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Estudio computacional de
las interacciones molecula-
res entre el timol y los resi-
duos HIS41 y CYS145 pre-
sentes en el sitio activo de
la proteasa 3CLpro

Resumen

La proteina proteasa 3CLpro del SARS-
CoV-2 es una enzima crucial para la re-
plicacion viral, razon por la cual se con-
vierte en un blanco terapéutico de gran
importancia. El timol (2-isopropil-5-me-
tilfenol), un compuesto natural que se
encuentra en el tomillo (Thymus vulgaris),
exhibe potencial actividad antiviral con-
tra la proteasa 3CLpro. En este estudio,
usando acoplamiento molecular con
AutoDockTools-1.5.6, se evaluaron las
energias de interaccion molecular entre
el timol y los residuos de aminoacidos
en el sitio activo de la proteina protea-
sa 3CLpro. Luego, con la teoria cuantica
de Atomos en Moléculas (QTAIM) y la
de Interacciones no covalentes (NCI) se
analizaron los tipos de interacciones mo-
leculares entre los residuos de aminoaci-
dos identificados y el timol. Los calculos
cuanticos se llevaron con el software
Orca-5.0.3, utilizando el método DFT con
el funcional M06-2X y el conjunto base
aug-cc-pVDZ en fase gaseosa. Los resul-
tados de acoplamiento molecular indican
que el timol se une a la proteina 3CL con
una energia de interaccion igual a -3,784
kcal/mol. EL analisis QTAIM indica la pre-
sencia de puntos criticos de enlace entre
el timol y los residuos HIS41 y CYS145.
Ademas, se observa la formacién de un
enlace de hidrégeno entre el grupo OH
del timol y el residuo CYS145, lo cual es
corroborado por los analisis ELF (Elec-
tron Localization Function) y NCI (Non
Covalent Interactions). Finalmente, el
método NCI confirma la presencia de in-
teracciones de Van der Waals con el resi-
duo HIS41. Los resultados sugieren que
el mecanismo de inhibicion de la activi-
dad de la proteina 3CLpro es controlado
por interacciones moleculares tipo puen-
te de hidrégeno e interacciones débiles.

Palabras clave: Acoplamiento molecular;
enlace de hidrégeno: proteasa 3CL; resi-
duos de aminodcidos; timol.

Computational study of
the molecular interactions
between thymol and the
HIS41 and CYS145 residues
present in the active site of
the 3CLpro protease

Abstract

The protease 3CLpro of the SARS-CoV-2
is a crucial enzyme for viral replication,
becoming a highly important therapeutic
target. Thymol (2-isopropyl-5-methyl-
phenol), a naturally occurring compound
found in thyme, exhibits potential antivi-
ral activity against the 3CLpro protease.
In this study, using molecular docking
with AutoDockTools-1.5.6, the molecu-
lar interaction energies between thymol
and amino acid residues in the active
site of the protein protease 3CLpro were
evaluated. Then, with the Atoms in Mole-
cules (QTAIM) and Non-covalent Interac-
tions (NCI) theories, the types of molecu-
lar interactions between identified amino
acid residues and thymol were analyzed.
Quantum calculations were carried out
with the Orca-5.0.3 software using the
DFT method with the M06-2X functio-
nal and the aug-cc-pVDZ basis set in the
gas phase. The molecular docking results
indicate that thymol is linked to the 3CL
protein with an interaction energy equal
to -3.784 kcal/mol. QTAIM analysis indi-
cates the presence of critical binding sites
between thymol and residues HIS41 and
CYS145. In addition, the formation of a
hydrogen bond between the OH group of
thymol and the CYS145 residue is obser-
ved, which is corroborated by the ELF and
NCI analyses. Finally, the NCI method
confirms the presence of Van der Waals
interactions with the HIS41 residue. The
results suggest that the mechanism of
inhibition of the activity of the 3CLpro
protein is controlled by molecular inte-
ractions such as hydrogen bonding and
weak interactions.

Keywords: Molecular docking; hydrogen
bonding; protease 3CL; residues; thymol.

Estudo computacional das
interagdes moleculares en-
tre o timol e os residuos
HIS41 e CYS145 presentes
no sitio ativo da protease
3Clpro

Resumo

A protease 3CLpro do SARS-CoV-2 é uma
enzima crucial para a replicagdo viral, tor-
nando-se um alvo terapéutico de grande
importancia. O timol (2-isopropil-5-me-
tilfenol), um composto natural encontra-
do no tomilho, exibe potencial atividade
antiviral contra a protease 3CLpro. Neste
estudo, utilizando o docking molecular
com o AutoDockTools-1.5.6, foram ava-
liadas as energias de interagdo molecular
entre o timol e os residuos de aminoaci-
dos no sitio ativo da proteina protease
3CLpro. Em seguida, com a teoria quan-
tica de atomos em moleculas (QTAIM) e
da interacdes no-covalentes (NCI), foram
analisados os tipos de interagdes mole-
culares entre os residuos de aminoacidos
identificados e o timol. Os calculos quan-
ticos foram realizados com o software
Orca-5.0.3 usando o método DFT com o
funcional M06-2X e a base aug-cc-pVDZ
definida na fase gasosa. Os resultados
do docking molecular indicam que o ti-
mol esta ligado a proteina 3CL com uma
energia de interagao igual a -3.784 kcal/
mol. A analise QTAIM indica a presenca
de sitios de ligacdo criticos entre o timol
e os residuos HIS41 e CYS145. Além dis-
so, observa-se a formacdo de uma ponte
de hidrogénio entre o grupo OH do timol
e o residuo CYS145, o que é corroborado
pelas analises ELF e NCI. Finalmente, o
método NCI confirma a presenca das in-
teragdes de Van der Waals com o residuo
HIS41. Os resultados sugerem que o me-
canismo de inibi¢do da atividade da pro-
teina 3CLpro é controlado por interagdes
moleculares como ligagdes de hidrogénio
e interagdes fracas.

Palavras-chave: Docking molecular; Li-
gacdo de hidrogénio; protease; residuos;
timol.
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Estudio computacional de las interacciones moleculares entre el timol y los residuos HIS41 y CYS145 presentes en el sitio activo de la proteasa 3CLpro

Introduccién

El virus SARS-CoV-2 sorprendio a la humanidad por su facilidad de
transmision, cuyo mecanismo involucraba la difusion en el aire de
pequenas gotas expulsadas por las personas infectadas al respirar
o toser. Este virus altamente infeccioso fue la causa principal de la
enfermedad respiratoria denominada COVID-19 y en enero de 2020
fue declarada emergencia de salud publica por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) [1], [2]. La estructura macromolecular
del SARS-CoV-2 es compleja debido a sus diferentes componentes,
que incluyen una envoltura lipidica, ARN y ciertas proteinas [3], [4].
Estas proteinas son las responsables de unirse al receptor ACE2 de
las células humanas, lo cual provoca que el virus entre e infecte al
huésped. La enzima que desempefa un papel crucial en la replica-
cion del virus SARS-CoV-2 es la proteasa 3CL [5]. Esta proteasa fa-
cilita la hidrolisis de los enlaces peptidicos en mas de 11 sitios de la
poliproteina viral; se destacan los residuos HIS41 y CYS145 locali-
zados en el sitio activo de la proteasa 3CL [5], [6]. Ambos residuos
son criticos para la actividad catalitica de la proteasa, por lo que
pueden ser utilizados como la diana catalitica en el tratamiento del
SARS-CoV-2 [7].

El acoplamiento molecular (molecular docking en inglés) es una téc-
nica de simulacién molecular que ha permitido realizar estudios de
la interaccion molecular de compuestos quimicos con sitios acti-
vos de proteinas especificas para determinar sus propiedades far-
macéuticas [8], [9]. La interaccidon molecular efectiva entre un far-
maco y un sitio activo tiene un impacto directo en la disminucion,
la replicacion y proliferacion de virus como el SARS-CoV-2. En el
desarrollo de la pandemia, el tratamiento médico con productos na-
turales fue utilizado ampliamente como mecanismo preventivo del
SARS-CoV-2. Sin embargo, en muchos casos, la identificacion de los
compuestos activos que producian la inhibicion de la actividad de la
proteina proteasa 3CL no fue realizada. En Latinoamérica, la planta
de tomillo comtn (Thymus vulgaris) fue utilizada para el tratamiento
del COVID-19. Esta planta contiene un aceite esencial formado por
compuestos organicos mezclados con propiedades antibacterianas,
antifingicas y antiviricas [10]. Para este aceite esencial obtenido del
tomillo, el timol (2-isopropil-5-metilfenol) corresponde a una de
las especies mas importantes presentes en este aceite, con el cual se
logro una recuperacion favorable de pacientes con el padecimiento
del COVID-19 (ver Figura 1). En otros estudios, la actividad de este
compuesto fue evaluada y comparada con otros productos natura-
les como el carvacrol y la bis-demetoxi-curcumina [11]-[13]. En es-
tos estudios, el timol mostr6 una buena actividad inhibidora, la cual
estuvo asociada a su efectivo enlazamiento con la transmembrana
proteasa serina 2 [12].

En el contexto planteado, para este trabajo se determinaron las
energias de interaccion molecular entre el timol y los residuos de
aminoacidos presentes en el sitio activo de la proteasa 3CL median-
te acoplamiento molecular. A la vez, usando la teoria de atomos en
moléculas (QTAIM por sus siglas en inglés) en combinacién con la
teoria de interacciones no covalentes (NCI por sus siglas en inglés),
se analizaron los tipos de interacciones moleculares presentes entre
los residuos de aminoacidos identificados y el compuesto organico
2-isopropil-5-metilfenol. Asi mismo, otros estudios de acoplamien-
to molecular han sugerido que este compuesto quimico puede inte-
ractuar con el sitio activo de la proteasa 3CL, especialmente con los
residuos HIS41 y CYS145 [14]-[16]. Por lo tanto, la evaluacion de
los tipos de interacciones moleculares presentes entre estos resi-
duos de aminoacidos y el timol es de gran importancia farmacéutica
para comprender a nivel molecular el mecanismo de inhibicion de
este sitio activo presente en la proteina proteasa 3CL.
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Figura 1. Planta de tomillo comin (Thymus vulgaris).

Materiales y métodos

Preparacion de la proteina proteasa 3CL y el compues-
to timol (2-isopropil-5-metilfenol)

La estructura molecular de la proteasa 3CL fue obtenida de la base
de datos RSCB (Research Collaboratory for Structural Bioinforma-
tics, PBD ID: 6LU7) en formato Protein Data Bank (PDB) [4]. Para
preparar la proteasa 3CL para el acoplamiento molecular, se elimi-
naron las moléculas de agua y el inhibidor N3 utilizando el progra-
ma Chimera-1.16 [17]. La estructura resultante se guardé en for-
mato PDB y se utilizé para realizar el acoplamiento molecular con
el programa AutoDock Tools-1.5.6 [18]. Por otro lado, la estructura
molecular del timol se obtuvo de la base de datos PubChem (ht-
tps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) [19]-[21] en formato SDF. Para
optimizar la estructura molecular del timol, se utilizé el programa
Avogradro-1.2 [22] empleando el campo de fuerza MMFF94 [23].
Finalmente, las geometrias optimizadas se guardaron en formato
*.mol2 para su uso en el acoplamiento molecular.

Acoplamiento molecular

Para el acoplamiento molecular se utilizaron los programas Auto-
Dock-4.2.6 y AutoDock Tools-1.5.6 [18]. Se agregaron los hidro-
genos esenciales y las cargas de Kollman a la proteina, y las cargas
de Gasteiger al ligando utilizando AutoDock Tools-1.5.6 [18]. El
sitio utilizado como objetivo para el acoplamiento molecular fue
el que contiene los residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CL.
Se coloco una celda de 40 A de longitud usando las coordenadas
XYZ: -10,977; 16,402; 67,709. Ademas, se utilizaron los parame-
tros del algoritmo genético [24] para realizar el acoplamiento mo-
lecular, utilizando 50 conformaciones y repitiendo el acoplamiento
por triplicado. La energia de interaccion molecular y la constante de
inhibicion se determinaron a partir de la conformacién con la menor
energia del complejo proteina-ligando.

Cdlculos cudnticos

Todos los calculos cuanticos fueron realizados utilizando el progra-
ma Orca-5.0.3 [25], [26]. Los calculos de energia se hicieron con el
funcional M06-2X//aug-cc-pVDZ en fase gaseosa para la molécula
de timol con los residuos de la proteasa 3CLpro (HIS41y CYS145).
Ademas, se evaluaron las interacciones moleculares entre el com-
puesto y los residuos utilizando la Teoria Cuantica de Atomos en
Moléculas (QTAIM) [27], [28], la funciéon de localizacion de elec-
trones (ELF) [29], el método de gradiente reducido de la densidad
(RDG por sus siglas en inglés) [30], [31] y el modelo de gradiente
independiente basado en la particion de Hirshfeld (IGMH) [32]. Por
ultimo, los calculos de QTAIM, ELF, RDG e IGMH se realizaron con
el programa Multiwfn-3.8 [33] empleando los archivos *.wfn gene-
rados con el mddulo orca_2aim.

Resultados y discusién
Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se ha convertido en una herramienta
valiosa para investigar la interaccion entre una proteina y un com-
puesto denominado ligando, lo que la hace dtil en el descubrimien-
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to y disefio de farmacos [8], [9]. En este estudio se utiliz6 el método
de acoplamiento molecular para evaluar la interaccion entre la pro-
teasa 3CL del SARS-CoV-2 y el timol, con el objetivo de determinar
la energia de unién del complejo proteina-ligando y su constante
de inhibicion. Los resultados del estudio muestran que el timol se
une con la region activa de la proteasa con una energia de unién de
-15,833(0,017) kJ/moly una constante de inhibicion de 1,29 (0,06)
mM. Ademas, se observa la interaccion molecular del timol con seis
residuos de aminoacidos de la proteina: HIS41, LEU141, GLY143,
SER144, CYS145 y HIS163 (ver Figura 3) mediante interacciones
tipo enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofébicas.

J
Figura 2. Acoplamiento molecular del timol con los residuos HIS41y CYS145 de la

proteasa 3CL del SARS-COV-2.
His163

Cysl45 ¢

Gly 14%
] 1o
His4[|%
Timol

Figura 3. Interaccion proteina-ligando de la proteasa 3CL con timol generado con el
programa Ligplot+ v2.2.8.

Desde el punto de vista energético, la interaccion molecular del ti-
mol en el sitio activo es mas favorable comparado con compuestos
sintéticos como el Paritaprevir y el Simeprevir que mostraron valor
de energia de interaccion de -8,80 kJ/mol y 8,78 kJ/mol, respecti-
vamente [16]. Del mismo modo, el timol muestra un valor de cons-
tante de inhibicién mayor a los reportados para estos compuestos
(0,36 uM para el Paritapreviry 0,37 uM). Sin embargo, estos valores
sugieren una mayor concentracion de timol para inhibir el sitio ac-
tivo.

Los residuos HIS41, LEU141, GLY143, SER144, CYS145 y HIS163
corresponden a los aminoacidos que conforman uno de los sitios
activos de la proteasa 3CL del SARS-CoV-2. La presencia de los re-
siduos HIS41, GLY143 y HIS163 es esencial para la actividad enzi-
matica de la proteasa, mientras que el residuo LEU141 contribuye
a la especificidad de los sustratos y la eficacia de los inhibidores
[2], [34], [35]. Por su parte, el residuo SER144 actla como nucleo-
filo en la reaccién de hidrélisis de los sustratos. Por tltimo, el resi-

duo CYS145 forma un enlace disulfuro con otro residuo de cisteina
para estabilizar la estructura de la proteasa [36]. En general, estos
residuos desempenan un papel fundamental en la replicacion del
virus y son importantes para el desarrollo de terapias antivirales.
Al observar la figura 3 podemos ver la formacion de un enlace de
hidrégeno entre el oxigeno del timol y el residuo CYS145 (distancia
igual a 1,913 A), lo que sugiere que este ligando es especifico para
la inhibicion de la proteasa 3CLpro del SARS-CoV-2.

Andlisis QTAIM

La Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas (QTAIM) desarrollada
por Bader [27], [28] es una herramienta muy Gtil para comprender
la estructura quimica y la reactividad a partir de la densidad electro-
nica (p(r)), y también es utilizada para el analisis de interacciones no
covalentes. La existencia de puntos criticos de enlace (BCP) entre
los residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CLpro con el timol
sugiere la presencia de varias interacciones moleculares (ver Figura
4). Entre estas interacciones, las mas destacadas son los enlaces de
hidrégenos y las interacciones dispersivas tipo Van der Waals. La
Tabla 1 muestra los parametros topologicos evaluados. El signo del
valor del Laplaciano de la densidad electrdnica (V?p(r)) permite eva-
luar el comportamiento de la densidad electrénica en el punto criti-
co de enlace, y la densidad de energia total (H(r)) permite evaluar la
estabilidad de la interaccion molecular [37], [38]. Estos valores son
reportados en unidades atomicas (u.a.).

111 -
Figura 4. Grafos moleculares de los residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CL
con el timol.

El analisis de los puntos criticos de enlace (BCP) permite identifi-
car la naturaleza de la interaccion molecular. Inicialmente, entre
el timol y el residuo HIS41 se observa la formacién de un punto
critico de enlace (BCP: 98) con un valor del Laplaciano electronico
de 0,0601 u.a. y una densidad de energia total igual a -0,0004 u.a.
El Laplaciano electronico al ser positivo indica una acumulacion de
densidad electroénica en el punto critico, la cual es tipica de enla-
ces covalentes. A su vez, este valor de H(r) indica una interaccion
molecular débil con una densidad electronica a lo largo de la ruta
de enlace baja (ver Figura 5) [28], [39], [40]. Esto sugiere que la in-
teraccion molecular, aunque presenta caracteristicas covalentes, se
asemeja mas a una interacciéon molecular hidrégeno-hidrégeno muy
débil entre estas moléculas [41].

Tabla 1. Parametros topoldgicos obtenidos para la interaccion entre el timol y la proteasa 3CL en unidades atomicas (u.a.).

Residuos Atomos involucrados Punto critico (ﬁ .(2) 2’:(;) (ﬁ‘(:) (\l:.(:) (:'(:)
HI1S41 R(N11-H12), L(H54-C30) 98 0,0212 0,0601 0,0155 -0,0159 -0,0004
R(S19), L(C24) 76 0,0101 0,0308 0,0063 -0,0050 0,0014
R(N13-H14)---L(027) 111 0,0259 0,1036 0,0232 -0,0204 0,0027
CYs145 R(C18-H43), L(027) 113 0,0096 0,0319 0,0074 -0,0068 0,0006
R(C18-H43), L(H52-C30) 123 0,0041 0,0142 0,0028 -0,0020 0,0008

R: residuo, L: ligando.
u.a: Unidades atémicas.
44 Rev. Colomb. Quim., vol.52 , no. 1, pp. 42-48, 2023
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Figura 5. Mapa de contorno del Laplaciano de la densidad electrénica en el punto
critico 98 (isovalor = 0,05).
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Figura 6. Mapas de contorno del Laplaciano de la densidad electronica en el punto
critico de enlace 111y 113 (isovalor = 0,05).

Por su parte, en la interaccion molecular entre el timol y el residuo
CYS145 se observan cuatro puntos criticos de enlace (BCP: 76, 111,
113y 123). Todos estos puntos criticos presentan valores positivos
de Laplaciano (V2p(r) > 0), lo cual es indicativo de una dispersion
de la densidad electronica a lo largo de la ruta de enlace. Adicional-
mente, los valores de energia total (H(r) > 0) positivos son carac-
teristicos de interacciones de capa cerrada (closed-shell en inglés),
es decir, interacciones tipo enlaces idnicos, enlaces de hidrogenos
y Van der Waals. Los valores del Laplaciano electronico y la energia
total en el punto critico de enlace 111 confirman una interaccion
molecular efectiva entre el timol y el residuo CYS145 del tipo de
enlace de hidrogeno. Como se puede observar en la Figura 6, la den-
sidad electrénica del oxigeno asociada a los pares libres de electro-
nes se orienta hacia el atomo de hidrégeno. Ademas, se observa la
formacion de un punto critico de enlace entre el oxigeno del timol
y el grupo -CH de la CYS145 (ver representacion en la Figura 6). La
magnitud de la energia total sugiere una interaccion débil, del tipo
Van der Waals. En este caso, el atomo de hidrégeno del grupo -CH
actlia como un aceptor de electrones provenientes del atomo de
oxigeno. Sin embargo, la naturaleza débil de este enlace se debe a la
falta de un enlace covalente directo entre el hidrégeno y el oxigeno
[42],[43]

10,6947,

so14 /

0.00 = —
0,00 1.64 329 493 6.58 8.22 9.87 11.51
Lengih unit: Botr

Figura 7. Mapas de contorno del Laplaciano de la densidad electrénica en el punto
critico de enlace 76 (isovalor = 0,05).
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Adicionalmente, se observa la formacién de un punto critico de en-
lace entre el 4tomo de azufre del residuo CYS145 y un carbono del
anillo aromatico del timol (ver representacion en la Figura 7). Los
valores del Laplaciano electrénico y de la energia total sugieren una
interaccion covalente o parcialmente covalente de capa cerrada,
debido a que los anillos aromaticos tienen densidades electronicas
altas como consecuencia de la deslocalizacion electronica. Este he-
cho puede afectar la naturaleza y la fuerza de la interaccion entre el
atomo de azufre S19 y el dtomo de carbono C24. Por otra parte, se
observa la formacién de un punto critico de enlace entre un grupo
-CH del timol y otro -CH del residuo CYS145 (ver Figura 8); este tipo
de interaccion es conocida como enlace de dihidrégeno y es muy
similar al enlace de hidrégeno convencional, pero existe una fuerte
interaccion electrostatica entre los atomos de hidrégenos con car-
gas parciales opuestas. Ademas, existe una contribucién de fuerza
de atraccion de Van der Waals [44], [45]. EL valor del Laplaciano
electrdnico obtenido de 0,0142 u.a. se encuentra dentro del rango
reportado para este tipo de interacciones intermoleculares (0,014-
0,139 u.a.) [46].

11.54 L

C30 Timol

9.89

6,594 |

4.95

330

165

0.00 T r T T =
0.00 1.57 313 4.70 6.27 7.83 9.40 1097
Length unit: Bohr

Figura 8. Mapas de contorno del Laplaciano de la densidad electrénica CYS145 en el
punto critico de enlace 123 (isovalor = 0,05).

Funcién de localizacién de electrones

La funcion de localizacion de electrones (ELF) es una herramienta
atil para determinar la probabilidad de localizar pares de electro-
nes. Ademas, ayuda a comprender el comportamiento de los elec-
trones en un sistema molecular. En esta parte, el método ELF fue
utilizado para el estudio de las interacciones entre el timol y los
residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CL del virus SARS-CoV-2.

11,45 V . - = !IJJIIU

r 0,800

+0.700

r 0,600

0.500

0,400

0,300

200

0,100

0,000
4,66 6,21 .17 32 10,87

Length unit: Bohr

Figura 9. Mapa de contorno de la funcion de localizacion de electrones (isovalor =
0,85) para el H54 del timol con los atomos N14 y H12 del residuo HIS41.

En la Figura 9 se muestra el mapa ELF para la interaccion molecular
entre el timol y el residuo HIS41 en el plano para los dtomos H54,
H12 y N14. Este mapa revela zonas de color rojo asociadas a un
caracter covalente, lo cual indica una alta localizacion de electrones,
caracteristica de un enlace covalente, lo que se correlaciona con lo
obtenido por el analisis QTAIM.
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Figura 10. Mapa de contorno de la funcién de localizacion de electrones (isovalor =
0,85) para el timol con los atomos S19y H14 de la CYS145.

Por su parte, en la Figura 10 se presentan los mapas ELF para la
interaccion entre el timol (dtomos C24 y 027) y el residuo CYS145
(atomos S19 y H14). En ambos casos se puede observar que los
pares libres de electrones participan en la interaccion molecular,
tanto para el atomo de azufre (519) como para el atomo de oxigeno
(027). Los pares de electrones libres del oxigeno estan orientados
hacia el atomo de hidroégeno del grupo amino de la CYS145. Este
comportamiento es caracteristico para la formacion de un enlace
de hidrégeno. Finalmente, para el atomo de carbono se observa que
la distribucion electrénica esta influenciada por la naturaleza del
anillo aromatico.

......

0,85) para el timol con el &tomo H43 de la CYS145.

En la Figura 11 se observan los mapas ELF para el timol (dtomos
027 yH52) con el residuo CYS145 (atomo H43). En ambos casos se
muestra que el atomo de hidrogeno del residuo CYS145 interviene
en ambas interacciones moleculares. Adicionalmente, se observan
zonas de alta concentracion electrénica (color rojo) entre el hidro-
geno H52 del timol y el H43 del residuo CYS145 caracteristico de
una interaccion estérica no covalente hidrégeno-hidrogeno, lo cual
corrobora lo observado para el Laplaciano electrénico en la Figura 8
con la presencia de un punto critico de enlace entre el H52 del timol
y el H43 del residuo CYS145 [41].

Método de gradiente reducido de la densidad (RDG)

En el andlisis de interaccién no covalente, uno de los métodos mas
utilizados es el gradiente reducido de la densidad (RDG por sus si-
glas en inglés); este método fue desarrollado por Johnson et al. [30],
[31]y permite obtener la representacion de las interacciones de en-
laces de hidrogenos (H-B), Van der Waals (VdW) y efectos estéri-
cos (E.E.). Adicionalmente, este método distingue las interacciones
débiles como areas de baja densidad electrdnica y bajos gradientes
de densidad reducida, por lo cual a partir de la isosuperficie RDG
podemos identificar las diferentes regiones de interaccion intermo-
lecular simplemente examinando sus colores [47]. En el grafico 2D
de la Figura 12, la zona azul indica la presencia de interacciones no
covalentes fuertes y atractivas como los enlaces de hidrogenos, la
zona roja sefala la presencia de interacciones repulsivas como efec-
tos estéricos y la zona verde muestra la presencia de interacciones
débiles como interacciones débiles de Van der Waals.

En la Figura 12 se observa una isosuperficie de color azul ubica-
da entre el atomo de oxigeno del timol y el grupo N-H del residuo
CYS145, lo cual indica la presencia de un enlace de hidrégeno. Por
su parte, los valores de signo (4,)p permiten determinar la natura-

RDG (au)

signiigle (a.u)

Atraccitn fuerte: Interacciones Repulsidn fuerte
Enlaces de hidrogeno ~ Van der Waals Efectos estéricos C YS] 45

Figura 12. Grafico 2D e isosuperficie de gradiente reducido de la densidad (isovalor
= 0,85) para la interaccion del timol con los residuos HIS41y CYS145 de la proteasa
3CL del SARS-CoV-2.

leza de las interacciones moleculares. Aqui se observd que el enlace

de hidrégeno (H-B) estd comprendido entre -0,030 u.a. <signo(4))
p <-0,020 u.a., mientras que las interacciones moleculares de Van
der Waals (isosuperficie de color verde), en un rango entre -0,010
u.a. <signo (A,)p < 0,010 u.a. Ademas, las isosuperficies de color
rojo indican el efecto estérico que se encuentra en el anillo aroma-
tico del timol, lo que resulta en una fuerte repulsion. Estas interac-
ciones repulsivas se observaron dentro de 0,020 u.a. <signo (4,)p
< 0,030 u.a.

Modelo de gradiente independiente basado en la parti-
cion de Hirshfeld (IGMH)

El modelo de gradiente independiente basado en la particion de Hir-
shfeld (IGMH) permite calcular la densidad electronica y el gradien-
te de la densidad electrénica de una molécula, basado en la parti-
cion de Hirshfeld, el cual consiste en dividir la densidad electrénica
de la molécula en fragmentos atémicos [32], [47]. Adicionalmente,
con este modelo se pueden visualizar y cuantificar las interacciones
intermoleculares e intramoleculares. De alli, la importancia para el
estudio de las interacciones entre el timol y los residuos HIS41 y
CYS145. Uno de los parametros por obtener a través de este mo-
delo es el indice intrinseco de la fuerza de enlace para interacciones
débiles (IBSIW) que permite cuantificar las fuerzas de las interaccio-
nes formadas [48].

CYS145 @) * (0)”
Figura 13. Isosuperficie IGMH para la interaccion entre el timol y los residuos HIS41
y CYS145 de la proteasa 3CLpro.

Tabla 2. indices intrinsecos de la fuerza de enlace obtenidos para las interacciones
entre el timol y los residuos.

Residuos Atomos involucrados # IBSIW (u.a.)
HIS41 R(N11-H12), L(H54-C30) @ 1,2848
R(S19), L(C24) (b) 0,4984
CYS145 R(N13-H14), L(027) (© 1,6519
R(C18-H43), L(027) (d) 0,4317

R: residuo, L: ligando.
Como se puede observar en la Figura 13, el analisis IGMH revela
cuatro interacciones entre el timoly los residuos de la proteasa 3CL.
Las zonas de color azul revelan una alta concentracion de densidad
electrdnica caracteristica de enlaces de hidrogeno; por su parte, las
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zonas de color rojo sefialan una baja densidad electrénica. Los valo-
res de IBSIW permiten ordenar en funcién de la fuerza de la interac-
cion; el enlace de hidrégeno formado entre la CYS145 y el timol es
el de mayor magnitud, lo cual indica una fuerte interaccion.

Conclusiones

Se emplearon métodos computacionales para analizar las interac-
ciones moleculares entre el timol y los residuos clave en el sitio ac-
tivo de la proteasa 3CL del SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos a
través del acoplamiento molecular revelaron que el timol se une al
sitio activo de la 3CLpro, con una energia de interaccion de -3,784
kcal/mol y una constante de inhibicion de 1,29 mM. El mapeo de
las interacciones mostro la formacion de enlaces de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas con los residuos de aminoacidos HIS41,
LEU141, GLY143, SER144, CYS145 e HIS163.

Asimismo, se caracterizaron las interacciones moleculares entre el
timol y los residuos HIS41 y CYS145 utilizando las teorias QTAIM,
ELF, RDG e IGMH. Estas teorias permitieron identificar la presencia
de enlaces de hidroégeno y otras interacciones no covalentes. El ana-
lisis QTAIM mostré puntos criticos de enlace y la existencia de un
enlace de hidrégeno entre el grupo OH del timoly el residuo CYS145
con valores de Laplaciano y densidad de energia total de 0,01036 y
0,0027 u.a. Ademas, ELF revel6 como los pares de electrones libres
en el oxigeno se orientan hacia el hidrogeno en CYS145, lo que fa-
vorece la formacion del enlace de hidrogeno.

Finalmente, los analisis de RDG e IGMH para las interacciones no
covalentes confirmaron la presencia de la formacion del enlace de
hidrégeno entre el timol y la CYS145 y la presencia de interacciones
del tipo Van der Waals con la HIS41. Adicionalmente, en la forma-
cion de estas diversas interacciones el timol puede unirse de forma
efectiva con los residuos CYS145 y HIS41 localizados en la region
activa de la proteasa 3CLpro.
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