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RESUMEN.-

En esta investigacion, se presenta el modelamiento computacional de la interaccién de ibuprofeno
con las enzimas Ciclooxigenasa 1, Ciclooxigenasa 2 y Citocromo P450 2C9. El objetivo fue comprobar
la aplicabilidad de métodos de acoplamiento molecular en la determinacién de nuevos ligandos
y la localizacién de sitios activos en las enzimas, asi como también tener un mejor entendimiento
del mecanismo de accién farmacolégica de ibuprofeno. Para el estudio se aplicaron métodos de
dindmica molecular, para modelar la interaccién de la molécula de ibuprofeno con las enzimas,
determinando el sitio activo de éstas. Se utilizaron los programas Autodock 4 y Autodock VINA. En
el modelamiento molecular, los mejores resultados se lograron con el programa Autodock VINA, por
lo que éstos fueron comparados con resultados experimentales obtenidos mediante cristalografia
de rayos X. Los métodos computacionales de acoplamiento molecular son totalmente comparables
con resultados obtenidos experimentalmente, demostrando ser bastante exactos. Esto comprueba la
aplicabilidad de estos métodos en el proceso de sintesis y disefio de nuevos farmacos.

PALABRAS CLAVES: acoplamiento, autodock, ciclooxigenasa, citocromo P450, ibuprofeno
ABSTRACT.-

In this research, a computational modeling of the interaction of ibuprofen with the enzymes
Cyclooxygenase 1, Cyclooxygenase 2 and Cytochrome P450 2C9 is presented. The aim of this study
was to test the applicability of molecular docking methods in the identification of new ligands and
the location of active sites in enzymes; also to have a better understanding of the action mechanism
of ibuprofen. The research encompasses modeling the interaction of the ibuprofen molecule with the
enzymes through molecular dynamics methods. AutoDock 4 and AutoDock VINA software were
used. In the molecular modeling, the best results were achieved with AutoDock VINA, so those
results were compared with experimental data obtained by X-ray crystallography. Computational
docking methods are fully comparable with experimental results proving to be quite accurate. This
demonstrates the applicability of these methods in the synthesis and design of new drugs.
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INTRODUCCION

El proceso inflamatorio es la respuesta a un esti-
mulo nocivo causado por infecciones, anticuer-
pos o lesiones fisicas. Estd constituido por una
serie de fenémenos moleculares, celulares y vas-
culares (Brunton y Parker, 2008). La habilidad de
tener una respuesta inflamatoria es esencial para
sobrevivir al ataque de agentes dafiinos. Como
resultado del proceso inflamatorio, el umbral del
dolor se reduce y el drea afectada se hace més
sensible. Este proceso hace que exista menor
contacto y, por ende, menor movimiento del drea
afectada, promoviendo la sanacién (DiPiro y
Talbert, 2008).

El ser humano siempre ha buscado alivio para
el dolor. El uso de sustancias medicinales para
tratar el dolor y la fiebre data de las antiguas
civilizaciones griegas y egipcias, donde las hojas
de mirto seco, o extractos amargos de la corteza
de los drboles de dlamo, se utilizaban para tratar
dolores abdominales y de espalda (Hall et.al,
2001). Hoy en dia, el impacto del dolor en la
sociedad es todavia grande, siendo la principal
razon para buscar ayuda médica.

El ibuprofeno es uno de los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE’s) mds usados en la actuali-
dad. Fue creado por el grupo de investigadores
de la compaiifa Boots en 1 960 (Lednicer, 2008),
demostrando ser mds efectivo que sus predece-
sores y, que a su vez, causa menos efectos secun-
darios. El ibuprofeno pertenece a la familia de
los derivados del dcido propiénico. Posee accién
analgésica, antipirética y antiinflamatoria. El
ibuprofeno es uno de los medicamentos antiinfla-
matorios catalogados por la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) como esenciales.

El ibuprofeno es un inhibidor no selectivo de
la Ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). La COX-1
participa en la produccién de prostaglandinas
que intervienen en procesos fisiolégicos tales
como proteccién del epitelio gdstrico, manteni-
miento del flujo renal, agregacién plaquetaria,
migracién de neutréfilos, entre otros. La COX-2
produce prostaglandinas adicionales que inter-
vienen y causan los efectos en un proceso infla-
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matorio. Su funcién es mediar en los procesos de
inflamacion. Es parte fundamental en el sistema
nervioso central y el rifién. No es constitutiva en
todos los tejidos, pero puede ser inducida en el
sitio de inflamaciéon, manteniendo los mecanis-
mos inflamatorios y amplificando las sefiales
dolorosas (Hall et.al., 2001).

Gracias a métodos instrumentales como la cris-
talografia de rayos X, hoy se puede conocer la
estructura tridimensional de biomoléculas, y la
forma en que ciertos medicamentos se acoplan
a ellas. El conocimiento de propiedades fisicas,
quimicas y farmacoldgicas de principios activos
es de mucha utilidad industrial, ya que permi-
ten entender el comportamiento quimico en
el cuerpo y el mecanismo de accién. Con un
estudio computacional completo de estas sus-
tancias, se pueden crear procesos de sintesis
mds eficientes, menos costosos o més sencillos;
y ademds se pueden sintetizar nuevos farmacos
de accién rapida y que produzcan menos efec-
tos secundarios. Esto repercute en el costo de
los medicamentos, que puede disminuir nota-
blemente y llegar a personas de escasos recursos
(WHO, 2010).

El propésito de la quimica computacional es la
determinacién de propiedades quimicas de inte-
rés, asi como el desarrollo de compuestos nove-
dosos y el mejoramiento de procesos de sintesis.
La quimica computacional elimina en gran me-
dida costos de experimentacién y tiempo. Con
célculos computacionales, se puede modelar un
sistema molecular antes de sintetizar una molé-
cula en el laboratorio; y, aunque no son perfec-
tos, son bastante buenos para descartar el 90% de
posibles compuestos que son inadecuados para
su uso. Esto es bastante ttil, ya que la sintesis
de un solo compuesto puede tomar meses, mu-
cha materia prima y generar desechos téxicos
(Ramachandran, 2008; Young, 2001). Las técnicas
de modelamiento molecular son ampliamente
usadas en industrias quimicas, farmacéuticas
y agroquimicas. En ningtn caso, la aplicacién
de la quimica computacional sustituye la expe-
rimentacion en el laboratorio, sino que sirven
como una herramienta versatil para estudiar el
funcionamiento de la materia.



El disefio racional de medicamentos, es el
proceso de encontrar nuevos compuestos,

basados en el conocimiento del objetivo
biolégico. Un fdrmaco es comtnmente una
molécula orgdnica pequefia que activa o inhibe el
funcionamiento de una biomolécula, resultando
en un beneficio terapéutico para el paciente.
Utilizando una amplia gama de software y
estructuras computarizadas de referencia, se
puede determinar las moléculas que podrian
bloquear cierto tipo de enzima. Estas moléculas
pueden ser obtenidas de un banco de moléculas,
o modeladas en la computadora y luego
sintetizadas en laboratorio. Durante el proceso
de desarrollo normal, aproximadamente el
40-60% de los compuestos son rechazados
debido a sus propiedades ADMET (absorcién
correlativa, distribucién, metabolismo, excreciéon
y toxicidad) no favorables (Rahman et.al,
2009). La mayor parte de los esfuerzos en
modelamiento molecular se los realiza para
predecir las propiedades ADMET, ya que es
una manera econdmica y de alto rendimiento de
evaluar estas propiedades, antes de la sintesis y
las pruebas biol6gicas. Las predicciones ADMET
pueden lograr el rechazo de un prototipo
por su baja biodisponibilidad oral, recién
iniciado el proceso. Este método de disefio de
farmacos acorta el tiempo de invencién de un
medicamento y ahorra millones de délares a
las compafifas, en comparacién al desarrollo
tradicional de fdrmacos. Hoy en difa, toma
menos de 8 afios poner 3 medicamentos contra
el VIH en el mercado, cuando normalmente
tomaba el doble, y a costos excesivos (National
Institute of General Medical Sciences, 2011;

Mandal y Moudgil, 2009).

El programa computacional Autodock, estd di-
sefiado como una herramienta de acoplamien-
to molecular (The Scripps Research Institute,
2013). Autodock trata de predecir la estructura

o estructuras de los complejos intermoleculares
formados entre dos o mds moléculas. Docking,
como también se lo llama, es ampliamente usado
para sugerir enlaces e inhibir proteinas. Con este
programa, se pueden predecir cémo moléculas
pequenias, sustratos y candidatos de fdrmacos,
se unen a estructuras tridimensionales conoci-
das (The Scripps Research Institute, 2013). Asi
mismo, AutoDock puede ser aplicado en disefios
de fdrmacos, optimizacién de compuestos lider,
estudios en mecanismos quimicos, cristalografia
de rayos X, entre otros. El programa AutoDock
consiste en dos generaciones de programas para
computadora: AutoDock 4 y AutoDock Vina
(Atkinson y Abernethy, et al., 2007).

La aplicacién de programas computacionales en
el estudio del acoplamiento de ibuprofeno con
las Ciclooxigenasas 1 y 2 y con el Citocromo
P450, ha permitido comprobar su utilidad en la
determinacién de nuevos ligandos y en la locali-
zacion de sitios activos en las enzimas, asi como
también tener un mejor entendimiento del meca-
nismo de accién farmacolégica del ibuprofeno.

MATERIALES Y METODOS

Para el modelamiento computacional de la
interaccién de ibuprofeno con las enzimas
COX-1, COX-2y Citocromo P450 2C9 (CYP2C9),
se utilizaron los programas Autodock 4 y
Autodock VINA.

El ibuprofeno se une a las enzimas COX-1 y
COX-2 para ejercer su accion, y a el CYP2C9 para
su metabolizacién. En la Figura 1 se encuentran
las estructuras tridimensionales de la COX-1,
COX-2y CYP2C9. Las enzimas fueron obtenidas
experimentalmente mediante la técnica de
rayos X por otros autores, y colocadas en un
banco de proteinas (Protein Data Banks), de
donde se las descargé.
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Estructura CYP2C9

Figura 1. Estructuras de las enzimas Ciclooxigensa 1 y 2 (COX-1 y COX-2) y citocromo P450 2C9
(CYP2C9) obtenidas de las base de datos Protein Data Banks

Para el modelamiento, se hizo interactuar al
ligando (el ibuprofeno) con la macromolécula
(las enzimas). Se determinaron los posibles sitios
activos de la enzima que son los que tienen una
menor energia (mayor afinidad). El programa
Autodock permite seleccionar, para el cdlculo
de acoplamiento molecular, cualquier zona de
la enzima. Esto sirve cuando se tiene una idea
de en qué zona de la enzima se encuentra el
sitio activo. En este estudio, se seleccioné toda
la enzima.

El procedimiento que se sigui6 para las tres
enzimas fue el siguiente: Se obtuvieron las

enzimas del banco de datos de proteinas en
formato PDB.

Utilizando el programa Chimera 1.7 (Pettersen
et.al., 2004), se determinaron todos los residuos
que no pertenecian a la protefna.

En Autodock, se abrié Autodock Tools, se
escogié la enzima como macromolécula y se
la limpié con la opcién Hydrogen Polar only.
Posteriormente, se escogié al ibuprofeno como
ligando y se estableci6 el drea de acoplamiento,
como se muestra en la Tabla 1, donde se indican
las condiciones del cédlculo.

Tabla 1. Condiciones y dreas de andlisis para el acoplamiento

Parametro COX-1 COX-2 CYP2C9
Centro X 47.112 53.975 8.093
CentroY 28.000 -16.705 32.809
Centro Z 194.758 -12.800 0.802

Tamafo X 48 60 20

Tamafio Y 20 20 20

Tamafio Z 20 20 20
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Utilizando Autodock 4, se realizé el cdlculo de
acoplamiento molecular entre la macromolécula
y el ibuprofeno. Finalmente, con los datos
obtenidos en Autodock Tools, se creé un archivo

RESULTADOS

Al realizar el cdlculo de modelamiento molecular
del acoplamiento de ibuprofeno con la COX-1, el
programa Autodock 4 muestra diez resultados
diferentes. Cada resultado representa al ligando
en una posicién espacial distinta. En cada posi-

de entrada para Autodock VINA vy se realiz6
el célculo con este programa. Los resultados se
visualizaron utilizando el programa PyMol.

cion se obtiene la afinidad entre la macromolécula
y el ligando. En la Tabla 2 se presentan las diez
conformaciones obtenidas del acoplamiento del
ibuprofeno con la COX-1.

Tabla 2. Conformaciones obtenidas del cdlculo de acoplamiento de Ibuprofeno con COX-1, COX-

2 y CYP2CY, con los valores de afinidad en kcal/mol, utilizando los programas Autodock 4 y

Autodock VINA
Afinidad (kcal/mol)
Conformacién
COX-1 Autodock 4 COX-1 Autodock COX-2 Autodock CYP2C9 Autodock
VINA VINA VINA

1 -3.97 -7.6 74 -7.6
2 -3.68 -7.6 -74 -6.8
3 -3.76 -74 -7.4 -6.8
4 -4.78 -7.3 7.3 -6.8
5 -3.39 -7.3 -6.9 -6.7
6 -5.09 -7.2 -6.9 -6.1
7 -4.62 -7.1 -6.9 -6.0
8 -3.86 -6.7 -6.9 -5.8
9 -4.51 -6.8 -5.8
10 -3.87

Las conformaciones 4 y la 6 son las que tienen
mayor afinidad por lo que son las conformacio-
nes mas probables de la interaccién. En la Figura
2A, se muestra la posicién en el espacio de estas
dos conformaciones dentro de la enzima. En la
parte izquierda se presenta la posicién espacial
del ibuprofeno dentro de la COX-1 para la con-
formacién 4, mientras que en la parte derecha se
presenta la posicién para la conformacién 6. En
la Figura 2B, se presenta la interaccién entre ibu-
profeno y COX-1 obtenida experimentalmente

por cristalografia de rayos X. La enzima mues-
tra los dos sitios activos donde se ubica el ibu-
profeno, pero también muestra otras estructuras
como glucésidos, agua y el grupo hemo (Proto-
porfirina IX) que funciona como cofactor de la
enzima. Se comparé la estructura obtenida del
modelamiento computacional, con la estructu-
ra experimental. En la Figura 2C, la molécula
experimental se muestra en color gris, mientras
que la molécula en celeste representa la calcula-
da computacionalmente.
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Figura 2. A) Disposicién espacial del ligando en la conformacién 4 (izq.) y 6 (der.); B) Estructura
experimental de acoplamiento Ibuprofeno COX-1; C) Comparacién de las conformaciones
de Ibuprofeno obtenidos experimentalmente (gris) y computacionalmente (celeste) para las
conformaciones 4 (zq.) y 6 (der.) con el programa Autodock 4

Serealiz6 elmismo célculoutilizando el programa
Autodock VINA, con el que se obtuvieron
mejores resultados, ya que se encontraron
mayores afinidades de acoplamiento, lo que
implica menores energfas de enlace, como se
observa en la Tabla 2. El programa Autodock
VINA muestra las conformaciones ordenadas
energéticamente de menor a mayor, por lo
que las conformaciones 1 y 2 son las de menor
energia, debido a su alta afinidad.

En la Figura 3A, la conformacién 1 se presenta
en color verde mientras la conformacién 2 se
presenta en color rojo, la molécula experimental
se muestra de color gris. El modelamiento
molecular finaliza al acoplar las conformaciones
obtenidas computacionalmente dentro de la
enzima, como se muestra en la Figura 3B.

Figura 3. A) Comparacién de las conformaciones de Ibuprofeno obtenidas experimentalmente (gris)
y computacionalmente para las conformaciones 1 (izq. verde) y 2 (der. rojo) con el programa
Autodock VINA; B) Estructura computacional de acoplamiento Ibuprofeno COX-1
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Debido a que se obtuvieron mejores resultados
con Autodock VINA, sélo se mostrardn los aco-
plamientos calculados con este programa. En la
Tabla 2 se muestran las afinidades de las confor-
maciones obtenidas de la interaccién del ibu-
profeno con la COX-2.

Se tomaron las tres primeras conformaciones
ya que son las de mayor afinidad. Las dos
primeras se encuentran en el mismo sitio
activo de la enzima mientras la conformacién

3 se encuentra en el otro sitio activo. A
continuacion se compararon las conformaciones
obtenidas computacionalmente, con un modelo
experimental de la interaccién entre la COX-2
del ratén comtn con el medicamento celecoxib.
El resultado la comparacién se presenta en la
Figura 4A. Para presentar el resultado final del
acoplamiento, se tomaron las conformaciones 1
y 3, que son las mds probables para cada sitio
activo. El acoplamiento se puede observar en la

Figura 4B.

Figura 4. A) Comparacién de las conformaciones de celecoxib obtenidas experimentalmente (gris)
con el ibuprofeno obtenido computacionalmente para las conformaciones 1 (izq. rojo), 2 (medio,
verde) y 3 (der. azul); B) Estructura computacional de acoplamiento Ibuprofeno COX-2

Eldltimo acoplamiento se realizé entre el CYP2C9
y el ibuprofeno. En la Tabla 2 se encuentran las
conformaciones obtenidas y los valores de afinidad.

Se tom6 la conformacién con la mayor afinidad
y se la comparé con un modelo experimental de

la interaccion entre la CYP2C9 de un humano
con un AINE derivado del dcido propidnico,
el flurbiprofeno. En la Figura 5A se muestra el
resultado de la comparacién. En la Figura 5B
se muestra el resultado final del acoplamiento
molecular del ibuprofeno con el CYP2C9.

Figura 5. A) Comparacién de la conformacién de flurbiprofeno obtenida experimentalmente (gris)
con el ibuprofeno obtenido computacionalmente para la conformacién 1 (azul); B) Estructura com-

putacional de acoplamiento Ibuprofeno CYP2C9
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DISCUSION

Estudios previos demuestran que las enzimas
Ciclooxigenasa poseen dos sitios activos en su
estructura (DeWitt, 1999). En el modelamiento
computacional realizado en este trabajo, se ha
observado que las conformaciones de mayor
afinidad del ibuprofeno, se ubican en la parte
inferior de las enzimas COX-1 y COX-2, en dos
lugares diferentes, que corresponden a los dos
sitios activos ciclooxigenasa que poseen estas
enzimas. Este resultado demuestra que el aco-
plamiento molecular realizado con el modela-
miento computacional es acertado, pues repro-
duce adecuadamente los sitios activos de las
enzimas ciclooxigenasa, que interactdan con el
ibuprofeno.

La conformaciones de mayor afinidad obtenidas
computacionalmente para el ibuprofeno, utilizan-
do el programa Autodock 4, son la conformacién
4 y 6 (Tabla 2). Estas conformaciones se compa-
raron con las obtenidas experimentalmente para
la COX-1. Se puede observar en la figura 2C, que
en la conformacién 4, ambas moléculas estdn casi
superpuestas, variando muy poco en la posicion;
mientras que en la conformacién 6, las moléculas
estdn ligeramente separadas. Esto nos demues-
tra que los resultados obtenidos con el programa
Autodock 4 no son exactamente iguales a los
experimentales, pero si lo suficientemente cerca-
nos, como para guiarnos sobre cudles serfan las
conformaciones mas adecuadas.

Al realizar el mismo estudio pero utilizando el
programa Autodock VINA, se obtienen confor-
maciones con afinidades mds altas (Tabla 2), lo
que se traduce en menor energia de enlace. Al
comparar los valores de las afinidades obteni-
dos con los dos programas, se puede ver que al
utilizar el programa Autodock VINA, las afini-
dades son mayores en casi 2 kcal/mol, lo cual
crea conformaciones mucho mds exactas, al com-
pararlas con los datos experimentales, como se
puede visualizar en la Figura 3A. En este caso
se observa que ambas estructuras estan super-
puestas casi perfectamente. La conformacién 1
y la 2 poseen la misma afinidad, lo que indica
que tanto el sitio activo de la derecha como el
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de la izquierda de la COX-1, tienen la misma
probabilidad para que ingrese el ibuprofeno y
ejerza su funcioén.

Al introducir el ibuprofeno dentro de la enzima
COX-1, se puede observar ademads, que la figura
3B, donde se presenta el acoplamiento molecu-
lar computacional, es muy similar a la figura 2B,
donde se presenta el acoplamiento experimental
obtenido por cristalografia de rayos X, lo que
demuestra la eficiencia de los métodos computa-
cionales, y que el modelamiento computacional
permite obtener resultados comparables con
los experimentales.

En la tabla 2 se presentan las nueve confor-
maciones obtenidas para el acoplamiento del
Ibuprofeno con la COX-2 con su respectiva afi-
nidad. En esta tabla se puede observar que las
tres primeras conformaciones son las de mayor
afinidad, por lo tanto son las que presentaran
menores energfas de enlace con la enzima. Las
dos primeras conformaciones se encuentran en
el mismo sitio activo de la enzima, mientras que
la conformacién 3 se encuentra en el otro sitio
activo. En el caso de la interaccién del ibupro-
feno con la COX-2, la molécula de ibuprofeno
fue comparada con la conformacién del medi-
camento celecoxib obtenida experimentalmente
por cristalografia de rayos X (Figura 4A). El
celecoxib es un AINE selectivo de la COX-2, por
lo que, aunque la forma de unirse a la enzima
es diferente, el sitio activo donde se une es el
mismo que el del ibuprofeno. Las tres conforma-
ciones se encuentran superpuestas a la molécula
de celecoxib, lo que indica que los dos sitios
activos encontrados para la COX-2, son correc-
tos, y concuerdan con los encontrados en traba-
jos previos (DeWitt, 1999).

En el caso la interaccién del ibuprofeno con el
citocromo P450 2C9, se puede observar en la
tabla 2, que existe una sola conformacién con
la mayor afinidad. Esta conformacién fue com-
parada con una molécula de fluriprofeno obte-
nida experimentalmente (Figura 5A). En este
caso, las moléculas no se encuentran superpues-
tas, aunque si estdn muy cercanas una a otra, lo
que indica que el sitio activo encontrado com-



putacionalmente, es el mismo que el encontrado
experimentalmente. Asi, este sitio es donde se
producird la hidroxilacién del grupo isobutilo
del ibuprofeno, para proceder a la formacién de
otros metabolitos y su excrecion renal.

Las comparaciones analizadas son muy fitiles,
para determinar la aplicabilidad y exactitud de
los resultados obtenidos mediante programas
computacionales, en la bisqueda de sitios activos
y de enlaces enzima-sustrato de objetivos biol6gi-
cos y enzimas de interés.

La diversidad de mecanismos de enlace de la
COX-1 y COX-2 demostrados para diferentes
compuestos es impresionante. La habilidad de
la enzima de acomodarse estructuralmente a
diferentes inhibidores es notable, ya que no existe
evidencia de cambios considerables en la con-
formacion de las protefnas, en la interaccién con
AINEs (Blobaum y Marnett, 2007). El ibuprofeno,
como mostraron los resultados, bloquea el sitio
activo ciclooxigenasa de la enzima (impidiendo
la formacién de la prostaglandina). El mensaje
normal no es entregado, por lo que no se siente
el dolor y no se activa la respuesta inflamatoria.

Desafortunadamente, al ser un medicamento
no selectivo, ambas isoenzimas son bloqueadas,
interrumpiendo no solo la respuesta inflama-
toria, sino otras funciones protectoras, como la
produccién de dcido en el estémago (McMurry,
2004). Esta inhibicién se da por competencia.
La inhibicién competitiva se produce cuando
una molécula, que se asemeja al sustrato, puede
ocupar el sitio catalitico debido a su similitud en
estructura, siendo parcial o completamente inac-
tivo. Al ocupar el sitio activo, esta molécula acttia
como un inhibidor competitivo, previniendo que
el sustrato normal sea examinado y catalizado.
Operacionalmente, inhibidores competitivos
se unen reversiblemente al sitio activo. La in-
hibicién puede ser revertida al diluir el inhibidor
o aumentando la cantidad de sustrato (Tinoco et

al., 2009).

Luego de ejercer su funcién de inhibir la enzima,
el ibuprofeno pasa al higado, para ser metabo-
lizado por la enzima citocromo P450 monooxi-

genasa 2C9, en un proceso de hidroxilaciéon en
el carbono terciario del isobutilo, aumentando
su solubilidad en agua para poder ser eliminado
por via renal.

CONCLUSIONES

e El estudio de modelamiento computacional
del ibuprofeno nos ha indicado que es un
inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa,
al unirse a ambas isoformas de manera in-
distinta.

¢ El ibuprofeno se une sélo a los sitios activos
de la ciclooxigenasa en la parte inferior de la
enzima.

e Los métodos computacionales de aclopa-
miento molecular son totalmente compara-
bles con los resulados obtenidos experimen-
talmente, demostando ser bastante precisos.
Esto demuestra la aplicabilidad de estos
métodos en el proceso de sintesis y disefio
de nuevos farmacos.
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