valores de -28.45 y -

25.98kcal/mol, respectivamente, indicando también un notable potencial de interaccion.

Otros fitocompuestos como STG, SIT, CAM, GOT y RU3 mostraron valores intermedios,
en el rango de -22.04 a -26.43kcal/mol. Estos resultados sugieren afinidades moderadas,
aunque todavia relevantes en términos de estabilidad del complejo y, potencialmente, en

eficacia farmacoldgica.

Por ultimo, (CLO) fue el fitocompuesto con la energia libre de unién menos negativa (-
19.04 kcal/mol), lo cual sugiere que, si bien interactia con la ECA1, su estabilidad en el

complejo podria ser menor en comparacion con los demas fitocompuestos.

En cuanto a los controles positivos analizados en la tabla 8, se aprecia que LIS alcanz6 la
energia libre de union mas negativa (-16.12kcal/mol), seguido de CAP con

-14.77kcal/mol y ENA con -12.82kcal/mol.

Al comparar los resultados de MM-PBSA entre los fitocompuestos y los controles
positivos, se evidencia que la mayoria de los fitocompuestos presentaron energias mas
negativas que los inhibidores farmacolégicos tradicionales. Este hallazgo sugiere que
algunos de estos compuestos naturales podrian tener una interaccion mas estable y, por
ende, son candidatos para estudios mds profundos como posibles inhibidores. Es
importante recalcar que el andlisis de MM-PBSA complementd la etapa inicial de
docking y permitio refinar la seleccion de los ligandos mas prometedores. Este paso
resulta clave para establecer una base sélida en la identificacion de nuevos candidatos

terapéuticos con posible accion antihipertensiva, como se propone en el presente estudio.
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DISCUSION

La hipertension arterial constituye un problema de salud publica a nivel global, caracterizado
por su alta prevalencia, evolucion silenciosa y fuerte asociacion con eventos cardiovasculares
mayores como infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular y enfermedad renal
cronica. Su fisiopatologia multifactorial incluye componentes genéticos, ambientales,
inflamatorios y humorales, entre los que destaca de forma central la hiperactividad del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). En este eje, la enzima convertidora de
angiotensina I cumple un papel clave al promover la conversion de angiotensina I en
angiotensina II, la cual tiene una potente accidon vasoconstrictora, proinflamatoria y
profibrotica. Por lo tanto, representa una diana terapéutica consolidada y validada para el
manejo farmacoldgico de la hipertension. Desde finales del siglo XX, el desarrollo de
inhibidores de ECA ha permitido reducir eficazmente la presion arterial y prevenir
complicaciones cardiovasculares. Sin embargo, estos medicamentos no estin exentos de
efectos adversos, lo que motiva la busqueda constante de nuevos agentes. En ese sentido, los
compuestos de origen natural han emergido como una alternativa prometedora. La presente
investigacion se inscribid dentro de esta linea de busqueda racional de inhibidores naturales,
utilizando como base un enfoque moderno de quimica computacional. Esta disciplina permite
analizar con alta resolucion las interacciones entre una proteina blanco y un conjunto diverso
de ligandos, modelando no solo la afinidad inicial (mediante docking), sino también la
estabilidad del complejo en condiciones dinamicas (a través de simulaciones de dindmica

molecular) (1).

La aplicacion secuencial de estas metodologias proporciona una vision integral del potencial
inhibitorio de cada compuesto, antes de pasar a fases experimentales costosas y prolongadas.
El uso de técnicas in silico en el presente trabajo permiti6 evaluar con precision la interaccion
entre ECA y una serie de fitocompuestos. Inicialmente, el docking permiti6 identificar a la
Quercetina 7-O-rutinosido (RU7), Rutina (RU3) y Espinasterol (SP1) como los ligandos con
mayor afinidad tedrica, poseian valores de energia de unién comparables, e incluso
superiores, a los de los farmacos de referencia. Sin embargo, la rigidez de los modelos de
docking limita su capacidad de predecir con realismo el comportamiento molecular en un
entorno biologico, lo cual motivé la incorporacién de simulaciones de dindmica molecular.
Esta técnica reproduce el movimiento molecular del sistema en funcion del tiempo y permite
observar si la orientacion inicial del ligando se conserva, se optimiza o se pierde a lo largo de

la trayectoria simulada. Al incorporar la dindmica molecular y aplicar el protocolo MM-
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PBSA, los resultados ofrecieron una visidon mas realista del comportamiento de cada
complejo en el tiempo. Destacd notablemente el caso de GOG, que no habia figurado entre
los primeros puestos en el andlisis de docking, pero que, tras la simulacidon, presentd la
energia libre de union mas favorable de todo el conjunto (-30.63 kcal/mol). Por otro lado, los
controles positivos (enalaprilato, lisinopril y captopril) presentaron en ambos analisis energias
de unién menos negativas que los principales fitocompuestos. Este resultado sugiere que los
10 compuestos naturales podrian formar complejos mas estables con la ECA en términos
energéticos, al menos bajo las condiciones del modelo aplicado. No obstante, es fundamental
precisar que una mayor afinidad de union in silico no implica una mayor eficacia clinica. Los
valores obtenidos reflejan inicamente una tendencia teorica de estabilidad conformacional y
persistencia en el sitio catalitico, sin considerar variables farmacocinéticas. Por tanto, estos
resultados no deben interpretarse como una superioridad directa, sino como una evidencia
preliminar que respalda el potencial de estos compuestos para ser evaluados
experimentalmente como posibles inhibidores naturales de la ECA 1. En el marco de esta
discusion, resulta importante considerar el andlisis computacional del perfil ADMET
(Absorcidn, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad) para anticipar, de forma
tedrica, el comportamiento biofarmacéutico de los compuestos evaluados. Para ello,
hablaremos de los filtros conocidos como la regla de Lipinski, filtro de Pfizer y filtro
GlaxoSmithKline (GSK). Aunque no se abordaran de manera exhaustiva todos los
componentes del perfil, se optd por estos ya que son considerados los mas determinantes en
fases tempranas de seleccion de candidatos terapéuticos. La regla de Lipinski, también
conocida como la “Regla de los cinco”, nos permite predecir si un compuesto posee
propiedades compatibles con la administracion oral en humanos. Esta regla se basa en un
analisis retrospectivo de medicamentos aprobados por la FDA, en el que se identificaron
parametros que favorecen la absorcion intestinal. E1 cumplimiento de esta regla sugiere que
una molécula tiene mayor probabilidad de ser absorbida eficientemente por difusion pasiva,

sin requerir transportadores especificos o formulaciones especiales.

El filtro de Pfizer es un criterio predictivo propuesto por investigadores de la farmacéutica
Pfizer con el objetivo de identificar compuestos con alta probabilidad de toxicidad en etapas
clinicas tempranas. No predice un tipo especifico de toxicidad, sino que actlla como una sefal
de alerta general asociada a perfiles fisicoquimicos que histéricamente se correlacionaron con

fallos clinicos por efectos adversos. Compuestos con alta lipofilia y baja polaridad superficial
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tienden a presentar un mayor riesgo de toxicidad por acumulaciéon en membranas, baja

especificidad farmacoldgica o permeabilidad excesiva.

Finalmente, el filtro GlaxoSmithKline (GSK) permite identificar compuestos con un perfil
farmacocinético deficiente en la parte de absorcion y distribucion, ya que evalua pardmetros
como solubilidad, permeabilidad intestinal y distribucion tisular. A partir del andlisis
estructural de miles de moléculas conocidas, la farmacéutica gsk identifico que aquellos
compuestos que sobrepasaban ciertos valores fisicoquimicos presentan una mayor tasa de
fracaso en fases de desarrollo, no necesariamente por toxicidad, sino por absorcion limitada y

distribucidn sistémica inadecuada.

Para esta discusion, es importante precisar que la evaluacion de los filtros Lipinski, Pfizer y
GSK se realiz6 utilizando la plataforma ADMET]Iab 3.0. Esta es una herramienta, basada en
modelos de machine learning entrenados con millones de datos farmacologicos, la cual
asigna un valor de 0 cuando el compuesto cumple con los criterios del filtro y 1 cuando no los
cumple. Esta automatizacion permite una evaluacion rapida y estandarizada. Adicionalmente
esta plataforma ofrece un modelo identificado como GASA la cual muestra la facilidad de
sintesis quimica de un compuesto segin su estructura molecular. Genera automaticamente
una puntuacion de 0, que indica alta accesibilidad sintética (Easy to Synthesize) 6 1 que
indica elevada complejidad estructural y, por ende, una mayor dificultad sintética (Hard to

Synthesize).

Tabla 9
Cumplimiento de filtros clave: GASA, Lipinski, Pfizer y GSK por parte de los

compuestos analizados. El valor 0 representa cumplimiento, y el valor 1,

incumplimiento.

Fitocompuesto Abrev. GASA Lipinski Pfizer = GSK
Gossipetina-3-glucosido GOG 0 1 0 1
Quercetina 7-o-rutinésido RU7 0 1 0 1
Espinasterol SPI 1 0 1 1
Hibiscitrina CIT 0 1 0 1
Estigmasterol STG 1 0 1 1
Beta-sitosterol SIT 1 0 1 1
Campesterol CAM 1 0 1 1
Gossipetina-8-glucdsido GOT 0 1 0 1
Rutina RU3 1 1 0 1
Acido clorogénico CLO 0 0 0 0

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~#==2 . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - - §i"CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

e GOG: Se ubico dentro del modelo GASA, lo que indica una estructura quimicamente
accesible y de baja complejidad sintética. No obstante, violo la regla de Lipinski, lo que
sugiere que sus propiedades fisicoquimicas no favorecen la absorcion oral pasiva.
Cumpli6 con la regla de Pfizer, indicando un bajo riesgo de toxicidad sistémica en fases
clinicas tempranas. Finalmente, presentd violacion en la regla de GSK, lo cual anticipa
posibles limitaciones en su perfil farmacocinético, especialmente en términos de

exposicion plasmatica y distribucion.

e RUT7: Se posiciond dentro del modelo GASA, lo que indica una alta viabilidad sintética.
Sin embargo, presentd violacion a la regla de Lipinski, lo que sugiere propiedades poco
favorables para la absorcion oral pasiva. Cumpli6 con la regla de Pfizer, descartando un
riesgo elevado de toxicidad sistémica. Finalmente, incumplio la regla de GSK, lo que

anticipa un perfil farmacocinético limitado por escasa exposicion o distribucion sistémica.

e SPI: No super6 el modelo GASA, lo que indica una estructura de sintesis compleja con
posibles barreras para su produccion a gran escala. Cumplié la regla de Lipinski,
sugiriendo un perfil estructural compatible con absorcidn intestinal. Sin embargo, viol6 el
filtro de Pfizer, lo que podria asociarse a un comportamiento toxicologico adverso en
etapas clinicas. También incumpli6 la regla de GSK, lo que refleja un perfil

biofarmacéutico con bajo margen de éxito terapéutico oral.

e CIT: Se ubico favorablemente en el modelo GASA, lo que indica que su sintesis es
técnicamente accesible. No obstante, presentd violacion a la regla de Lipinski, lo que
limita su potencial de absorcion por via oral. Mostro cumplimiento en el filtro de Pfizer,
descartando toxicidad sistémica temprana. Por el contrario, fallé en la regla de GSK, lo
que plantea dudas sobre su desempefio clinico en términos de biodisponibilidad y

distribucidn eficaz.

e STG: Quedo6 fuera del modelo GASA, lo que indica una arquitectura molecular compleja
que podria dificultar su sintesis practica. Aun asi, cumplio con la regla de Lipinski, lo que
respalda su idoneidad para atravesar membranas intestinales por difusion pasiva. En
términos de seguridad, violo la regla de Pfizer, sugiriendo susceptibilidad a efectos
toxicos relacionados con su alta lipofilia. También presentd infraccion a la regla de GSK,
lo que reduce su proyeccion de éxito clinico por limitaciones en biodisponibilidad y

distribucidn.
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e SIT: No logré posicionarse dentro del modelo GASA, lo que sugiere una estructura
sintéticamente compleja y de baja accesibilidad quimica. Mostré cumplimiento en la regla
de Lipinski, lo que favorece su potencial de absorcion oral. Sin embargo, transgredio la
regla de Pfizer, evidenciando un perfil lipofilico asociado a riesgo de toxicidad. Ademas,
viol6 la regla de GSK, lo que limita sus probabilidades de é€xito terapéutico en etapas

clinicas.

e CAM: Mostro exclusion del modelo GASA, lo cual indica una estructura de dificil acceso
sintético y baja viabilidad quimica. Cumpli6é con la regla de Lipinski, lo que sugiere
propiedades favorables para su absorcion por via oral. No obstante, present6 infraccion a
la regla de Pfizer, evidenciando posible toxicidad asociada a su perfil lipofilico.
Asimismo, viol6 la regla de GSK, lo que compromete su eficacia clinica por limitaciones

en su perfil farmacocinético.

e GOT: Se ubico favorablemente dentro del modelo GASA, lo que indica una estructura de
sintesis sencilla y factible. Sin embargo, transgredio la regla de Lipinski, lo cual sugiere
una capacidad limitada para atravesar barreras intestinales por difusion pasiva. Cumplié
con la regla de Pfizer, lo que reduce preocupaciones sobre toxicidad sistémica temprana.
Finalmente, incumpli6 la regla de GSK, anticipando un rendimiento farmacocinético

insuficiente para alcanzar eficacia clinica oral.

e RU3: No logré superar el modelo GASA, lo que indica una elevada complejidad
estructural y dificultad en su sintesis quimica. Present6 violacion a la regla de Lipinski, lo
que compromete su capacidad de absorcion oral eficiente. Aun asi, cumpli6 con la regla
de Pfizer, descartando riesgos toxicoldgicos evidentes. Sin embargo, también fallo en la
regla de GSK, lo que sugiere un perfil farmacocinético con escasa probabilidad de éxito

clinico.

e C(CLO: Se posiciono dentro del modelo GASA, lo que evidencia una estructura molecular
sencilla de sintetizar. Cumpli6 con la regla de Lipinski, reflejando un perfil compatible
con absorcion oral por difusion pasiva. Superd ademads los filtros de Pfizer y GSK, lo que
indica bajo riesgo toxicoldgico y una alta probabilidad de éxito clinico. En conjunto,

presento el perfil mas equilibrado entre todos los compuestos evaluados.

En conjunto, los resultados evidencian que una alta afinidad de uniéon no implica
necesariamente una buena proyeccion farmacocinética. El caso mas destacado es el del acido

clorogénico (CLO), que aunque se presentaba con la menor afinidad de unién (—19.04
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kcal/mol) entre todos los demdas compuestos, fue el unico compuesto que cumplié con los
cuatro criterios establecidos evaluados, por lo que surge como el mejor candidato. En cambio,
moléculas que ademas de violar multiples reglas, presentan alta dificultad sintética (GASA
desfavorable), deben ser consideradas como los menos recomendables para avanzar en fases

posteriores de desarrollo.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se evalud el potencial inhibitorio de diez fitocompuestos de origen natural y
tres fArmacos de referencia frente a la enzima convertidora de angiotensina I
mediante técnicas de quimica computacional. Los resultados de acoplamiento
molecular mostraron que todos los fitocompuestos presentaron energias de
unidon mas negativas que los inhibidores clinicos captopril, enalaprilato y
lisinopril, lo cual sugiere una afinidad teorica superior hacia el sitio activo

catalitico de la enzima.

SEGUNDA: Se caracteriz6 la estabilidad estructural de los complejos proteina-ligando
mediante simulaciones de dindmica molecular de 100 ns. El analisis de
parametros como RMSD, radio de giro (Rg) y RMSF evidencidé que los todos
los ligandos presentados, mantuvieron trayectorias conformacionales estables
y compatibles con un anclaje efectivo en el sitio activo. Estas dinamicas
confirmaron que los compuestos evaluados conservaron su integridad

estructural en condiciones bioldgicas.

TERCERA: Las energias libres de union calculadas mediante el método MM-PBSA
confirmaron la superioridad energética de los fitocompuestos respecto a los
controles farmacoldgicos. En particular, Gossipetina-3-glucdsido alcanzo6 el
valor mas negativo del conjunto (-30.63 kcal/mol), seguido por otros

compuestos con interacciones altamente favorables.

CUARTA: El andlisis complementario de filtros determinantes permitio destacar al dcido
clorogénico como uno de los candidatos con mejor equilibrio farmacocinético.
Fue el tunico fitocompuesto que cumplido simultineamente con GASA,
Lipinski, Pfizer y GSK, lo que sugiere una buena proyeccion en términos de
absorcion, seguridad y viabilidad sintética. Si bien su afinidad de union no fue
la mas alta entre los compuestos evaluados, su perfil global lo posiciona como

el candidato més prometedor para continuar con estudios posteriores.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA: Se recomienda priorizar en futuros estudios a aquellos fitocompuestos que,
ademas de mostrar afinidad y estabilidad estructural frente a la enzima, hayan
pasado filtros prioritarios de manera favorable. En particular, el Acido
clorogénico, el cual se destacd por cumplir simultdneamente con las reglas de

Lipinski, Pfizer, GSK y GASA, lo cual respalda su viabilidad como candidato.
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Anexo 1

Fitocompuesto - Docking (kcal/mol)

Tabla 10

Resultados de Docking Molecular Fitocompuestos

. Docking

Fitocompuesto (keal/mol)
Quercetina 7-o-rutinésido (RU7) -10.343
Rutina (RU3) -9.934
Espinasterol (SPI) -9.001
Hibiscitrina (CIT) -8.981
Gossipetina 3 glucésido (GOG) -8.834

Gossipetina 8 glucésido (GOT) -8.63

Estigmasterol (STG) -8.594
Campesterol (CAM) -8.264
Sitosterol (SIT) -8.255
Acido colorogénico (CLO) -8.165
Hibiscetina (HIB) -8.018
Miricetina (MYR) -8.001
Quercetina (QET) -7.975
Luteolina (LUT) -7.932
Gossipetina (GOS) -7.912
Kaempferol (KAE) -7.714
Acido 5 Cafeolquinico (CAF) -7.689
Acido 5-feruloilquinico (FER) -7.451
Moringina (MORT1) -7.365
Curcumina (CUR1) -7.314
Demethoxycurcumin (DEMT1) -7.278
Niaziminina A (NIA2) -7.156
Niazicina A (NIAT) -7.133
Lactona del acido hidroxicitrico (LAC) -5.790
Acido Protocatehuico (PRO) -5.764
Turmerona (TURI) -5.762
Trigonelina (TRG) -5.734
Acido galacturénico (GAL) -5.613
Acido de hibisco (ALO) -5.451
Acido hidroxicitico (XYC) -5.447
Zingibereno (ZIN1) -5.444
Eugenol (EUG) -5.202
Acido Tartarico (TAR) -5.048
Acido Malico (MAL) -4.738
Benzilamina (BEN1) -4.591
S-alilcisteina (SALT1) -4.332
S-alilmercapto-L-cisteina (SAL2) -4.318
Ajoeno (AJO1) -4.195
Alicina (ALL) -3.640
Betaina (BET) -3.349

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE A&7%, . UNIVERSIDAD
CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Anexo 2

Imagenes 3D de los distintos complejos Enzima-Ligando

Figura 32
Comparacion estructural entre la vista global del complejo SIT-ACEI1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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Figura 33
Comparacion estructural entre la vista global del complejo CAM—ACE]1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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Figura 34

Comparacion estructural entre la vista global del complejo CIT-ACE1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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Figura 35

Comparacion estructural entre la vista global del complejo CLO-ACEI1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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Figura 36
Comparacion estructural entre la vista global del complejo GOT-ACEI1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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Figura 37

Comparacion estructural entre la vista global del complejo RU3-ACE]1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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Figura 38
Comparacion estructural entre la vista global del complejo STG-ACE]1 (izquierda) y la

vista localizada del sitio activo (derecha).
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