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Resumen. 

Título: Identificación de metabolitos secundarios de plantas como posibles agentes antivirales 

contra el virus del dengue teniendo como diana farmacológica la proteína NS2B/NS3pro. 

Autores: Yilber N. Cárdenas-Florez, Luis C. Vesga, Stelia C. Méndez-Sánchez. 

Palabras clave: Virus del dengue, Metabolito secundario, Pelargonidina 3-arabinósido, 

complejo proteico NS2B/NS3pro 

El dengue es una enfermedad tropical causado por la infección del virus del dengue (DENV). 

Se estima que anualmente se producen cerca de 390 millones de infecciones. A pesar de los 

esfuerzos para el desarrollo de compuestos antivirales contra el DENV, aún no existe un 

tratamiento antiviral o vacuna efectiva. Una de las dianas farmacológicas establecidas para el 

desarrollo de fármacos es el complejo proteico NS2B/NS3pro debido a su rol importante 

durante el proceso del ciclo viral. En la presente investigación, empleamos técnicas 

computacionales, tales como docking molecular y dinámica molecular, con el fin de evaluar la 

estabilidad de metabolitos secundarios de plantas al interaccionar con el complejo proteico 

NS2B/NS3pro para postularlos como posibles inhibidores. A partir de lo anterior, se determinó 

que la pelargonidina 3-arabinósido presenta interacciones tipo puente de hidrógeno con 

residuos de la triada catalítica His-51, Asp-75 y Ser-135, al igual que residuos claves para el 

procesamiento y reconcomiendo del sustrato tales como la Gly-133 y Gly-153. Adicionalmente, 

este compuesto logra tener una estabilidad en el sitio predicho por el docking molecular a lo 

largo de 200 ns de simulación. Lo anterior, junto con sus propiedades ADMET predichas y 

estudios de biodisponibilidad de sus derivados, se puede sugerir a la pelargonidina 3-

arabinósido como compuesto que contribuye a la posible inhibición del complejo proteico 

NS2B/NS3pro. 

                                                 
 Trabajo de Grado 
 Facultad de Ciencias, Escuela de Química. Director: Dr. Stelia Carolina Méndez 

Sánchez. Codirector: Dr. Luis Carlos Vesga 
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Abstract 

Title:  Identification of plant’s secondary metabolites as potential antiviral agents against 

dengue virus targeting the NS2BNS3pro protein complex. 

Authors: Yilber N. Cárdenas-Florez, Luis C. Vesga, Stelia C. Méndez-Sánchez. 

Keywords: Dengue virus, secondary metabolite, Pelargonidin 3-arabinoside, 

NS2B/NS3pro protein complex. 

Dengue is a tropical disease caused by dengue virus (DENV) infection. There are an 

estimated 390 million infections each year. Despite major efforts to develop anti-DENV 

compounds, there is still no antiviral treatment or effective vaccine. One of the main 

targets to develop new drugs is the NS2B/NS3pro complex due to its important role 

during the viral cycle. In this investigation, we used computational technics such as 

molecular docking and molecular dynamics simulations to test the stability of plant’s 

secondary metabolites after the interaction with the NS2B/NS3pro protein complex to 

suggest it as a lead compound. Based on the above, we determine that pelargonidin 3-

arabinoside shows strong interactions with catalytic triad residues His-51, Asp-75, and 

Ser-135 as well as key amino acid residues for the correct processing and recognition of 

substrates like Gly-133 and Gly-153. Additionally, this compound reaches stabilities on 

the site predicted by molecular docking through the 200 nm simulation. These results, as 

well as the predicted ADMET properties and previous bioavailability studies of its 

derivate, we can suggest pelargonidin 3-arabinoside as a compound that contributes to 

possible inhibition of the NS2B/NS3pro protein complex. 

                                                 
 Degree Work 
 Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Dr. Stelia Carolina 

Méndez Sánchez. Codirector: Dr. Luis Carlos Vesga 
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Introducción. 

El virus del dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae y se clasifica 

dentro del género Flavivirus, el cual incluye patógenos letales como el virus de la 

fiebre amarilla, virus del Zika y virus del Nilo Occidental.  Su principal vector es el 

mosquito Aedes aegypti por lo que las infecciones del DENV poseen mayor 

prevalencia en regiones tropicales y subtropicales donde el mosquito es endémico. 

Debido a esto, el DENV es considerado como una infección viral reemergente, 

transmitida por mosquitos, que posee las tasas de mortalidad y morbilidad más altas 

a nivel mundial, con una importante distribución geográfica e incidencia de la 

infección viral (Du et al., 2021; Higuera & Ramírez, 2019; Leonel et al., 2018) 

El DENV se clasifica en cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y 

DENV-4) los cuales han aumentado de manera drástica su incidencia a nivel mundial. 

En 1970 solo nueve países habían sufrido epidemias causadas por el DENV, sin 

embargo, en la actualidad este virus está catalogado como endémico en más de 100 

países distribuidos principalmente en regiones tropicales y subtropicales (Jing & 

Wang, 2019; World Health Organization, 2022). Se estima que cerca de 3.9 billones 

de personas actualmente viven regiones con alto riesgo de infección (Gutierrez-

Barbosa et al., 2020). En Colombia para año epidemiológico 2022 se reportaron ante 

la OMS 69.497 casos de DENV con una mayor incidencia del DENV-1 (Gutierrez-

Barbosa et al., 2020; Oganización Panamericana de la Salud, 2023). A pesar de lo 

anterior, hasta el momento no se cuenta con un tratamiento efectivo y confiable  por 

lo que se urge el desarrollo de fármacos antivirales para tratar la infección del DENV 

(J. S. Lee et al., 2018; Nivarthi et al., 2021; Tran et al., 2020; W. H. Wang et al., 
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2020). Con el fin de combatir la problemática anterior, se han hecho esfuerzos para 

el desarrollo de fármacos antivirales contra el DENV tomando como diana 

farmacológica principalmente proteínas no estructurales (Kronenberger et al., 2021; 

Lim et al., 2020a).  Este desarrollo de nuevos fármacos es un proceso muy complejo 

y costoso el cual requiere de años para la obtención del producto final. Con el fin de 

reducir los anteriores factores y acelerar el proceso para la obtención de fármacos, se 

ha dado uso de herramientas moleculares tales como docking molecular y dinámica 

moléculas.  

En el presente estudio, se usó herramientas computacionales como Qikpro, 

docking molecular, Prime MM-GBSA y finalmente simulaciones de dinámica 

molecular para evaluar la estabilidad de los metabolitos secundarios de plantas en el 

complejo proteico NS2B/NS3pro. A partir de lo anterior, se logró la identificación de 

la pelargonidina 3-arabinósido como posible inhibidor del complejo proteico 

NS2B/NS3pro debido a sus interacciones, principalmente tipo puente de hidrógeno, 

con residuos relevantes para el procesamiento y reconocimiento del sustrato. 

A continuación, se abordará un marco de referencia con el fin de comprender 

más a fondo la metodología usada en el presente trabajo, relevancia y función del 

complejo proteico NS2B/NS3pro y el rol de los metabolitos secundarios como fuente 

de fármacos. 

1. Marco de referencia y antecedentes 

 

El DENV es miembro del género Flavivirus, familia Flaviviridae,el cual es 

transmitido principalmente por el mosquito Aedes aegypti (Leonel et al., 2018; 
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Mustafa et al., 2015). Estimaciones sugieren que anualmente existen 390 millones de 

infecciones,  lo cual ha causado un significante impacto en la economía y salud de 

más 100 países donde el virus es endémico (Gubler, 2011; Kularatne & Dalugama, 

2022). Factores como el cambio climático, la expansión de la urbanización y el 

crecimiento de la población pueden inducir un aumento de las áreas endémicas del 

del mosquito vector y, por ende, una mayor cantidad de infecciones a las estimadas 

(Gubler, 2011). Los casos de infección por DENV son acompañados con síntomas 

clínicos como fiebre alta, dolor de cabeza, dolor muscular, náuseas y vómito que 

pueden desarroparse a condiciones más complejas como el síndrome de shock del 

dengue o fiebre hemorrágica del dengue (Halsey et al., 2012). 

 El DENV se divide en cuatro serotipos diferentes (DNV-1, DNV-2, DNV-3, 

DNV-4) los cuales consisten en un RNA de cadena positiva compuesto por una región 

no traducida en el extremo 5’ seguido de un marco de lectura abierto y, finalmente, 

una última región no traducida en el extremo 3’ (Leonel et al., 2018; Mustafa et al., 

2015). Después de que este ARN es liberado en el citoplasma de la célula huésped, 

es traducido por ribosomas en el retículo endoplásmico (RE). Esto da como resultado 

una única poliproteína anclada en la membrana del RE que, mediante proteasas 

celulares y virales, es hidrolizada en tres proteínas estructurales: La proteína C 

(Cápside), prM (precursor de membrana), E (Envoltura); y siete proteínas no 

estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Figura 1) 
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Figure 1: Poliproteina viral y los sitios de hidrólisis realizados por 

proteasas. 

 

Nota. *Las flechas en rojo representan los sitios de hidrólisis realizados por el 

complejo proteico NS2B/NS3pro. Las flechas en azul, rosa pálido y verde son los 

sitios de escisión llevados a cabo por demás proteasas celulares. Adaptado de Meng 

et al., 2015 

 

1.1. Estructura del virón 

 

El virón del DENV posee una organización de las proteínas envolvente de una 

forma icosaédrica, con un núcleo esférico compuesto principalmente por las proteínas 

cápside (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Las proteína cápside se encuentran unidas al 

ARN viral que a su vez está rodeado por una bicapa lipídica derivada de la célula 

huésped (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). En esta bicapa lipídica se encuentran 
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ancladas las proteínas M y E. La proteína M es un fragmento proteolítico, de 

aproximadamente 8kDa, que proviene de  prM (proteína de precursor de membrana) 

(Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Por otro lado, la proteína de E, con un tamaño de 53 

kDa,  está compuesto por tres dominios (DI, DII y DIII)  organizados en homodímeros 

orientados de cabeza a cola en la superficie de la partícula viral (Figura 2) (Klein et 

al., 2013; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).  

Figure 2: Estructura del virón maduro del DENV. Imagen adaptada de 

Zhang et al., 2021 

 

 

El RNA contenido dentro de la partícula viral contiene la información 

genética necesaria para la codificación tanto de las proteínas estructurales como las 

no estructurales las cuales cumplen funciones importantes durante el ciclo viral. por 
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ende, en el siguiente apartado se dará una descripción general de cada una de estas 

proteínas con un mayor énfasis en el complejo proteico de interés.   

1.2. Proteínas No Estructurales (NS). 

 

Las proteínas NS son expresadas en la célula huésped y no hacen parte de la 

estructura de la  partícula viral, sin embargo, cumplen un rol muy importante en  la 

replicación del ARN viral debido a que se organizan de tal forma que impulsan la 

formación orgánulos de replicación en la membrana del RE  (Dey et al., 2021; 

Velandia & Castellanos, 2011).  Por lo anterior, es necesario comprender la función 

de cada una de las proteínas NS 

Proteína no estructural NS1: Es una glicoproteína de aproximadamente 48 

kDa, altamente conservada en los Flavivirus, comparte una similitud de 

aproximadamente del 70% en la secuencia entre los cuatro serotipos del DENV (H.-

R. Chen et al., 2018; Płaszczyca et al., 2019; Songprakhon et al., 2020). Esta proteína 

es expresada como monómero en la célula infecta, sin embargo, después de 

modificaciones post-traduccionaless en el RE, una parte de estas se ancla en la 

superficie de la célula huésped como homodímero a través de diferentes vías; 

mientras que otra parte es constantemente secretada al espacio extracelular.  Por ende, 

la proteína NS1 se destaca por ser un objetivo en el diagnóstico de la infección por 

DENV y su presencia en plasma sanguíneo se correlaciona con la severidad de la 

enfermedad (H.-R. Chen et al., 2018; Libraty et al., 2002; Paranavitane et al., 2014). 

Por otro lado, la proteína NS1 es requerida para la replicación de RNA y para el 
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ensamblaje del virus por lo que también ha sido estudiado como blanco terapéutico 

(Płaszczyca et al., 2019; Songprakhon et al., 2020).  

Proteína no estructural 2A (NS2A): En los Flavivirus, la proteína no 

estructural NS2A es una proteína hidrófoba de aproximadamente de 22 kDa que 

contiene diversos dominios de transmembrana asociados al RE (Xie et al., 2013). 

Juega un rol importante en la replicación viral y ensamblaje del virón. Interacciona 

con las proteínas claves como la proteína no estructural 3 (NS3) y proteína no 

estructural 5 (NS5) mejorando así la replicación (Nemésio et al., 2014; Xie et al., 

2019). Específicamente en el DENV, esta proteína atrapa RNA viral proveniente de 

la transcripción y proteínas estructurales dentro del sitio de ensamblaje, regula el 

procesamiento proteolítico de las proteínas C-prM y del ARN a través de la región 

3’UTR dando como resultado la encapsidación del genoma viral (Xie et al., 2019).  

Proteína no estructural 2B (NS2B): La proteína no estructural 2B s una 

proteína hidrofóbica transmembrana que actúa como cofactor del dominio proteasa 

de la proteína NS3 (NS3pro) para que esta lleve a cabo el reconocimiento y proteólisis 

de la poliproteína (Lin et al., 2017). Precisamente, la parte N-terminal que 

comprenden los residuos 49-97 son los responsables en la inducción del cambio 

conformacional para que el dominio proteasa de la NS3pro lleve a cabo su actividad 

catalítica  debido a que adopta diferentes conformaciones en presencia o ausencia de 

inhibidor (Y. M. Kim et al., 2013).  
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Proteínas no estructurales 4A (NS4A): Esta proteína hace parte del grupo 

de proteínas integrales de membrana del virus que, junto con las proteínas NS2A, 

NS2B y NS4B, conforman el complejo de replicación propio del virus. La NS4A ha 

demostrado que antagoniza la respuesta inmunitaria del huésped e induce autofagia. 

El procesamiento proteolítico de esta proteína es realizado por el complejo proteico 

NS2B/NS3pro (C. M. Lee et al., 2015). 

Proteína no estructural 4B (NS4B): la proteína nos estructural 4B  es la 

proteína transmembrana asociada al RE más grande entre todas las proteínas (Van 

Den Elsen et al., 2021). Está compuesta por los cinco dominios de transmembrana 

denominados 1-5, respectivamente (Van Den Elsen et al., 2021; Y. Wang et al., 

2022). El dominio 5 se ha propuesto que sufre cambios conformacionales y cambia 

su orientación pasando del lado citoplasmático al lumen del RE después del 

procesamiento proteolítico de la unión NS4B-NS5 (Y. Wang et al., 2022). 

Adicionalmente se ha propuesto que la proteína NS4B interacciona con diferentes 

proteínas tanto virales como propias de la célula huésped con el fin de conducir a la 

replicación y producción del virón (Dey et al., 2021). 

Proteína no estructural 3 (NS3): La NS3 es una proteína multifuncional 

altamente conservada entre los Flavivirus, se encuentra dividida en los dominios 

helicasa (NS3h) y proteasa (NS3pro) los cuales llevan a cabo actividades importantes 

para la maduración y replicación (Nitsche et al., 2014). El dominio Helicasa (NS3h) 

se encuentra región C-terminal de la NS3, comprende los residuos aminoacídicos 

desde 168 hasta el 618 (Sarto et al., 2020). Este dominio se encuentra  dividido en 
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tres subdominios (I, II y II) encargados de llevar a cabo las actividades de RNA 

helicasa además de las actividades de adenosin trifosfatasa (ATPasa) y RNA 5’ 

trifosfatasa (RTPasa), esenciales para la replicación y transcripción del genoma 

(Leonel et al., 2018; Swarbrick et al., 2017). La actividad helicasa es la responsable 

de desenrollar el intermediario de la replicación, RNA bicatenario, en RNA de cadena 

positiva completamente maduro usando la energía química derivada de la hidrólisis 

del ATP que, a su vez, se realiza en los subdominios I y II (Lescar et al., 2008; Phoo 

et al., 2020; Swarbrick et al., 2017). Por otro lado, en la región N-terminal de la NS3 

se encuentra el dominio proteasa, compuesto por 167 aminoácidos. Esta región es 

clasificada dentro de la familia de las quimotripsinas debido a que posee la clásica 

triada catalítica His-51, Asp-75 y Ser-135 en su sitio activo (Figura 3) (Lin et al., 

2017).  Está encargada de la hidrólisis de siete de los trece sitios de incisión de la 

poliproteína viral (Figura 1) importantes para la maduración del virus (Lin et al., 

2016). Sin embargo, su actividad catalítica no la realiza por sí sola,  se requiere para 

correcto funcionamiento y reconocimiento de sustrato la región hidrofílica de la 

proteína NS2B como cofactor dando a lugar al complejo proteico activo 

NS2B/NS3pro (Lin et al., 2017).  
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Figure 3: Estructura cristalina de la NS2B/NS3pro (PDB ID: 3U1I, 

resolución: 2,30 Å) 

 

Nota. *En amarillo se muestra la NS2B y en morado la NS3pro. Los residuos 

del sitio activo conformado por His-51, Asp-75 y Ser-135 se muestran en el recuadro 

punteado. El rojo representa los átomos de oxígeno mientras que el azul representa 

los átomos de Nitrógenos. 

  

 

Proteína no estructural NS5: Esta proteína es la más larga, con 

aproximadamente 102 kDa, es altamente conservada entre los cuatro serotipos con 

una identidad en la secuencia de aminoácidos del 70% (Sahili & Lescar, 2017). Posee 

dos dominios los cuales llevan a cabo actividades enzimáticas importantes para la 
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replicación viral. El dominio de su lado N-terminal lleva a cabo las actividades 

metiltransferasa (MTasa). Por otro lado, en su lado C-terminal se encuentra el 

dominio RNA dependiente de RNA polimerasa (RdRp); importante para la síntesis 

del RNA viral (Sahili & Lescar, 2017).  

Como se mencionó anteriormente, todas las proteínas NS cumplen una 

función muy importante en el ciclo viral, sin embargo, debido al propósito de la 

presente investigación sobre la determinación de metabolitos secundarios de plantas 

con potencial inhibitorio del complejo proteico NS2B/NS3pro, se realizará una 

revisión más detallada sobre la bioquímica de la diana farmacológica NS2B/NS3pro 

 

1.3. Bioquímica del complejo proteico NS2B/NS3pro 

El complejo proteico NS2B/NS3pro realiza la hidrólisis en siete de los trece 

sitios de escisión requeridos en la poliproteína viral, sin embargo, para ello requiere 

de una región hidrofílica de la proteína NS2B que actúa como cofactor (Nitsche et 

al., 2014). Para el complejo NS2B/NS3pro se han reportado dos conformaciones 

principales relacionadas con la posición relativa de la NS2B respecto a la NS3pro 

denominadas “cerrada” y “abierta”; estos cambios conformacionales se relaciona con 

la unión del ligando o sustrato a su sito activo (Behnam & Klein, 2020). La 

conformación cerrada, donde el segmento C-terminal de la NS2B complementa la 

NS3pro cubriendo el sitio activo, es interpretada como una consecuencia de la unión 

del ligando o sustrato (Behnam & Klein, 2020; Kronenberger et al., 2021). Por otro 

lado, se tiene la conformación abierta, donde el cofactor NS2B no cubre el sitio activo 
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de la NS3pro lo cual está relacionado con la ausencia de ligando. Sin embargo, 

estudios de RMN han demostrado que en solución el complejo proteico 

NS2B/NS3pro se encuentra en constante cambio entre las dos conformaciones y otros 

intermediarios, con una mayor tendencia a la conformación cerrada incluso en estados 

con ausencia de inhibidor (Chen et al., 2014; Dang et al., 2022; Lim et al., 2020a). Se 

han logrado obtener estructuras cristalinas de la NS2B/NS3pro en estas dos 

conformaciones, por ejemplo, el inhibidor peptídico NDL (Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-h), 

el cual interacciona con el complejo proteico NS2B/NS3pro del DENV-3 (Código 

PDB: 3U1I) uniéndose covalentemente con el residuo Ser-135 dando como resultado 

la conformación cerrada (Noble et al., 2012).  

En términos del mecanismo que lleva a cabo el complejo proteico 

NS2B/NS3pro para su actividad catalítica, la Ser-135 ataca al grupo carbonilo del 

sustrato peptídico mientras que la His-51, estabilizada por la interacción con Asp-75, 

acepta el hidrógeno  de la Ser-135 dando como resultado una especie de oxoanión 

tetraédrico altamente reactivo (Lima & Seabra, 2016; Timiri et al., 2016). Lo anterior 

deja como producto la escisión y liberación del sustrato en dos fragmentos (Timiri et 

al., 2016).  

Según nomenclatura de Scherchter y Berger, los residuos aminoacídicos en el 

sustrato se enumeran hacia afuera desde el sitio de hidrólisis (entre los residuos P’1-

P1) como -P’2- P’1- P1-P2- (Figura 4) Mientras que los res residuos aminoacídicos 

en la proteína que ordenan los aminoácidos del sustrato son denominados como -S’2-

S’1-S1-S2(Figura 4 ) (Song et al., 2011). En este sentido, el complejo protéico 
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NS2B/NS3pro tiene una preferencia por sustratos como Arg o Lys en los sitios P1 y 

P2 seguido por aminoácidos con una cadena corta como la Gly, Ser o Ala en los sitios 

P’1 (K. H. Lin et al., 2016). Algunos inhibidores peptídicos del complejo proteico 

NS2B/NS3pro que sustentan lo anterior son Bz-nKRR-H y Bz-nKRW-H, Ac-

RTSKKR-NH2, con un potencial inhibitorio (𝐾𝑖) de 5.8 μM, 6.0 μM y 12 μM, 

respectivamente en ensayos con DENV-2 (Nitsche et al., 2014).  

Figure 4. Nomenclatura Schechter y Berger para sustratos y enzimas 

 

Debido a la actividad enzimática durante el procesamiento de la poliproteína 

viral en sus entidades finales funcionales, el complejo protéico NS2B/NS3pro ha sido 

establecido como un target muy importante para el diseño de fármacos para tratar 

DENV(L. Lim et al., 2020b; Steuber et al., 2010; Timiri et al., 2016). Se han 

desarrollado diferentes enfoques con el fin de prevenir, controlar y tratar las 

infecciones producidas por el DENV. Estos enfoques van desde la prevención y 

protección contra los vectores transmisores hasta la búsqueda de nuevos compuestos 

anti-DENV. Una de las principales fuentes de moléculas con actividad biológica han 

sido las plantas y sus metabolitos secundarios.  
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1.4. Metabolitos secundarios de plantas como fuente de fármacos 

antivirales. 

 

Las plantas son una fuente de moléculas bioactivas que han mostrado poseer 

efectos en la salud humana y animal convirtiéndose en una de las principales fuentes 

de fármacos (Bachar et al., 2021; Mendoza & Silva, 2018). Los compuestos 

fitoquímicos se han clasificado en metabolitos primarios y metabolitos secundarios 

dependiendo de la actividad biológica que llevan a cabo en las plantas (Velu et al., 

2018). Por un lado, los metabolitos primarios son moléculas indispensables para los 

procesos biológicos como la glucólisis, el ciclo del ácido cítrico, fotosíntesis y 

procesos asociados. Incluye compuestos como azúcares, aminoácidos, ácidos 

tricarboxílicos, proteínas, entre otros (Gorlenko et al., 2020). Por otro lado, los 

metabolitos secundarios son compuestos producidos en las células de las plantas a 

través de procesos metabólicos derivados de vías metabólicas primarias que no están 

involucrados directamente en el crecimiento, desarrollo o reproducción de la planta 

(Velu et al., 2018). 

Las plantas y sus derivados a lo largo de la historia han demostrado ser una 

de las principales fuentes de agentes terapéuticos contra diferentes enfermedades 

infecciosas debido a que en su mayoría poseen bajos efectos secundarios (Gorlenko 

et al., 2020; Velu et al., 2018). Estudios in vitro de los extractos de plantas Lippia 

alba, Oreganum vulgare y Artemisia vulgaris han demostrado interferir en la 

replicación viral mediante una posible inactivación directa del virus (Gómez et al., 

2013; Meneses et al., 2009). Se ha reportado que los aceites esenciales de las plantas 
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de Lippia alba y Lipia citriodora poseen actividad antiviral contra el DENV en 

estudios in vitro, posiblemente mediante la inactivación del virus antes del ingreso de 

la partícula viral huésped (Ocazionez et al., 2010). El Epigalocatequina-3-galato y la 

cianidina-3-rutinosida, compuestos fenólico aislados de las plantas de té verde y 

Morus alba, respectivamente, además de poseer una actividad antioxidante, han 

demostrado ser efectivos como agentes antivirales contra la infección del virus de la 

hepatitis B y virus de la influenza A y B con una baja toxicidad en ensayos in vitro 

(Karamese et al., 2015; Kim et al., 2018). Recientemente, con la propagación 

descontrolada que tuvo el SARS-CoV-2 la cual exigía la pronta disposición en el 

mercado de agentes antivirales eficaces, muchos estudios se enfocaron en el uso de 

herramientas computacionales, como acoplamiento molecular y dinámica molecular, 

para la identificación de metabolitos secundarios con actividad antiviral. 

Incluso en el DENV se han identificado compuestos de origen natural, con 

ayuda de técnicas computacionales, capaces de interferir en la actividad catalítica de 

proteínas estructurales e incluso demostrar actividad inhibitoria de la producción 

viral. 

 

1.5. Inhibidores reportados del complejo proteico NS2B/NS3pro 

Han sido reportados múltiples compuestos de origen natural con actividad 

antiviral contra del virus del dengue los cuales han pasado por estudios in vitro e in 

vivo, sin embargo, ninguno ha podido llegar a estudios clínicos (Saqallah et al., 2022). 

Por ejemplo, el kaempferol-3-O-rutinoside, un compuesto perteneciente a la familia 
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de flavonoides, a partir del uso de técnicas computacionales como docking molecular 

y dinámica molecular seguido de estudios experimentales se logró demostrar su 

potencial contra la infección del DENV mediante la posible interacción con el 

complejo proteico NS2B/NS3pro (Dwivedi et al., 2020). Otro de los compuestos de 

origen natural más estudiados como inhibidor de  la NS3B/NS3pro es la curcumina; 

un estudio realizado por (Lim et al., 2020b) el cual incluye dinámica molecular, 

docking molecular guiado por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y finalmente 

estudios in vitro, demostraron que este compuesto inhibe la proteasa de manera no 

competitiva mediante la unión a un sitio alostérico. Bajo el mismo procedimiento 

anterior, se logró determinar la miricetina como un inhibidor de la NS2B/NS3pro 

también mediante una forma no competitiva al unirse a un sitio alostérico (A2) 

diferente al lugar de unión de la curcumina (Dang et al., 2022).   

También se ha logrado la identificación de compuestos de origen sintético los 

cuales han demostrado una actividad inhibitoria de la proteasa viral a partir de 

estudios in silico seguidos de estudios in vitro demostrando buenos resultados. Tal es 

el caso del compuesto T5341917, el cual demostró tener una excelente 

biodisponibilidad en células BHK21 y células HUH7. Finalmente, demostró que este 

compuesto inhibe la producción del virus (L. Li et al., 2015). 

Por lo anterior, el uso de técnicas computacionales para el descubrimiento de 

nuevas moléculas con actividad biológica ha sido establecido como uno de los 

primeros pasos. 

1.6. Diseño de fármacos asistido por computadora. 
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El desarrollo de nuevos fármacos es un proceso complejo y costoso el cual 

puede ser dividido en diferentes pasos que incluyen la identificación de la diana 

terapéutica, descubrimiento y optimización de los fármacos líderes, estudios 

preclínicos y finalmente estudios clínicos (Cox et al., 2022; Schaduangrat et al., 

2020). Este proceso toma un promedio de tiempo de 14 años en estar disponible en el 

mercado con un costo total estimado de 58.8 billones de dólares (Schaduangrat et al., 

2020). Como una respuesta para reducir costos y optimizar el proceso de 

descubrimiento de nuevos fármacos, desde inicios de 1980 surge el desarrollo de 

herramientas para el diseño de fármacos asistidos por computadoras (CADD-

computer-aided drug design) (Cox et al.,, 2022).  

CADD es un término usado para representar todas aquellas herramientas 

computacionales para el análisis, optimización y modelamiento de compuestos con 

actividad biológica (Ou-Yang et al., 2012). El CADD se puede categorizarse 

principalmente en: diseño de fármacos basado en el ligando (LBDD-Ligand Base 

Drug Design) y diseño de fármacos basado en su estructura (SBDD-Structure base 

drug design)  (Aparoy et al., 2012; Schaduangrat et al., 2020). Por una parte, el LBDD 

es una aproximación indirecta para agilizar el desarrollo de compuestos que posean 

actividad farmacológica (Aparoy et al., 2012; Stanzione et al., 2021). El desarrollo de 

estos compuestos se basa en el estudio de las alteraciones de moléculas que 

interaccionan con el objetivo de interés con el fin de potencializar la actividad 

farmacológica o biológica (Veerasamy, 2022). Herramientas como las relaciones de 

actividad de estructuras cuantitativa  (QSARS-Cuantitative Structure-Activity 

Relationship) y el modelamiento de farmacólogos son ampliamente usados en LBDD 
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(Aparoy et al., 2012). Por otro lado, SBDD es una de las herramientas más usadas 

para la identificación de nuevos fármacos el cual incluye el uso de estrategias 

computacionales como el acoplamiento molecular y cálculos de las energías de 

afinidad entre un receptor y un ligando (Aparoy et al., 2012). En este proyecto de 

investigación, se hará uso de herramientas computacionales para el diseño de 

fármacos basados en su estructura incluyendo acoplamiento molecular, cálculos de la 

energía de afinidad, predicciones de las propiedades ADMET y, finalmente, cálculos 

de dinámica molecular. 

 

1.6.1. Acoplamiento molecular. 

 

El acoplamiento molecular es una herramienta importante para la 

identificación de moléculas con actividad biológica. El proceso de acoplamiento 

molecular se basa en la predicción de la conformación, posición, orientación y la 

predicción de la unión de los ligandos o moléculas pequeñas dentro de una proteína 

u objetivo farmacológico con estructura tridimensional conocida, tomando como base 

algoritmos de acoplamiento (Kitchen et al., 2004; Saikia & Bordoloi, 2018). 

Adicionalmente, los algoritmos de acoplamiento son complementados con funciones 

de puntuación que llevan a cabo la predicción del modo y lugar de unión de un ligando 

en la proteína; predicción de la energía libre de unión; y finalmente, el screening 

virtual (J. Li et al., 2019). Existe diversos softwares empleados en la industria 

farmacéutica y biotecnológica para realizar acoplamiento molecular, algunos de los 
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más comunes son AutoDock, GOLD, y GLIDE (Friesner et al., 2004; Goodsell et al., 

1990; Jones et al., 1997). 

Glide se basa en la función de puntuación denominada ChemScore, la cual se 

describe en la ecuación 1. El término lipofílico, 𝐶𝑙𝑖𝑝𝑜 ∑ 𝑓(𝑟𝑙𝑟), es calculado para todo 

los átomos del ligando (𝑙) y del receptor (𝑟); el término de enlace de hidrógeno, 

𝐶ℎ𝑏𝑜𝑛𝑑 ∑ 𝑔(𝛥𝑟)ℎ(𝛥𝛼); se calcula para todos las posibilidades para formar enlaces de 

hidrógeno entre los átomos del ligando y del receptor; el término metálico, ∑ 𝑓(𝑟𝑙𝑚), 

es calculado para todos los átomos aceptores y aceptor/donor  en el ligando (𝑙) y 

cualquier metal presente en el receptor (𝑟); y finalmente el término 𝐶𝑟𝑜𝑡𝑏𝐻𝑟𝑜𝑡, 

identifica los enlaces rotables (Eldridge et al., 1997). 

 

𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛 = 𝐶𝑜 + 𝐶𝑙𝑖𝑝𝑜 ∑ 𝑓(𝑟𝑙𝑟) + 𝐶ℎ𝑏𝑜𝑛𝑑 ∑ 𝑔(𝛥𝑟)ℎ(𝛥𝛼) + 𝐶𝑚𝑒𝑡𝑎𝑙 ∑ 𝑓(𝑟𝑙𝑚)

+ 𝐶𝑟𝑜𝑡𝑏𝐻𝑟𝑜𝑡 

 

Ecuación 1. Función de puntuación definida por ChemScore. 

Glide usa dos formas de puntuación modificadas y extendidas de ChemScore 

denominadas GlideScore SP (Standard precision) y GlideScore XP (Extra Precision). 

La primera usa una función de puntuación de baja precisión, la cual sólo se enfoca en 

la identificación de ligandos que tienen una tendencia a unirse a la proteína (Friesner 

et al., 2004). Por otro lado, GlideScore XP tiene en cuenta penalizaciones en las 

violaciones de principios fisicoquímicos, como por ejemplo, que los grupos polares 
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sean expuestos adecuadamente al solvente (Friesner et al., 2004). El término lipofílico 

es mantenido como en ChemScore; mientras los términos que describen los enlaces 

de hidrógeno (hbond) y la interacción ligando-metal, usan variaciones (Friesner et al., 

2004). Adicionalmente, Glide tiene en cuenta las contribuciones de las energías de 

interacción entre el ligando y el receptor, tal como se muestra en la ecuación 2 

(Friesner et al., 2004).  

 

𝑋𝑃 𝐺𝑙𝑖𝑑𝑒𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒

= 𝐶𝑙𝑖𝑝𝑜−𝑙𝑖𝑝𝑜 ∑ 𝑓(𝑟𝑙𝑟) + 𝐶ℎ𝑏𝑜𝑛𝑑−𝑛𝑒𝑢𝑡−𝑛𝑒𝑢𝑡 ∑ 𝑔(𝛥𝑟)ℎ(𝛥𝛼)

+ 𝐶ℎ𝑏𝑜𝑛𝑑−𝑛𝑒𝑢𝑡−𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒 ∑ 𝑔(𝛥𝑟)ℎ(𝛥𝛼)

+ 𝐶ℎ𝑏𝑜𝑛𝑑−𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑑−𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑑 ∑ 𝑔(𝛥𝑟)ℎ(𝛥𝛼)

+ 𝐶𝑚𝑎𝑥−𝑚𝑒𝑡𝑎𝑙−𝑖𝑜𝑛 ∑ 𝑓(𝑟𝑙𝑚) + 𝐶𝑟𝑜𝑡𝑏𝐻𝑟𝑜𝑡𝑏

+  𝐶𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟−𝑝ℎ𝑜𝑏𝑉𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟−𝑝ℎ𝑜𝑏 + 𝐶𝑐𝑜𝑢𝑙𝐸𝑐𝑜𝑢𝑙 + 𝐶𝑣𝑑𝑊𝐸𝑣𝑑𝑊

+ 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑡𝑒𝑟𝑚𝑠     

 

Ecuación 2. Ecuación de puntuación modificada y extendida para GlideScore. 

 

 

La habilidad que tiene el acoplamiento molecular para la predicción de 

compuestos que se unen a un receptor y el cálculo de su energía libre de unión es de 
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baja confianza, por ende, se complementa con otros métodos computacionales como 

la dinámica molecular (DM) y cálculos de la energía libre de unión más rigurosos 

(Santos et al., 2019). La DM, a diferencia del acoplamiento molecular, estima el 

efecto de las moléculas de agua y calcula con mayor precisión la energía de afinidad, 

sin embargo, requiere mayor costo computacional y tiempo que el acoplamiento 

molecular (Okimoto et al., 2009). 

 

1.6.2. Dinámica molecular 

 

Las simulaciones de DM en el ámbito del descubrimiento de fármacos pueden 

proporcionar una gran variedad de información para guiar el proceso de optimización 

de un ligando.  

La dinámica molecular (DM), es definido como un procedimiento de 

simulación que describe la variación del movimiento de los átomos en una molécula 

en función del tiempo (Konteatis et al., 2011).  Esta variación del movimiento se 

realiza bajo la influencia de un campo fuerza aplicada sobre cada átomo la cual es 

determinada mediante la solución la segunda ley de newton (ecuación 3).  

Estas ecuaciones se resuelven en pequeñas variaciones de tiempo con el fin 

de calcular las fuerzas que actúan sobre cada partícula con el fin de determinar sus 

nuevas posiciones y velocidades en función del tiempo, haciendo posible determinar 

el comportamiento de las partículas a nivel atómico así mismo logrando la conversión 

de la información a términos macroscópicos (De Vivo et al., 2016). 
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𝑚𝑖𝑟𝑖 = 𝐹𝑖 

       

Ecuación 3. Segunda ley de Newton con aplicaciones en cálculos de DM 

En la ecuación 3, 𝑚𝑖 representa las masas de 𝑁 pertículas,  𝑟𝑖 la posición de 

las partículas en función del tiempo y 𝐹𝑖 representa la fuerza en cada una de las 

partículas en función de cada una de las posiciones de las mismas (Tuckerman & 

Martyna, 2000).  

1.6.3. Campos de fuerza. 

Tanto en las simulaciones de DM como en los sistemas biológicos los átomos 

no se encuentran aislados entre sí, sino que están sujetos a fuerzas interatómicas e 

intermoleculares denominados campos de fuerzas. Los campos de fuerza son una 

serie de ecuaciones matemáticas usadas en cálculos de la mecánica molecular (MM) 

el cual especifica la energía potencial de un sistema en función de las coordenadas 

atómicas con el fin de reproducir aspectos del comportamiento molecular como el 

estiramiento de los enlaces, flexión de ángulos, torsión de diedros y ángulos 

impropios  (Monticelli & Tieleman, 2013).  

Los campos de fuerza pueden variar, existen diversos software para los 

cálculos de los campos de fuerza dependiendo del sistema de estudio, siendo más 

usados en el estudio de DM en biomoléculas los campos de fuerza AMBER, 

CHARMM, GROMOS y OPLS-AA (Bowers et al., 2006; Brooks et al., 2009; Case 
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et al., 2005; González, 2011; Jorgensen et al., 1996). Sin embargo, Todos estos 

campos de fuerza expresan la energía potencial de un sistema químico como la suma 

de interacciones enlazantes y no enlazantes (ecuación 4) 

𝐸𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 = ∑ 𝐸𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 + ∑ 𝐸𝑛𝑜−𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 

 

Ecuación 4. Energía potencial total 

 

Donde el término ∑ 𝐸𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 es la suma de diferentes términos enlazantes 

que dependen de la estructura del enlace covalente en las moléculas. Algunas de estas 

incluyen términos de la longitud de enlace, ángulo de enlace y ángulos diedro 

(ecuación 5). Por otro lado, el término ∑ 𝐸𝑛𝑜−𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 los cuales está relacionados 

a aquellas interacciones no covalentes entra átomos como interacciones 

electrostáticas e interacciones de van der Waals (Ecuación 5.a) descritas mediante el 

potencial de Coulomb (ecuación 5.b) y potencial de Lennard-Jones (ecuación 5.c), 

respectivamente. 

 

Ecuación 5. Componentes del término no-enlazante de la energía potencial 

∑ 𝐸𝑛𝑜−𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 = ∑ 𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏 + ∑ 𝐸𝐿𝐽 (A)  

∑ 𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏 = 𝑘.
𝑞1. 𝑞2

𝑟
 (B)  

∑ 𝐸𝐿𝐽 = 4𝜀 [(
𝜎

𝑟
)

12

− (
𝜎

𝑟
)

6

] (C)  
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Tanto en las ecuaciones 5B y 5C,  𝑟 se relaciona con la distancia de 

separación entre las dos partículas; 𝑞1 y 𝑞2 se refiere a las cargas de las partículas que 

interaccionan y k es la contante de Coulomb. Por otro otra parte, en la ecuación c el 

término 𝜎 representa la distancia entre las partículas donde el potencial cambia de 

signo y  𝜀 denota la profundidad del poso de potencial (Figura 3 ) (X. Wang et al., 

2020) 

 

Figure 5. Potencial de Lenard-Jones para la interacción de dos átomos.  

 

Actualmente existen múltiples programas para realizar simulaciones de DM 

debido a sus aplicaciones en el campo del descubrimiento de nuevos fármacos ya que 

reduce costos y tiempo. Hay programas tanto de uso libre como pago, donde los más 

usados para sistemas biológicos son: AMBER, DESMOND, CHARMM y 
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GROMACS (Bowers et al., 2006; Brooks et al., 2009; Case et al., 2005; Páll et al., 

2015).  

Tanto los cálculos de acoplamiento molecular como los de dinámica 

molecular, son acompañados de cálculos de la energía libre de unión con el fin de 

determinar la afinidad de las interacciones y la eficacia de los ligandos.   

2.5.4 Energía libre de unión. 

 

En el proceso de desarrollo de fármacos mediante herramientas de CADD es 

importante encontrar compuestos que se unan de una manera estable al receptor, por 

ende, se han desarrollado aproximaciones para la predicción de la energía libre de 

unión entre un ligando y un receptor (E. Wang et al., 2019). Los métodos 

computacionales más conocidos para la determinación de la energía libre de unión en 

sistemas biológicos son la mecánica molecular Poisson-Boltzmann/área de superficie 

(MM/PBSA- Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface area) y la mecánica 

molecular generalizada-Born/área de superficie (MM/GBSA- Molecular Mechanics 

Generalized-Born Surface area) (Hou et al., 2011; E. Wang et al., 2019). 

En la aproximación MM/PBSA y MM/GBSA, la energía libre del ligando (L) 

unido a un receptor (R) da como resultado el complejo (RL), es descompuesta en las 

contribuciones de diferentes interacciones en el complejo (ecuación 6A) 

𝛥𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛 = 𝐺𝑅𝐿 − 𝐺𝑅 − 𝐺𝐿 (A) 

∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛 = ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆 ≈ ∆𝐸𝑀𝑀 + ∆𝐺𝑠𝑜𝑙 − 𝑇∆𝑆 (B) 

∆𝐸𝑀𝑀 =≈ ∆𝐸𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎 + ∆𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐 + ∆𝐸𝑣𝑑𝑤 (C) 
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∆𝐸𝑠𝑜𝑙 = ∆𝐺𝑃𝐵/𝐺𝐵 + ∆𝐺𝑆𝐴 (D) 

Ecuación 6. Descripción de la ecuación general para el cálculo de la energía 

libre de unión.  

 

Donde ∆𝐸𝑀𝑀, ∆𝐺𝑠𝑜𝑙 y −𝑇∆𝑆 son los cambios presentados en la energía 

mecánica molecular en fase gaseosa, energía libre de solvatación y entropía 

conformacional en la unión del ligando, respectivamente (E. Wang et al., 2020). Es 

importante recalcar que el término ∆𝐸𝑀𝑀 incluye cambios en la energía interna 

(∆𝐸𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎), que tiene en cuenta energías de enlaces, ángulos y diedros; también 

incluyen las contribuciones de las energías electrostáticas (∆𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐) y energía van der 

Waals (∆𝐸𝑣𝑑𝑤) (E. Wang et al., 2020). El término ∆𝐺𝑠𝑜𝑙, está compuesta por dos 

componentes: contribuciones polares(∆𝐺𝑃𝐵/𝐺𝐵) y contribuciones no polares ∆𝐺𝑆𝐴, 

calculados a partir de los modelos PB o GB y SASA, respectivamente (E. Wang et 

al., 2020).  

Teniendo los antecedentes mencionados anteriormente relacionados con el 

dengue, la diana farmacológica y el uso de técnicas computacionales para la 

determinación de compuestos con actividad biológica, este trabajo de investigación 

tuvo los siguientes objetivos. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo general 

Identificar, por medio de estudios in silico, metabolitos secundarios con 

potencial de interacción con el complejo proteico formado por NS2B/NS3pro, 

complejo clave durante el proceso de infección viral del DENV. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Diseñar y alimentar una base de datos online de 

acceso libre de metabolitos secundarios de plantas con posible 

actividad inhibitoria del complejo proteico NS2B/NS3pro. 

 Identificar mediante screening virtual, metabolitos 

secundarios de plantas con potencial de interacción con la proteína 

NS2B/NS3pro. 

 Evaluar la estabilidad de los metabolitos 

seleccionados en el sitio de unión propuesto a través de simulaciones 

de dinámica molecular. 

 

3. Metodología 

Este proyecto de grado hizo parte del macroproyecto titulado: Fortalecimiento 

de capacidades instaladas de CyT en el área de Epidemiología Molecular Virológica 

de la sede UIS-Guatiguará para aplicación de herramientas para atender 
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problemáticas asociadas con patógenos de alto riesgo para la salud humana 

Santander. Con el fin de desarrollar los objetivos anteriormente planteados, se 

procedió a realizar la metodología descrita en la Figura 6. 

Figure 6. Esquema metodológico para el desarrollo de los objetivos 

planteados 

 

3.1. Preparación de la base de datos. 
 

Se partió con la creación de una base de datos usando firebase como 

herramienta de almacenamiento. Esta base de datos contuvo información sobre 4082 

metabolitos secundarios de plantas con actividad antiviral reportada (material 

suplementario 1). La información almacenada incluye variables como código de la 

PubChem, nombre del metabolito, planta de origen y adicionalmente propiedades 

ADMET predichas por el software de libre acceso SwissADME tales como TPSA 

(Topological Polar Surface Area), GI (Gastrointestinal absortion), puntuación de 
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biodisponibilidad, número de aceptores de hidrógeno, numero de donadores de 

hidrógeno, iLOGP (coeficiente de partición octanol/agua). Finalmente se incluyó 

información obtenida de la literatura relacionada con cada metabolito como Actividad 

biológica, organismo en el cual fue evaluada tal actividad y el link de acceso a la 

biografía donde reportaron tal estudio. 

Con el propósito de que cualquier usuario tenga acceso a la base de datos y 

solo usuarios permitidos pueda editarla, se desarrolló un código para una página web 

usando Vue. Vue se basa en lenguajes de programación relacionado con HTML, CSS 

y JavaScript el cual permitió el fácil desarrollo de una interfaz amigable. Al código 

se le adicionaron criterios de búsqueda de tal forma que el usuario pueda filtrar 

información dependiendo del criterio de la variable almacenada en la base de datos.  

 

3.2. Predicción de las propiedades ADMET. 

A partir de los metabolitos obtenidos en la base de datos, se les realizó la 

predicción de las propiedades ADMET (Absorción, Distribución, Metabolismo, 

Excreción y Toxicidad) mediante la herramienta QikProp de Schrodinger 

(Schrödinger LLC, New YorK, USA, 2021). El número de las violaciones a las leyes 

de Lipinski, la permeabilidad aparente en células Caco-2 (QPPcaco), el coeficiente 

de partición octanola/agua (QPlogPo/W) y los valores cualitativos de la absorción 

oral humana, y la puntuación a similitud de fármacos fueron definidos como criterios 

de selección.  
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3.3. Preparación de la proteína y ligandos. 

 

La preparación de la proteína y los cálculos de acoplamiento se realizaron 

usando el paquete de Schrodinger Drug Discovery para modelamiento molecular 

(versión 2021-4). La estructura cristalina del complejo protéico NS2B/NS3pro se 

obtuvo de la base de datos Protein Data Bank (código PDB: 3U1I; resolución: 2.30 

Å (Noble et al., 2012)). Este complejo protéico se preparó con la herramienta de 

Protein Preparation Wizard (Madhavi Sastry et al., 2013); donde se ajustó los estados 

de protonación de los aminoácidos a un pH de 7.0,  se agregó hidrógenos polares, se 

agregaron átomos perdidos en las cadenas laterales. adicionalmente removieron las 

moléculas de agua y subestructuras presentes, incluyendo el ligando co-cristalizado. 

Finalmente se realizó una minimización de la energía usando el campo de fuerza 

OPLS4. 

Las estructuras de los metabolitos secundarios de plantas fueron obtenidas de 

la base de datos PubChem en formato SDF y posteriormente se prepararon con ayuda 

del módulo de LigPrep de Schrodinger para generar la conformación tridimensional, 

ajustar el estado de protonación a un pH 7.0 ± 0.2 y la generación de todos los 

posibles isómeros a partir del campo de fuerza OPLS4 (Lu et al., 2021). 

3.4. Screening Virtual. 

Los estudios de acoplamiento molecular con los ligandos anteriormente 

preparados se realizaron con el módulo Glide (V8.9) (Friesner et al., 2004). Un total 

de 4082 metabolitos secundarios de plantas fueron dockeados dentro de una caja 

cubica con dimensiones de 20 Å, tomando como centro los residuos de la triada 
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catalítica (His-51, Asp-75 y Ser-135) y los residuos Asp-79, Asp-80 y Asp81 de la 

NS2B debido a su importancia en el reconocimiento del sustrato y la transición 

conformacional del complejo proteico (Kronenberger et al., 2021). Con el objetivo 

de identificar aquellos compuestos que tienen interacciones favorables con el 

complejo proteico NS2B/NS3pro, se usaron diferentes opciones de docking 

molecular con diferentes niveles de precisión que ofrece Glide, desde el modo High-

Throughput Virtual Screening (HTVS), con menos precisión; seguido de Standard 

Precision (SP) y finalmente Extra Precision (XP), el cual posee mayor precisión en 

los cálculos. De los 4082 metabolitos evaluados por en HTVS, se seleccionó el 50% 

para evaluarlos por SP. Seguido de esto, el 20% de los metabolitos evaluados en el 

paso anterior fueron seleccionados para evaluarlos por XP. Finalmente, el 10% de los 

resultados del docking XP fueron seleccionados para posteriores análisis. Para cada 

uno de estos niveles de precisión se generaron 10 poses por ligando. 

La selección de los mejores ligandos se basó mediante criterios como el 

docking score e interacciones con residuos aminoacídicos de la triada catalítica His-

51, Asp-75, Ser-135 de la NS3pro. Esto debido a que, como se mencionó 

anteriormente, los residuos de la triada catalítica son los responsables para el correcto 

reconocimiento e hidrólisis del sustrato y que, además, no solo son conservados entre 

los cuatro serotipos del DENV, sino que también entre los virus dentro del género 

Flavivirus.   

3.5.  Predicción de la energía libre de unión. 
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El método de energía libre de la Mecánica Molecular, el modelo Generalizado 

de Born y la Accesibilidad del Solvente (MM-GBSA) del módulo Prime/MM-GBSA 

de Schrödinguer Drug Discovery fue aplicado para predecir la energía libre de unión 

(∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑) del complejo proteína-ligando obtenidos en los resultados del Docking XP 

(Lyne et al., 2006).  Se usó el modelo de solvatación VSGB con una distancia a la 

cual los residuos fueron considerados como flexibles de 6.0 Å 

 

3.6. Simulaciones de Dinámica Molecular (DM). 

 

La dinámica molecular (DM) es una importante herramienta durante el 

estudio de macromoléculas debido a que se pueden analizar la estabilidad 

conformacional y la dinámica de la proteína y de complejos proteína-ligando. En el 

presente estudio se llevaron a cabo simulaciones de dinámica molecular por 

duplicado de cada uno de los metabolitos seleccionados en los pasos anteriores. Estas 

simulaciones se llevaron a cabo en el software de GROMACS versión 2021.1. Las 

simulaciones iniciaron con la preparación de los ligandos con ayuda del servidor 

AnteChamber Python Parser inerfacE (ACPYPE) usando el campo de fuerza Amber 

(GAFF) (Sousa Da Silva, 2012; J. Wang et al., 2004). Seguido se preparó el complejo 

proteína ligando donde se tomó el complejo proteico preparado y optimizado 

anteriormente en el módulo de Protein Preparation Wizard de Maestro y se generaron 

la correspondiente topología del complejo proteico usando el campo de fuerza 

AMBER99SB-ILDN. Finalizado el paso anterior, se generó el complejo 

NS2B/NS3pro-metabolito el cual fue contenido dentro de una caja cúbica con una 
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distancia entre el complejo formado y las paredes de la caja de 1.2 nm. A esta caja 

formada se le adicionó aguas con el modelo TIP3P y se neutralizó el sistema generado 

con la adición de iones 𝑁𝑎+ y 𝐶𝑙− l hasta una concentración final de 0,15 M. seguido 

se minimizó la energía del sistema anteriormente creado y se equilibró la presión y la 

temperatura a 310 K durante 100 ps (Figura 7). Finalmente, se obtuvieron los datos 

Root-Mean-Square Deviation (RMSD), la Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF)  y 

se determinó la energía de unión para el complejo NS2B/NS3pro con base en el 

método de Molecular/Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (MMPBSA) 

(Genheden et al., 2015) durante un tiempo total de simulación de 200ns para un total 

de 10.000 frames.  
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Figure 7. Sistema generado para la dinámica molecular NS2B/NS3pro-

Ligando 

 

Nota. *El complejo proteico está representado por los colores morado y 

amarillo para la NS3pro y NS2B, respectivamente. Las moléculas de agua con el 

modelo TIP3P está representadas en rojo y blanco correspondiente al átomo de 

oxígeno e hidrógeno, respectivamente. Las esferas en azul representan los iones de 

𝑁𝑎+adicionados al sistema. 

 

3.6. Imágenes. 

 

Las imágenes de los resultados del Docking molecular se generaron con el 

programa PyMol 4.4.0. Los resultados obtenidos de la dinámica molecular como el 

RSDF y RMSD se realizaron con ayuda de Python y la biblioteca de matplotlib.pylab 
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4. Resultados y discusión 

 

 4.1. Base de datos. 

El código de la página desarrollada fue alojado en el hosting de firebase donde 

posteriormente se generó un link de acceso (https://base-datos-prueba-

5b642.web.app/login/). Al abrir el link, se obtiene una primera página la cual contiene 

la opción de inicio de sesión con Google al igual que el logo del grupo de 

investigación, el logo de la universidad, en la parte superior, y los logos de Colombia 

científica, Minciencias y del programa BioReto en la parte inferior (Figura 8A). 

Después de la autentificación, aparecerá una segunda página el cual habilita al usuario 

realizar la búsqueda dentro de la base de datos dependiendo de tres criterios: 

“PubChem ID”, “Nombre del compuesto” y “Nombre de la planta de origen” 

Finalizada la selección del criterio de búsqueda, el usuario puede realizar la consulta. 

Por ejemplo, para la búsqueda del metabolito con el número de la PubChem ID de 

612, se obtuvo la información almacenada en la base de datos relacionada a este 

metabolito (Figura 8B).  

Debido a que es necesario seguir alimentando la base de datos, en la página 

principal y en la de los resultados se muestra un botón en la parte superior izquierda 

“Editar Base de datos”; el cual redirecciona al usuario a una nueva página. En esta 

nueva página, el usuario tiene la posibilidad de consultar, editar y agregar nueva 

información (Figura 8C). 

https://base-datos-prueba-5b642.web.app/login/
https://base-datos-prueba-5b642.web.app/login/
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Figure 8. Interface de la base de datos de metabolitos secundarios de 

plantas 

 

Nota. *En la figura se muestran las 4 principales páginas para la consulta y 

almacenamiento de información relacionada con metabolitos secundarios de 

plantas. En la figura A. se muestra el inicio de sesión para ingresar a la base de 

datos. B. es la página principal para la búsqueda. C. resultados mostrados para la 

búsqueda realizada. D. página para la edición de la base de datos. 

4.2.  Predicción de propiedades ADME y Docking Molecular. 

 

Para el análisis del docking molecular se usó un protocolo le tres pasos. Se 

inició el proceso de docking molecular de los 4082 metabolitos a través de la 

precisión HTVS para la posterior selección del 2041 de los metabolitos con los 
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mejores resultados. Los metabolitos seleccionados a través del docking molecular 

HTVS fueron posteriormente usados para los cálculos de docking molecular a través 

de la precisión SP. A partir de los resultados del docking SP, se seleccionaron 408. 

Finalmente se llevó a cabo el docking con la precisión XP donde se eligieron 50 

metabolitos para posteriores estudios in silico como el cálculo de la energía de unión 

a partir del método MM-GBSA. Para la selección de los resultados en los pasos 

anteriores, se tuvieron en cuenta parámetros como docking score (DS) e interacciones 

con residuos aminoacídicos relevantes para la actividad catalítica del complejo 

proteico.  

En la tabla 1 se muestran los 11 mejores resultados obtenidos del screening 

virtual; todos ellos son metabolitos secundarios pertenecientes a la familia de los 

flavonoides los cuales se relacionan con los pigmentos vegetales que, en general,  son 

compuestos hidrofílicos (Havsteen, 2002). Algunos de estos metabolitos han 

demostrado actividades biológicas tales como anticáncer, antioxidante, 

antiinflamatorio etc. (Čvorović et al., 2018; S. J. Lee et al., 2013). 

Tabla 1. Propiedades farmacológicas de los metabolitos secundarios seleccionados después del 

docking molecular XP. 

Metabolito 
Peso 

molecular 

(g/mol) 

∆𝑮(𝒖𝒏𝒊ó𝒏) 

 𝒌𝒄𝒂𝒍/𝒎𝒐𝒍 
DS Similitud 

Violaciones 

reglas de 

Lipinski 

Caco-2 QPlogPo/W 

Cianidina 3-diglucósido 

5-glucósido 
773,7 -98,19 -13,88 13 3 0,082 -5,197 

Sambicianina 581,5 -97,1 -10 9 3 2,141 -2,15 

Camelliaside A 756,7 -93,07 
-

10,782 
13 3 0,274 -3,934 

Quercetina 3-

gentiobiósido 
626,5 -91,99 

-
13,151 

12 3 0,251 -3,336 

Oenin 493,4 -87,36 -7,294 3 2 10,438 -2,513 

Peonidina 3,5-

diglucósido 
625,6 -87,22 -10,05 11 3 1,627 -2,513 

Delphinidin 3-O-

sambubioside 
597,5 -86,98 -7,488 10 3 2,182 -2,715 

Meratina 626,5 -83,92 
-

12,274 
11 3 0,526 -3,24 
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Pelargonidina 3-

arabinósido 
403,4 -79,7 -7,256 0 1 22,167 -0,014 

Miricetina 3-(2G-

ramnosilrutinósido)) 
772,7 -75,81 

-

12,624 
16 3 0,15 -3,866 

Isorhamnetina-3-O-

glucósido 
478,4 -69,32 -8,709 4 2 9,268 -0,684 

 

 

En términos de la energía de unión, los metabolitos mostrados en la tabla 1 se 

distribuyen en un rango de energía entre los −65,74 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙 y −98,19 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙. 

Si tenemos en cuenta las propiedades ADMET predichas, se destaca la pelargonidina 

3-arabinósido (DS: -7,256, energía de unión: −79,7 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙, tabla 1) debido a que 

demuestra ser el metabolito con la mejor permeabilidad en células Caco-2, siendo 

estas un modelo que describe la barrera intestinal; adicionalmente, posee una un valor 

en el coeficiente de partición octanol-agua (QPlogPo/W) dentro de los rangos 

aceptables (-2,0-6,5). Cabe resaltar que la pelargonidina 3-arabinósido solo posee una 

violación a las reglas de Lipinski, lo cual se traduce en una mayor probabilidad de 

ingreso a lumen celular mediante transporte pasivo. Lo anterior lo confirma estudios 

in vitro donde se determinó la biodispibilidad de metabolitos derivados de la 

pergonidina, incluida la pelargonidin-3-O-glucoside un metabolito similar a la 

pelargonidina 3-arabinósido, demostrando una alta absorción oral y detección en 

plasma sanguíneo (Mullen et al., 2008; Xu et al., 2021). También se destacan oenin 

(DS: −7,294 y energía de unión −65,36 kcal/mol, tabla 1) que, aunque posee un 

QPlogPo/W fuera del rango aceptable (−2,0 − 6,0), posee una puntuación de 

similitud a fármacos de 3 (valores aceptables entre 0 y 5) y solo dos violaciones a las 

reglas de Lipinsky (más de 5 átomos donadores de hidrógenos y más de 10 átomos  
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aceptores de hidrógenos). Finalmente, los compuestos isorhamnetina-3-O-glucósido 

(DS: −8,709 y energía de unión −65,74 kcal/mol, tabla 1) y sambicianina (Energía 

de unión: −79,7 kcal/mol, DS: -7,256, tabla 1) que, si bien son compuestos con 

menor biodisponibilidad que los anteriores mencionados, sus interacciones con 

residuos aminoacídicos claves predichas por el docking molecular lo hace relevante 

para estudios más a detalle. Los modos de unión para los cuatro metabolitos 

secundarios anteriormente mencionados y el inhibidor peptídico de referencia Bz-

nKKR-H son ilustrados en la figura 9. En general, los cuatro metabolitos, junto con 
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el inhibidor, comparten interacciones tipo puentes de hidrógeno con la Phe-  130 y 

con Gly-153, excepto para el oenin. 

 

Nota. *Cada conjunto de átomos de los residuos y de los metabolitos poseen 

un código de color. Oxígenos: rojo. Nitrógenos: azul. Los metabolitos están 

nombrados de A – E: A. Isorhamnetina-3-O-glucósido, B. Sambicianina, C. 

Figure 9. Interacciones predichas por el docking molecular. 
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Pelargonidina 3-arabinósido, D. Oenin, E, inhibidor Bz-nKKR-H.  La cadena de la 

NS2B se presenta en color amarillo mientras que NS3pro se presenta en morado. las 

líneas punteadas representan las interacciones entre la NS2B/NS3pro y el 

metabolito: Interacciones tipo puente de hidrógeno (color amarillo). Interacciones 

tipo π-π mientras (color azul). Interacciones tipo π-catión (color verde). 

 

La isorhamnetina-3-O-glucósido (Figura 9 A.) muestra interacciones muy 

interesantes con el complejo proteico NS2B/NS3pro. Entre ellas se destacan 

interacciones tipo puente de hidrógeno con Asp-75 y una interacción tipo π-π con 

His-51 e interacciones hidrofílicas con Ser-135, los cuales hacen parte de la triada 

catalítica. Para este mismo metabolito el docking molecular  predice interacciones 

tipo puente de hidrógeno con Phe-130 y Asn-152, Gly-153 e interacción tipo π-π  con 

Tyr-161 los cuales demostraron ser responsables de la estabilización  del sustrato 

mediante interacciones con los residuos en las posición P1 y P4, por los cuales han 

sido postulados como potenciales sitios unión de ligando (Kronenberger et al., 2021; 

Noble et al., 2012; Yotmanee et al., 2015). Estas interacciones con aminoácidos 

relevantes para el reconocimiento del sustrato podrían relacionarse como una posible 

inhibición de su actividad catalítica al no permitir que el sustrato se posicione en los 

sitios de unión correspondientes impidiendo el procesamiento proteolítico. Adicional 

a las interacciones anteriormente mencionadas, la isorhamnetina-3-O-glucósido 

presenta interacciones tipo puentes de hidrógeno con Arg-54, Val-136. 
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La sambicianina (Figura 9B.) hace parte de un grupo de metabolitos 

secundarios denominados antocianinas. Para efectos del presente estudio, el docking 

molecular predijo interacciones tipo puente de hidrógeno con la Ser-135 e 

interacciones tipo π-catión con la His-51 que, como se ha mencionado anteriormente, 

hacen parte de la triada catalítica. Adicionalmente se predice interacciones tipo 

puente de hidrógeno con la Phe-130, Gly-133 y Gly-153 en la NS3pro y Thr-83 de la 

NS2B. A parte de los puentes de hidrógeno, posee una interacción polar con Gly-133. 

Los residuos Gly-133 y Ser-135 (Anexo 4),  hacen parte del sitio de unión de sustrato 

S1,  que junto con Gly-153, son potenciales sitios de unión y reconocimiento de 

inhibidores (de Almeida et al., 2013; Kronenberger et al., 2021).  

La pelargonidina 3-arabinósido (Figura 9C) es uno de los seis derivado de la 

antocianina de mayor abundancia en la naturaleza. Esdtudios in vivo y en humanos 

han demostrado que compuestos similares a la pelargonidina 3-arabinósido, como la 

pelargonidina-3-O-glucósido, es absorbido despues de la administración oral; siendo 

el transporte pasivo uno de los involucrados en la absorción (Mullen et al., 2008; Xu 

et al., 2021).   En el presente estudio de docking molecular, se presentaron 

interacciones con residuos aminoacídicos claves para la actividad enzimática de la 

NS2B/NS3pro. Entre ellas, interacciones con los residuos de la triada catalítica: tipo 

puente de hidrógeno con Ser-135 y Asp-75 y con la His-51. Adicionalmente presenta 

interacciones tipo puentes de hidrógeno con Gly-133 y Gly-153; los cuales han sido 

propuestos como importantes sitios de unión para el sustrato ya que actúan como 

estabilizadores del intermediario del oxoanión tetraédrico formado durante la 

hidrolisis del sustrato(Gibbs et al., 2018; Lima & Seabra, 2016; Timiri et al., 2016). 



METABOLITOS SECUNDARIOS COMO AGENTES ANTIVIRALES 54 

 

 
 

 

Adicional a la interacción tipo puente de hidrógeno con Ser-135, el docking molecular 

sugiere que la pelargonidina 3-arabinósido tiene interacciones débiles del tipo 

hidrofílicas con este residuo e interacciones hidrofóbicas con la Val-52. Finalmente, 

se presenta una interacción tipo puente de hidrógeno con Phe-130 la cual se presenta 

en con todos los metabolitos, incluido el compuesto de referencia (Figura 10E).  Las 

interacciones tipo puente de hidrógeno sugeridas por el docking molecular con los 

residuos de la triada catalítica junto con las interacciones con los residuos en los sitios 

de unión de sustrato (Gly-133 y Gly-153) podría conducir a una posible inhibición de 

la actividad catalítica (de Almeida et al., 2013; Erbel et al., 2006; Kronenberger et al., 

2021).  

El oenin, (figura 9D), es un derivado catiónico de la antocianina que posee un 

residuo tipo beta-D-glucosilo unido al carbono en la posición 3’. Presenta 

interacciones tipo puentes de hidrógeno, π-catión y π-π, con residuos de la triada 

catalítica. Con el aminoácido His-51, tiene dos interacciones: una interacción tipo π-

π con el anillo aromático y tipo π-catión con el oxígeno que se encuentra cargado 

positivamente. Adicionalmente, con la Asp-75, un aminoácido cargado 

negativamente, se predice una interacción tipo puente de hidrógeno a través del 

hidróxido enlazado al carbono 5. Finalmente, con el residuo Ser-135, predice una 

interacción tipo puente de hidrógeno. Fuera de los residuos de la triada catalítica, el 

oenin muestra interacciones con Gly-133, un aminoácido que ha sido discutido 

anteriormente por su relevancia como sitio de unión de sustrato. 
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El complejo proteico NS2B/NS3pro junto con los cuatro metabolitos 

anteriormente discutidos como relevantes debido a los resultados del docking 

molecular, energía de unión y propiedades ADMET, fueron sometidos a simulaciones 

de dinámica molecular por un tiempo total de 200 ns con el fin de estudiar la 

estabilidad y la variación conformacional de la proteína y el metabolito. 

4.2. Dinámica molecular 

 

Con el fin de evaluar la estabilidad de los metabolitos seleccionados y 

propuestos por el docking molecular, se analizaron los datos del RMSD y del RMSF 

obtenidos durante los 200 ns de simulación. RMSD (En inglés – Root Mean Square 

Deviation) es usado para la medición de la diferencia en la posición de los átomos de 

una proteína o del ligando a lo largo del tiempo. Por lo tanto, un RMSD pequeño es 

interpretado como una mayor estabilidad de la proteína o del ligando (Kufareva & 

Abagyan, 2012).  Por otro lado, el RMSF (En inglés – Root Mean Square Fluctuation) 

representa el promedio del desplazamiento de un átomo o, particularmente 

aminoácido, durante la simulación. Lo anterior indica que valores altos de RMSF se 

interpretan como una alta flexibilidad del aminoácido (Kufareva & Abagyan, 2012).  

Se analizaron los resultados de la dinámica molecular del complejo protéico 

NS2B/NS3pro junto con los metabolitos sambicianina, oenin, pelargonidina 3-

arabinósido, isorhamnetina-3-O-glucósido, el inhibidor y sin metabolito 

(apoproteína). Sin embargo, para facilitar el entendimiento el entendimiento de los 

resultados de DM se realizará un énfasis en la pelargonidina 3-arabinósido debido a 

que presenta una mejor estabilidad. No obstante, sambicianina, oenin e 
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isorhamnetina-3-O-glucósido  alcanzan una rápida estabilización en el sitio predicho 

por el docking molecular después de los 50 ns de simulación seguido de unos cambios 

abruptos notables del RMSD a lo largo de la simulacion  (Anexo 3). 

En la figura 10 se observa los resultados de DM de la pelargonidina 3-

arabinósido y el ligando de referencia Bz-nKKR-H los cuales incluyen el RMSD y el 

RMSF de dos simulaciones independientes. En la figura 10A y 10B muestra dos 

réplicas del RMSD de la pelargonidina 3-arabinósido y el ligando de referencia a lo 

largo de un tiempo de simulación de 200 ns los cuales presentan un promedio en los 

valores del RMSD de 0,2682 ± 0,06549 𝑛𝑚  y 0,9113 ± 0,2881 𝑛𝑚, 

respectivamente. Para las réplicas de la pelargonidina 3-arabinósido (figura 10A) 

alcanzan una mayor estabilidad el metabolito después de los 50 ns de simulación con 

un RMSD no mayor a 0,430 𝑛𝑚. Lo anterior sugiere que  la mayor parte de la 

simulación la pelargonidina 3-arabinósido se mantiene en su sitio predicho por el 

docking molecular y posiblemente interactuando con los aminoácidos predichos con 

una mayor estabilidad comparado con el ligando de referencia. Adicionalmente, la 

pelargonidina 3-arabinósido a lo largo de los 200 ns de simulación presenta una 

energía de unión  de −31,1819 ± 4,4775  𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙y −26,4383 ± 2,5945 𝑘𝑐𝑎𝑙/

𝑚𝑜𝑙, 𝒕𝒂𝒃𝒍𝒂 𝟐 ; para la réplica 1 y réplica 2, respectivamente. Por su parte, el ligando 

de refencia Bz-nKKR-H, figura 10B, el cual llegó a una estabilización cerca a los 80 

ns, con un RMSD después de estabilizarse cerca de los 1.3 nm, mucho mayor que la 
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pelargonidina 3-arabinósido. A pesar de esto, según la tabla 2 el ligando de referencia 

obtuvo la mejor energía de unión a lo largo de todo el tiempo de simulación.   

Nota. *Representación del RMSD y RMSF para el complejo proteico 

NS2B/NS3pro en presencia del metabolito y sin el metabolito (apoproteína). A. 

Resultados del RMSD para la pelargonidina 3-arabinósido para la réplica 1 (color 

morado) y para la réplica 2 (color rosado). C. Resultados del RMSF para la NS2B 

sin el metabolito o apoproteína (rojo) y en presencia de la pelargonidina 3-

arabinósido (azul). 

Adicionalmente se presenta promedio del RMSF de dos simulaciones 

independiente, donde el promedio de sus valores es 0,147 ± 0,0655 𝑛𝑚 y 0,142 ±

0,0550 𝑛𝑚, respectivamente para la NS2B en presencia de la pelargonidina 3-

arabinósido y la apoproteína (Figura 10B). Mientras para el dominio proteasa 

NS3pro, el promedio de los valores del RMSF es de 0,112 ± 0,0781 𝑛𝑚 y  0,118 ±

0,0862 𝑛𝑚 (Figura 10B).  Lo a anterior indican que la  pelargonidina 3-arabinósido 

Figure 100. RMSD y RMSF obtenidos durante los 200 ns de 

simulación 
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genera un leve cambio conformacional mayormente aportado por la flexibilidad de 

los aminoácidos Ser 71 y His-72 en la NS2B; incluso se logra observar una leve 

fluctuación en los aminoácidos Asp-79 y Asp80, también de la NS2B, que junto con 

la Asp-81 conforman una región de aminoácidos cargados negativamente los cuales 

han sido postulados como relevantes para el reconocimiento de inhibidores y la 

transición conformacional entre abierto-cerrado del complejo proteico (Erbel et al., 

2006; Kronenberger et al., 2021).  

Tabla 2. Resultados para el promedio de la energía de unión para los 

metabolitos durante los 200 ns de simulación. Réplica 1 (R1) y réplica 2 (R2) 

Metabolito 

R1 

∆𝑮(𝒖𝒏𝒊ó𝒏) 

 𝒌𝒄𝒂𝒍/𝒎𝒐𝒍 

Desviación 

Estándar  

R2 

∆𝑮(𝒖𝒏𝒊ó𝒏) 

 𝒌𝒄𝒂𝒍/𝒎𝒐𝒍 

Desviación 

Estándar 

Isorhamnetina-3-O-glucósido -29,5653 ±4,017 -29,8036 ±5,4416 

Sambicianina -37,2708 ±3,1787 -36,7469 ±4,2956 

Ligando Ref -42,084 ±5,8432 -35,1842 ±8,5956 

pelargonidina 3-arabinósido -31,1819 ±4,4775 -26,4383 ±2,5945 

Oenina -29,3082 ±5,8157 -16,1779 ±4,5969 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, junto con la estabilidad de la pelargonidina 3-

arabinósido observado en el RMSD, ésta podría inducir el cambio conformacional en 

el complejo proteico dando como resultado una posible inhibición de su actividad 

catalítica Por otro lado, el comportamiento en el dominio proteasa se observa una leve 

estabilización de la proteína en presencia de la pelargonidina 3-arabinósido de 

acuendo con los resultados del RMSF. Este fenómeno ha sido observado en ihibidores 

allostéricos, como la curcumina, en estudios de dinámica molecular lo cual podría 

implicar una relación con la posible inhibición del complejor proteico producto de la  

ineteracción con la pelargonidina 3-arabinósido (Lim et al., 2020b) 
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4. Conclusiones. 

 

 Se logró diseñar e implementar una base de datos con información de la 

biodisponibilidad de metabolitos secundarios de plantas para la rápida consulta de 

información y uso en futuras investigaciones computacionales. 

 Los resultados de docking molecular permiten identificar la sambicianina, 

oenin, pelargonidina 3-arabinósido, isorhamnetina-3-O-glucósido como posibles 

inhibidores del complejo proteico NS2B/NS3pro mediada por interacciones 

principalemente tipo puentes de hidrógeno con los residuos de la triada catalítica, His-

51, Asp-75 y Ser-135; al igual que interacciones tipo puente de hidrógeno e 

hidrofóbicas con residuos como   Gly-133 y Gly-153 que, si bien no hace parte de la 

triada catalítica, son relevante para el reconocimiento y procesamiento del sustrato. 

 Se propone la Pelargonidina 3-arabinósido como el mejor posible inhibidor 

del complejo proteico NS2B/NS3pro debido a que posee las mejores propiedades 

ADMET, interacciones con residuos de la triada catalítica predichas por el docking, 

energía de afinidad y, finalmente, por su estabilidad dentro del sitio activo durante la 

simulación de dinámica molecular. 

Recomendaciones  

 

Inicialmente se recomienda realizar simulaciones mayores a los 200 ns con el 

fin de confirmar la estabilidad del ligando dentro del sitio de unión y así poder 

determinar posibles transiciones conformacionales del complejo proteico 
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NS2B/NS3pro en presencia del inhibidor. Finalmente, se recomienda realizar ensayos 

in vitro de la actividad de la pelargonidina 3-arabinósido sobre el complejo proteico 

NS2B/NS3pro y de esta forma lograr proponerlo como posible agente terapéutico 

contra la infección por el DENV.  

Finalmente se recomienda mejorar el código de la base de datos con el fin de 

almacenar información relacionada con la estructura 3D de cada uno de los 

metabolitos secundarios al igual la posibilidad de agregar más información. 

Divulgación de resultados 

 

Los resultados fueron presentados en el I Congreso Internacional de 

Ciencias Biomédicas (CICB) en los días 10 – 13 de noviembre de 2021. 
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Adicionalmente, los resultados fueron presentados en el foro virtual LatinXChem en 

modalidad de póster realizado el 20 de septiembre el 2021. 
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 RMSF de los residuos de la NS2B durante la simulación de DM 

 

 

 

 

 

 

 

Apéndices 

 

Nota. * Se presentan los resultados del RMSF para la cadena NS2B del 

complejo proteico durante la simulación de 200 ns en presencia de los metabolitos 

Sambicianina (A), Oenin (B) y Isorhamnetina-3-o-glucósido (C) en color amarillo. 

En azul se representa los resultados del RMSF para la cadena NS2B para el complejo 

proteico sin metabolito (apoproteína). 

 

Apéndices A. RMSF de los residuos de la NS2B durante la simulación de 

DM 
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Nota. * Se presentan los resultados del RMSF para la cadena NS3pro del 

complejo proteico durante la simulación de 200 ns en presencia de los metabolitos 

Sambicianina (A), Oenin (B) y Isorhamnetina-3-o-glucósido (C); en color amarillo. 

En azul se representa los resultados del RMSF para la cadena NS3pro para el 

complejo proteico sin metabolito (apoproteína). 

 

 

 

  

 

 

Apéndices B. RMSF de los residuos de la NS3pro durante la simulación de 

DM 
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Nota. * Se muestra los resultados del RMSD de la simulación de 200 ns para 

los metabolitos Sambicianina (A), Oenin (B) y Isorhamnetina-3-o-glucósido (C). en 

colores morado y rosado se presentan las réplicas 1 y 2. 

 

 

 

 

 

Apéndices C. RMSD obtenidos para los metabolitos durante la simulación 

de DM 
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Apéndices D. Interacciones de los metabolitos con el complejo 

proteico predichas por el docking molecular 



METABOLITOS SECUNDARIOS COMO AGENTES ANTIVIRALES 99 

 

 
 

 

Nota. *Los metabolitos están ordenados de A – E: A. Isorhamnetina-3-O-

glucósido, B. Sambicianina, C. Pelargonidina 3-arabinósido, D. Oenin, E, inhibidor 

Bz-nKKR-H. Interacciones tipo puente de hidrógeno se representan en mediante 

flechas. Las interacciones tipo π-π mientras se representan mediante líneas verdes. 

Las interacciones hidrofóbicas se representan en las líneas de color verde y 

finalmente las interacciones polares en azul 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


