Revista UVG 47: 35-46
https://doi.org/10.60885/RepoUVG/RevistaUVG.y2025.n47.m25004.p35-46
Publicado 25 de octubre 2025

ARTICULO DE INVESTIGACION

Analisis in silico de los metabolitos secundarios del ajo y sus
propuestas de modificacion como potenciales antagonistas
de los receptores muscarinicos M3

In silico analysis of garlic secondary metabolites and their
proposed modifications as potential antagonists of muscarinic
M3 receptors

Walter MONTERROSO" & Felipe RAMIREZ'

1Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias y Humanidades. Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala
*Correspondencia: Walter Monterroso: (mon18358@uvg.edu.gt)
Recibido: 22/1X/2024; Aceptado: 24/V/2025

Resumen: El ajo se ha utilizado en diferentes culturas
para aliviar los sintomas del asma. Este contiene metabolitos
secundarios como el ajoeno, aliina y alicina que han
demostrado ser antagonistas efectivos de los receptores
muscarinicos M3. Estos receptores juegan un papel clave
en la patologia del asma y han sido previamente modelados
mediante herramientas computacionales para su estudio.
Proponemos nuevos antagonistas modificando los grupos
funcionales de las moléculas de ajoeno, aliina y alicina
que sean mas eficientes utilizando métodos
computacionales. Los modificamos tomando como
referencia los antagonistas muscarinicos farmacolégicos
conocidos: atropina, ipratropio y tiotropio. Realizamos un
analisis de anclaje molecular usando la interfaz de UCSF
Chimera y comparamos los resultados con los antagonistas
conocidos. Finalmente, demostramos que tres de estas
modificaciones son los mejores candidatos para usarse
como antagonistas del receptor muscarinico M3 debido a
las afinidades obtenidas y a sus propiedades
farmacologicas. Nuestros hallazgos sugieren que los
metabolitos del ajo, particularmente ajoeno, aliina, alicina
y sus respectivas modificaciones, tienen un gran potencial
terapéutico como antagonistas del receptor muscarinico
M3, lo que explicaria el uso tradicional del ajo en el
tratamiento del asma. Asimismo, proponemos nuevos
antagonistas que podrian ser estudiados para el desarrollo
de futuros tratamientos que sean econémicos y disponibles
al ser provenientes de productos vegetales.

Palabras clave: Acoplamiento molecular, ajo, interaccion
ligando-receptor, receptor muscarinico M3, UCSF Chimera.

Abstract: Garlic has been used across various cultures to
help alleviate asthma symptoms. It contains secondary
metabolites - such as ajoene, alliin, and allicin - that have
demonstrated effectiveness as antagonists of muscarinic M3
receptors. These receptors play a key role in the pathology
of asthma and have been previously modeled using
computational tools for their study. Here, we propose novel
antagonists by modifying the functional groups of the ajoene,
alliin, and allicin molecules to enhance their efficiency using
computational approaches. The modifications were designed
using known pharmacological muscarinic antagonists -
atropine, ipratropium, and tiotropium - which served as
reference compounds. We performed molecular docking
analysis using the UCSF Chimera interface, and the results
were compared with those of known antagonists. Finally, our
results identified three of these modified compounds as the
most promising candidates as muscarinic M3 receptor
antagonists, based on their binding affinities and
pharmacological properties. Our findings suggest that garlic
metabolites - particularly ajoene, alliin, and allicin - and their
respective modifications hold significant therapeutic potential
as muscarinic M3 receptor antagonists, supporting the
traditional use of garlic in asthma treatment. Furthermore,
we propose new antagonists that warrant further investigation
for the development of future treatments that are both cost-
effective and accessible due to their plant-based origin.

Keywords: Garlic, ligand-receptor interaction, molecular
docking, muscarinic M3 receptors, UCSF Chimera.
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INTRODUCCION

El asma es una enfermedad que afecta tanto a la poblacion
joven como adulta, la cual causa sibilancias, dificultad para
respirar, opresion en el pecho y tos durante la noche o por la
mafana (Waizel & Waizel 2009; Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades [CDC] 2024). Esta es ocasionada
por la inflamacion de las vias respiratorias y la tension de los
musculos que las rodean, reduciendo asi la cantidad de aire
que puede pasar por estas (CDC 2024). En Guatemala, el
asma afecta principalmente a los menores de 15 afios residentes
en los cascos urbanos del pais (Melgar Toledo 2001; Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social [IGSS] 2007; Maldonado
2012; Isern 11l 2017), los cuales son tratados de manera
recurrente ya que vuelven a ingresar poco después de recibir
atencion médica en hospitales (Maldonado 2012). La prevalencia
del asma en Guatemala ha incrementado en las dltimas décadas
y se prevé que este aumento contine en los afios siguientes
a causa de la contaminacion y factores como el incremento en
la incidencia de infecciones respiratorias virales de
establecimiento temprano por lo que se veran mas casos de
pacientes con dichos sintomas en un futuro (Maldonado 2012).

Para tratar este padecimiento, se han investigado multiples
tipos de farmacos y tratamientos, entre los que se encuentran
los antagonistas muscarinicos. Esto se debe a que los
receptores muscarinicos M3 presentan un rol dominante en la
contraccién del musculo liso de los pulmones, la traquea y los
bronquios, pudiendo asi provocar broncoconstriccion,
constriccion de las vias respiratorias y el aumento de la
produccion de mucosa, los cuales son sintomas del asma
(Casarosa et al. 2010; Buels & Fryer 2012; Kramer 2016;
Cazzola et al. 2021). Entre los farmacos mas utilizados para
este fin, podemos encontrar la atropina, el tiotropio y el ipratropio,
los cuales son utilizados actualmente como complemento para
el tratamiento del asma mediado por los agonistas 32 (Moulton
&Fryer 2011; Buels & Fryer 2012). La eficacia de estos depende
mayormente de la dosis y via de administracion, siendo el
tiotropio el mas efectivo pues se administra una vez al dia y
sus efectos pueden durar hasta 48 horas después de ser
administrado, mientras que la atropina y el ipratropio se deben
de administrar entre tres y cuatro veces al dia. Con la dosis
adecuada, estos han logrado una broncodilatacion significativa
en el asma ocasionado por virus, alergia, aire frio, el asma
nocturna y el broncoespasmo inducido por el ejercicio (Buels
& Fryer 2012).

El asma ha sido tratada de forma tradicional mediante el uso
de plantas medicinales, siendo el ajo una de especial interés,
pues se utiliza en tinturas para tratar estos sintomas (Waizel
& Waizel 2009; Hernandez & Rubio 2017). Los principales
responsables de la actividad bioldgica y farmacoldgica de la
planta son los compuestos organoazufrados (Cérdova
Betancourt 2010; Hernandez & Rubio 2017). Entre estos
metabolitos se encuentran la alicina, E-ajoeno, Z-ajoeno y
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aliina, los cuales ademas se encuentran en una alta abundancia
y han sido ampliamente estudiados a causa de los beneficios
que representan para la salud (Ledezma & Apitz-Castro 2006;
Cérdova Betancourt 2010; Quintero-Fabian et al. 2013;
Hernandez & Rubio 2017). Estos metabolitos son estables en
soluciones acuosas o etandlicas, pudiendo formarse al macerar
el ajo. Las tinturas utilizadas para tratar de manera tradicional
distintas afecciones respiratorias contienen estos compuestos
(Waizel & Waizel 2009; Cérdova Betancourt 2010; Saez & Soto
2010; Hernandez & Rubio 2017; Cedefio Reyes et al. 2020).

Una forma de analizar las propiedades quimicas vy
farmacoldgicas de los metabolitos secundarios in silico es
utilizando el anclaje, o “molecular docking’. Este es un método
bioinforméatico que permite predecir y calcular
computacionalmente la posicién mas favorable de interaccion
entre un ligando y un blanco o receptor a partir de sus
representaciones tridimensionales (Ballon & Grados 2019).
Para estos analisis se pueden utilizar distintos softwares, como
UCSF Chimera, BIOVIA Discovery Studio, Autodock Vina y
ADMETLab 3.0, los cuales utilizamos en este estudio. Estos
programas permiten realizar pruebas in silico entre receptores
y ligandos (Trott & Olso 2010), teniendo como ventaja el no
requerir sujetos de prueba, asi como también el no requerir de
reactivos o laboratorios, logrando asi agilizar la investigacion,
reducir costos y disminuir el tiempo requerido para realizar el
estudio. Uno de los pardmetros utilizados en este tipo de
estudios es la afinidad, la cual determina la fuerza de la
interaccion entre ligando y receptor (Trott & Olson 2010; Fadlan
& Nusantoro 2021). Mientras mas negativo sea el valor de
esta, mas fuerte seré la interaccion entre ligando y receptor y
mejor sera la prediccion del anclaje molecular (Trott & Olson
2010; Fadlan & Nusantoro 2021). Con esta informacion,
buscamos analizar y mejorar moléculas provenientes del ajo
para proponer nuevos antagonistas para el receptor muscarinico
M3 y analizamos sus propiedades in silico.

MATERIALES Y METODOS

Seleccionamos el modelo en formato Protein Data Bank (PDB)
del receptor muscarinico de acetilcolina M3 (cédigo PDB: 4DAJ)
con el antagonista tiotropio (codigo PDB: OHK) en la region de
unién (Kruse et al. 2012). Asimismo, se obtuvieron los modelos
de la atropina (codigo PDB: OIN), tiotropio (codigo PDB: OHK)
y el ipratropio (cddigo PDB: X8M) en formato Structure Data
File (SDF) los cuales se encuentran en la base de datos PDB
(ver Cuadro 1). Por su parte, utilizamos el sitio web
https://molview.org/ para generar los modelos en formato MOL
de las moléculas de ajoeno, aliina y alicina, los cuales fueron
seleccionados debido a su reportada actividad biologica y
farmacoldgica (ver Cuadro 2).

Como preparacion para realizar el anclaje molecular, removimos
el antagonista incluido en los modelos del receptor muscarinico
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Cuadro 1. Antagonistas muscarinicos comerciales de uso
farmacoldgico con su estructura molecular. El cddigo asignado para
las moléculas antagonistas es I.

Table 1. Commercial muscarinic antagonists for pharmacological use
with their molecular structure. Code | was assigned for antagonist
molecules.

Cuadro 2. Metabolitos secundarios del ajo utilizados en las pruebas
de anclaje molecular y como base para los antagonistas propuestos.
El codigo asignado para las moléculas del ajo es A.

Table 2. Secondary metabolites of garlic used in molecular docking
tests and as a basis for the proposed antagonists. Code A was
assigned for the garlic molecules.

Nombre del Cadigo Estructura Nombre del Cadigo Estructura
compuesto asignado compuesto asignado
5 T,
AU WENS i S
Tiotropio 1 %D Alina Al Il i
c
g (E)-Ajoeno A2 N
Ipratropio 12 LE T
D,
- (2)-Ajoeno A3 PG P
Atropina 13 \ O A
Py VLT
o Aliina A A~z

M3 utilizando el programa UCSF Chimera. Posteriormente, se
optimizé la estructura de los antagonistas muscarinicos atropina,
tiotropio e ipratropio, asi como la estructura del receptor
muscarinico de acetilcolina M3 y de los metabolitos secundarios
del ajo seleccionados mediante las herramientas dock prep y
minimize del programa UCSF Chimera. Para esto, utilizamos
los siguientes parametros:

Minimize structure: (1) Steepest descent steps: 100; (2)
Steepest descent step size (A): 0.02; (3) Conjugate gradient
steps: default 10; (4) Conjugate gradient step size (A): default
0.02; (5) Update interval: 10; (6) Fixed atoms: none; (7)
Protonation states for: Histidine; (8) Standard residues: AMBER

ff14SB.

Dock prep: (1) Delete solvent; (2) If alternate locations, keep
only highest occupancy: selenomethionine (MSE) to methionine
(MET); bromo-UMP (5BU) to UMP (U); (3) Change:
methylselenyl-dUMP (UMS) to UMP (U; methylselenyl-dCMP
(CSL) to CMP (C); (4) Incomplete side chains: Replace using
Dunbrack 2010 rotamer library; (5) Add hydrogens; (6) Add
charges; (7) Protonation states for: Histidine; (8) Standard
residues: AMBER ff14SB

Luego de optimizar los modelos, realizamos el anclaje molecular
de la atropina, ipratropio, tiotropio, ajoeno, aliina y alicina en
las cadenas A, B C, y D del receptor muscarinico M3 (codigo
PDB: 4DAJ), utilizando AutoDock Vina en la interfaz de UCSF
Chimera. Los anclajes obtenidos fueron posteriormente
analizados utilizando el programa BIOVIA Discovery Studio
para determinar las interacciones de las moléculas con los
residuos de amino&cidos encontrados en el sitio de unién. A

Revista 47 de la Universidad del Valle de Guatemala (2025)

partir de los resultados obtenidos, seleccionamos la cadena A
y la cadena B para realizar duplicados en los siguientes anclajes
moleculares.

Una vez realizados los anclajes de los antagonistas comerciales
y los metabolitos secundarios del ajo, propusimos cuatro
modificaciones para la alicina, aliina y el ajoeno, tomando como
referencia los grupos funcionales del tiotropio, ipratropio y la
atropina (ver Cuadro 3). Obtuvimos los modelos de las
modificaciones propuestas en formato MOL mediante el sitio
web https://molview.org/ y las optimizamos mediante la
herramienta minimize del programa UCSF Chimera con el
campo de fuerza AMBER ff14SB para asignar las cargas de
los modelos seleccionados. Luego de minimizar los modelos,
realizamos el anclaje molecular de los 12 antagonistas
propuestos en las cadenas A y B del receptor muscarinico M3
utilizando nuevamente AutoDock Vina en la interfaz de UCSF
Chimera. Estos anclajes los analizamos utilizando el programa
BIOVIA Discovery Studio para determinar los aminoécidos que
se encontraban en la region de union.

Al finalizar todos los anclajes moleculares, determinamos las
propiedades farmacoldgicas de los antagonistas propuestos
(AM1 a AM12) y las comparamos con las propiedades
farmacoldgicas de la alicina, aliina y el ajoeno. Para esto
utilizamos el sitio web https://admetlab3.scbdd.com/ donde
evaluamos si las moléculas cumplian con la regla de Lipinsky,
la regla de Pfizer y el criterio Golden Triangle (Lipinski et al.
2001; Johnson et al. 2009). Obtuvimos ademas los valores de
Caco-2 Permeability, Synthetic Accessibility score (SAscore)
y Clearence (Xiong et al. 2021; Lobato-Tapia & Aguilar-Mufioz
2022). Finalmente, determinamos cuéles eran los mejores
antagonistas propuestos a partir de los resultados obtenidos
para las energias de union y sus caracteristicas farmacoldgicas.
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Cuadro 3. Modificaciones propuestas a los metabolitos secundarios
del ajo. El codigo asignado a las moléculas modificadas es AM.
Table 3. Proposed modifications to the secondary metabolites of
garlic. Code AM was assigned for the modified molecules.

Molécula Cadigo Estructura
base asignado
Aliina AMA A
]
AM2 D VY
AM3 o Y
AM4 'S ka
(E)-Ajoeno AM5 oA~
A A A A
AM6 g L
O
AM7 @/‘\/\/u\/\/ ~ /\/\H/
Il
Alicina AM9 YT
AM10 N .
AM11 oy
AN
AM12 't B S i
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RESULTADOS

Al promediar las afinidades obtenidas, observamos que el
antagonista |1 obtuvo afinidades de -8.95 + 0.58 Kcal/mol,
mientras que los antagonistas 12 e I3 obtuvieron afinidades de
-8.5 £ 1.04 Kcal/mol y -8.85 * 0.14 Kcal/mol, respectivamente
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Interacciones entre antagonistas y el receptor muscarinico M3. Las interacciones con los aminoécidos encontrados en el sitio de
union fueron clasificadas en enlaces hidrogeno (HB), interacciones hidrofobicas (HI) o interacciones distintas a las HB y HI (otras).

Table 4. Interactions between antagonists and the muscarinic M3 receptor. The interactions with the amino acids found at the binding site were

classified as hydrogen bonds (HB), hydrophobic interactions (Hl), or interactions other than HB and HI (others).

Cadena Antagonista Afinidad HB HI Otras
(Kcal/mol)
A 11 9.3 ASN507 TYR148, TRP199, TYR148 Pi-Cation,
TRP503, TRP503 Pi-Cation,
TYR529 TYR529 Pi-cation,
ASP147 Pi-cation
12 -8.0 N/A CYS220, TYR529, N/A
TRP525
13 -8.8 TYR529, TYR529, THR231 Unfavorable
TYR148, SER226 donor-donor
LEU225
B 11 8.2 ASN507 ALA238, ALA235, TYR148 Pi-Lone Pair,
TRP503, TRP199, TYR529 Pi-cation.
TYR529 ASP147 Pi-Cation
12 9.8 N/A THR234, TYR529 Pi-cation.
TYR148, ASP147 Pi-Cation
TYR529,
ALA238, VAL155
13 8.9 ASN507 ASP147, ALA235 ASP147 Pi-Cation,
TYR529 Pi-Cation
C 11 9.5 ASN507 ASP147, TRP503, TYR529 Pi-cation.
TRP199, TYR529, ASP147 Pi-Cation
ALA238, ALA235
12 -14 ASN513 ASN526, THR231, N/A
LEU225, ILE222
13 8.9 ASN152, ALA235, ALA238. ASP147 Atractive Charge
ASN507 ASP147
D 11 8.8 ASN507 SER151, ALA238, TYR148 Pi-Pi,
TRP199, TRP500, TRP199 Pi-Pj,
TYR148, TYR529 TYR529 Pi-Cation,
ASP147 Pi-Cation
12 8.8 N/A TYR529, ALA238,
TYR148,
SER151
13 -8.6 ASN507 ALA235, TYR148, TYR148 Pi-Cation,
TYR529, ASP147, ASP147 Pi-Cation
SER151
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Cuadro 5. Interacciones de los metabolitos secundarios del ajo con el receptor muscarinico M3. Las interacciones con los aminoacidos encontrados
en el sitio de union fueron clasificadas en enlaces hidrégeno (HB), interacciones hidrofobicas (HI) o interacciones distintas a las HB y HI (otras).
Table 5. Interactions of garlic secondary metabolites with the muscarinic M3 receptor. The interactions with the amino acids found at the binding site
were classified as hydrogen bonds (HB), hydrophobic interactions (HI), or interactions other than HB and HI (others).

Cadena Compuesto Afinidad HB HI Otras
(Kcal/mol)
A A1 4.4 SER151, N/A TYR148 Pi-Cation
TYR148
A2 5.2 ASN507 TRP503, TYR148, N/A
TRP199, ALA238,
ALA235
A3 5.5 ASN507 ALA238, VAL155, N/A
TRP199, TYR148,
TRP503, CYS532
Ad 5.2 SER151 TRP503, TYR506, TYR148 Salt Bridge,
CYS532, ASP147 Pi-cation
SER151, TYR529.
B A1 -4.6 SER151 ALA238, VAL155, N/A
TRP503, CYS532,
TYR529, TYR506
A2 5.5 N/A TRP503, TYR506, N/A
TYR148, TYR529,
ALA238, VAL155
A3 5.1 TYR148, TRP503, N/A
ASN507 TYR533, CYS532,
TRP199, ILE116,
ALA238
Ad 5.1 ALA238, TYR506, TYR529, N/A
ASN507 CYS532, SER151,
ASN152
c A1 4.2 SER151 N/A TYR148 Pi-Cation
TYR148
A2 5.3 ASN507 TYR148, ALA238,TRP199, N/A
ALA235, VAL510, CYS532,
TYR529, TYR506
A3 5.4 N/A TYR148, ALA238, SER151
VAL510, ALA235, Unfavorable
TYR506, TYR529, Acceptor
CYS532 Acceptor
Ad 5.2 ASN507, CYS532, TYR5086, N/A
ASN152. TYR529, SER151,
ALA238 ASN152
D A1 4.5 ASN507 TYR506, CYS532, TYR503 Pi-Cation
TYR529
A2 5.3 TYR148 ALA238, PHE239, N/A
TRP503, CYS532,
TYR533, ILE116
A3 5.1 N/A ALA238, ALA235, N/A
TRP199, TYR148,
TRP503, CYS532,
TYR533
Ad 5.1 ALA238, ASN152 N/A
ASN152, .
TYR148

Las moléculas A1, A2, A3 y A4 obtuvieron afinidades promediadas de -4.42 + 0.17 Kcal/mol, -5.32 £ 0.13 Kcal/mol, -5.35 + 0.21 Kcal/mol y -5.15 +

0.06 Kcal/mol, respectivamente (Cuadro 5).
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Cuadro 6. Interacciones de las modificaciones propuestas con el receptor muscarinico M3. Las interacciones con los aminoacidos encontrados
en el sitio de union fueron clasificadas en enlaces hidrégeno (HB), interacciones hidrofobicas (HI) o interacciones distintas a las HB y HI (otras).
Table 6. Interactions of the proposed modifications with the muscarinic M3 receptor. The interactions with the amino acids found at the binding
site were classified as hydrogen bonds (HB), hydrophobic interactions (HI), or interactions other than HB and HI (others).

Cadena Compuesto Afinidad HB HI Otras
(Kcal/mol)
A AM1 5.4 ASN507, ALA238, N/A ASN152
SER151,TYR148 Unfavorable
Acceptor-Acceptor,
TRP199, SER151
Unfavorable
Acceptor-Acceptor
AM2 5.7 ASP147, SER151 ASP147, TYR529 TYR148 Pi-Cation
AM3 -1.2 ASN507, SER151, ALA235, ASP147 TYR148 Pi-Pi,
ASP147 TYR148 Pi-Cation
Am4 6.6 ASN152, SER151, TRP503, TYR529, TYR529 Pi-Pi,
TYR148 CYS532 TRP503 Pi-Cation
AM5 6.0 TYR148, ASN507, ASN152 ASP147 Salt bridge
SER151
AM6 6.5 N/A TRP503, TYR148, ASP147 Pi-Anion
TRP199, TYR506,
ALA235, CYS532,
TYR529, ASN507
AMm7 5.8 ASN507 TYR506, TYR148, SER151
CYS532, ALA235 Unfavorable
Acceptor-Acceptor,
TYR529 Pi-Pi,
TRP503 Pi-Pi
AM8 6.6 ASN507, CYS532 TRP503, TYR506, TYR148 Pi-Pi
TYR148, ALA235
AM9 5.5 TYR148, SER151, ASN152, TYR148, ASP147 Pi-Cation,
ASP147, ASN507 TRP503 TYR148 Pi-Cation,
TRP503 Pi-Cation,
SER151
Unfavorable
Acceptor-Acceptor
AM10 6.4 N/A ALA235, TRP503, TYR529 Pi-Pi,
TYR148, CYS532, TRP503 Pi-Pi
TYR529
AM11 -1.0 SER151, ASN507, ALA235, TYR148 Pi-Pi
TYR148
AM12 6.5 N/A TY506, TRP503, TRP503 Pi-Pi,
ALA235, SER151, TYR148 Pi-Pi,
CYS532
B AM1 5.3 ASN507 ALA238 N/A
AM2 5.5 SER151, ASN507, SER151, ASN152 TRP503 Pi-Cation,
ASN152 TYR506 Pi-Cation
AM3 -1.0 ASN507, SER151, CYS532, THR234 TRP503 Pi-Pi,
THR231 TYR148 Pi-Pi,
TYR529 Pi-Pi
AM4 6.5 SER151 TRP503, TYR148, SER151
ALA235, ILE222, Unfavorable
LEU225 Acceptor-Acceptor
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Cadena Antagonista Afinidad HB HI Otras
(Kcal/mol)
B AM5 5.3 SER151, ASN507 TYR506 TYR148 Pi-Cation,
ASP147 Salt bridge
AM6 -19 ASN507, ASN152, CYS532, TRP503, TYR529 Pi-Pi,
SER151 PHE239, ALA238, TYR148 Pi-Pi,
TRP525, ALA235 TRP503 Pi-Pi,
TRP525 Pi-Pi
AM7 6.9 TYR529, TYR148 ALA235, TYR506, TYR529 Pi-Pi,
LEU225, CYS532 TYRS506 Pi-Pi
AM8 6.5 SER151 ILE222, LEU225, SER151
ALA235, TYR148, Unfavorable
TRP503 Acceptor-Acceptor
AM9 5.2 SER151. ASN507 ASN152, TRP503 ASP147 Salt bridge
AM10 6.2 ASN507 TYR506, TYR148, TRP503 Pi-Cation,
ALA235 SER151 Unfavorable
Acceptor-Acceptor
AM11 6.9 ASN507, ASP147 TYR148, ALA238, SER151
VAL155 Unfavorable
Acceptor-Acceptor
TRP503 Pi-Cation,
TRP506 Pi-Cation
AM12 -1.3 TYR506 CYS532, ILE222, TYR529 Pi-Pi,
LEU225 TRP503 Pi-Pi

Cuadro 6 demuestra los resultados obtenidos a partir del anclaje
molecular de las modificaciones realizadas a los metabolitos
secundarios del ajo. Las modificaciones que obtuvieron los mejores
puntajes de afinidad fueron las moléculas AM3 (-7.1 + 0.14
Kcal/mol), AM4 (-6.55 £ 0.07 Kcal/mol), AMG (-7.2 £ 0.99 Kcal/mol),

AMY (-6.36 % 0.78 Kcal/mol), AM8 (-6.55 £ 0.07 Kcal/mol), AM10
(-6.30 £ 0.14 Kcal/mol), AM11 (-6.95 + 0.07 Kcal/mol), AM12 (-
6.90 £ 0.57 Kcal/mol). Las modificaciones con al menos un anillo
aromatico, tiofeno 0 amina poseen mejores resultados al momento
de realizar el anclaje molecular.

Cuadro 7. Parametros farmacoldgicos de los antagonistas propuestos. El SA score (Synthetic Accessibility score), es el parametro que mide
la complejidad de sintetizar la molécula. El CL, (plasma clearance) representa el volumen de farmaco eliminado de la sangre por unidad
de tiempo .

Table 7. Pharmacological parameters of the proposed antagonists. The SA score (Synthetic Accessibility score) is a parameter that measures
the complexity of synthesizing a molecule. CL,,, (plasma clearance) is the volume of drug eliminated from the blood per unit of time.

Nombre Regla de Lipinski Golden Triangle CL,ja5ma (Ml/min/kg) Permeabilidad Caco-2 (log cm/s) SA score
11 Aceptada Aceptada 7.698 -5.210 5.0
12 Aceptada Aceptada 8.887 -5.012 4.0
13 Aceptada Aceptada 10.68 -4.707 3.0

AM1 Aceptada Aceptada 2.558 -5.952 4.0
AM2 Aceptada Aceptada 2.386 -5.993 4.0
AM3 Aceptada Aceptada 3.646 -5.678 3.0
AM4 Aceptada Aceptada 2.734 -5.685 4.0
AMS Aceptada Aceptada 4195 -5.796 4.0
AM6 Aceptada Aceptada 4.475 -5.531 4.0
AM7 Aceptada Aceptada 10.14 -4.909 4.0
AM8 Aceptada Aceptada 4.000 -5.714 4.0
AM9 Aceptada Aceptada 3.596 -6.162 4.0

AM10 Aceptada Aceptada 9.095 -5.109 5.0

AM11 Aceptada Aceptada 5.486 -5.570 3.0

AM12 Aceptada Aceptada 7.139 -5.062 3.0
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Luego de analizar las propiedades farmacolégicas de los
antagonistas conocidos y de los metabolitos modificados,
determinamos que todas las moléculas cumplen con la regla de
Lipinski y el criterio de Golden Triangle. Asimismo, Unicamente

las moléculas AM7, AM10, y AM12 cuentan con valores adecuados
de depuracion y de permeabilidad Caco-2. Finalmente, todas las
moléculas obtuvieron valores menores a 5 para el SAscore, lo
cual indica que poseen una baja dificultad para sintetizarse.

Figura 1. Superposicion de las moléculas AM7, AM10 y AM12, sobre la molécula de tiotropio en la regién de union. El tiotropio esta resaltado en rojo, para contrastar con

las moléculas AM7 (A), AM10 (B) y AM12 (C).

Figure 1. Superposition of molecules AM7, AM10 and AM12, on the tiotropium molecule at the binding site. Tiotropium is highlighted in red, in order to contrast with

molecules AM7 (A), AM10 (B) y AM12 (C).

DISCUSION

Para llevar a cabo la metodologia, utilizamos el modelo del
receptor muscarinico de acetilcolina M3 propuesto por Kruse
et al. (2012), con codigo PDB: 4DAJ. De acuerdo con Kruse
et al. (2012) este modelo fue realizado a partir del receptor
muscarinico M3 de Rattus norvegicus, el cual fue seleccionado
debido a que cuenta con diferencias minimas con respecto al
receptor muscarinico M3 de los humanos y a que se le han
realizado una mayor cantidad de estudios bioquimicos,
mutagénicos y farmacoldgicos.

El modelo 4DAJ cuenta con cuatro cadenas (A, B, Cy D) con
modificaciones minimas en su secuencia. A pesar de que Kruse
et al. (2012) llevé a cabo sus estudios utilizando unicamente
la cadena A, realizamos el anclaje molecular del tiotropio (11),
ipratropio (12), atropina (13), alicina (A1), E-Ajoeno (A2), Z-
Ajoeno (A3) y Aliina (A4) con las cuatro cadenas encontradas
en el modelo 4DAJ. De esta forma determinamos las afinidades
de los compuestos seleccionados en las cuatro cadenas,
permitiendo asi seleccionar la cadena que se adecue mejor a
nuestras modificaciones.

Las interacciones con los amino&cidos encontrados en el sitio
de unién fueron clasificadas segun el tipo de enlace que forman,
pudiendo ser enlaces hidrégeno (HB), interacciones hidrofébicas
(HI) o interacciones distintas a las HB y HI (otras). Es importante
mencionar que las interacciones Pi-alkyl, alkyl, Pi-sigma, Pi-
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Pi'y Pi-Sulfur, fueron clasificadas como interacciones HI (ver
Cuadro 4-6), tal como sugieren Ibrahim et al. (2021) y Vinod
et al. (2023).

El antagonista 1 obtuvo afinidades mas bajas (-8.95 £ 0.58
Kcal/mol) que los antagonistas 12 (-8.5 + 1.04 Kcal/mol) e 13
(-8.85 £ 0.14Kcal/mol) (Cuadro 4 y 8). Esto puede deberse a
que este compuesto presenta una mayor selectividad hacia el
receptor muscarinico M3 en comparacion a la que muestran
los compuestos 12 e 13, lo cual se ha descrito previamente por
Moulton & Fryer (2011) y por Buels & Fryer (2012).

A partir de los anclajes realizados con las moléculas 11, 12 e
13, logramos apreciar que aquellos con la mejor afinidad
presentan interacciones con los aminoacidos TYR529 y/o
ASP147, siendo ambas interacciones Pi-Cation (Cuadro 4).
Probablemente las interacciones Pi-Cation juegan un rol
importante en el anclaje de la acetilcolina (ver Gallivan &
Dougherty 1999) siendo ademas que este tipo de interacciones
han sido encontradas en anclajes de antagonistas muscarinicos
con el receptor muscarinico M3 (ver Kim et al. 2024). Las
moléculas A1, A2, A3 y A4 obtuvieron afinidades entre -4.42
+0.17 y -5.35 £ 0.21 Kcal/mol (Cuadro 5). Estas afinidades
son menores a las obtenidas con las moléculas 11, 12 e 13, lo
cual indica que los metabolitos secundarios del ajo forman
complejos de menor estabilidad que los antagonistas
comerciales.
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Las afinidades obtenidas por las moléculas A1, A2, A3 y A4
muestran que estas moléculas tienen un alto potencial como
antagonistas del receptor muscarinico de acetilcolina M3. Esto
ultimo puede explicar el por qué las tinturas de ajo son utilizadas
tradicionalmente para tratar el asma (Cedefio Reyes et al.
2020), ya que los metabolitos azufrados del ajo podrian actuar
como antagonistas del receptor muscarinico de acetilcolina
M3, reduciendo a su vez los efectos de broncoconstriccion,
constriccion de las vias respiratorias y el aumento de la
produccién de mucosa, ocasionados por la accion de dicho
receptor. Estos anclajes mostraron que los metabolitos
secundarios con los mejores resultados forman interacciones
con los aminoacidos TYR148 y/o TRP503 (Cuadro 5). En el
caso del aminoacido TYR148 se pudieron encontrar
interacciones Pi-Alkyl, Pi-Sulfur y HB, teniendo afinidades mas
negativas cuando la interaccion era del tipo Pi-Alkyl. Por otra
parte, las interacciones formadas por el aminoacido TRP503
fueron del tipo Pi-Sigma, Pi-Alkyl o Pi-Sulfur, mostrando
resultados similares para los tres tipos de interaccion.

Al'momento de proponer las modificaciones para los metabolitos
secundarios del ajo (moléculas AM1 a AM12), tomamos en
cuenta los distintos grupos funcionales de los antagonistas I1,
12, 13. Debido a esto, las modificaciones propuestas contienen
aminas, anillos aromaticos, tiofenos y grupos funcionales
oxigenados (Cuadro 1y 3).

Mediante los resultados obtenidos en los anclajes de las
moléculas AM1 a AM12 (Cuadro 6), se aprecia que las
modificaciones con mejores resultados (superiores a -6 kcal/mol)
tienen al menos un anillo aromatico, tiofeno 0 amina, obteniendo
mejores valores de afinidad cuando dos 0 méas de estos grupos
estaban presentes en las moléculas. Estas modificaciones
contenian una combinacién del grupo amino y aromatico (AM3,
AM7 y AM11), grupo amino y tiofeno (AM4, AM8 y AM10) o
grupo amino, tiofeno y anillo aromatico (AM6 y AM12). A partir
de estos resultados y de los obtenidos a partir del anclaje de
los antagonistas 11, 12 e I3, se observa que el receptor
muscarinico de acetilcolina cuenta con una alta afinidad por
los compuestos que cuentan con dobles enlaces conjugados,
aminas y compuestos azufrados. Esto se explica debido a que
los residuos del receptor muscarinico de acetilcolina tienen la
capacidad de formar enlaces Pi-Alkyl, Pi-Sulfur, Pi-sigma, Pi-
Pi'y Pi-Cation con este tipo de moléculas (Gallivan & Dougherty
1999; Stornaiuolo et al. 2013; Kim et al. 2024).

Las modificaciones y los antagonistas conocidos cumplen con
la regla de Lipinski y el criterio de Golden Triangle (Cuadro 7).
Las moléculas que cumplen con la regla de Lipinski cuentan
con una buena absorcion o permeabilidad, mientras que las
que cumplen con el parametro Golden Triangle son permeables,
metabolicamente estables y son fuertes candidatos para ser
utilizados como farmacos (Lipinski et al. 2001; Johnson et al.
2009). Debido a esto, se infiere que las modificaciones realizadas
podrian utilizarse para producir farmacos en un futuro.
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Lobato-Tapia & Aguilar-Mufioz (2022) y Xiong et al. (2021)
explican que los valores de depuracion Clyisma indican la
exposicion del farmaco en la circulacion sistémica, el cual es
un componente clave para determinar las dosis terapéuticas
de un farmaco. Segun Xiong et al. (2021) estos valores se
clasifican en tres tipos: (1) depuracién alta (mayor a 15
mi/min/kg), (2) depuracion moderada (entre 5y 15 ml/min/kg)
y (3) depuracion baja (menor a 5 mi/min/kg). Los resultados
obtenidos indican que las modificaciones propuestas cuentan
con una baja depuracion, siendo las Unicas excepciones las
moléculas AM7, AM10, AM11 y AM12, las cuales cuentan con
una depuracién moderada (Cuadro 7). Asimismo, Xiong et al.
(2021) indican que las lineas celulares de adenocarcinoma de
colon humano (Caco-2) se utilizan como alternativa al epitelio
intestinal humano para estimar la permeabilidad de los farmacos
in vivo, debido a que ambas comparten similitudes morfoldgicas
y funcionales, permitiendo asi que la permeabilidad de las
células Caco-2 sea un parametro relevante para el desarrollo
de farmacos. De igual, Xiong et al. (2021) sugieren que el valor
recomendado para este parametro sea mayor a -5.15 log(cm/s),
por lo cual es facil apreciar que todas las modificaciones
propuestas en el presente estudio cuentan con una baja
permeabilidad Caco-2, siendo las Unicas excepciones las
moléculas AM12, AM10 y AM7.

Calculamos el valor del SAscore para las modificaciones
propuestas, obteniendo valores menores a cinco para todas
las moléculas, lo que indica que las modificaciones propuestas
tienen una baja dificultad para sintetizarse, ya que solo se
considera que una molécula es dificil de sintetizar si esta tiene
una SAscore mayor a seis (Xiong et al. 2021). A partir de las
afinidades obtenidas y las propiedades farmacoldgicas
evaluadas, determinamos que las modificaciones que muestran
un mayor potencial como farmaco antagonista del receptor
muscarinico M3 son las moléculas AM7, AM10, y AM12 (Fig.
1). Estos fueron seleccionados debido a que presentan las
mejores propiedades farmacoldgicas en comparacion con el
resto de las modificaciones de la misma molécula base;
asimismo, las tres moléculas obtuvieron un resultado favorable
al realizar el anclaje con el receptor muscarinico M3.

Finalmente, es importante recalcar que, a pesar de los multiples
beneficios que presentan los estudios computacionales, estos
no reemplazan por completo los estudios in vivo, por lo que
recomendamos realizar ambos tipos de estudio para determinar
posibles efectos secundarios ocasionados por metabolitos
derivados del farmaco (Zakharov & Lagunin 2014). Asimismo,
se deben de tener en cuenta limitaciones como la potencia
computacional requerida y la procedencia de las proteinas
estudiadas, ya que en su mayoria estas son de procedencia
animal, por lo que recomendamos realizar estudios in vivo para
confirmar los resultados obtenidos mediante los ensayos
computacionales (Zakharov & Lagunin 2014).
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