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IDENTIFICACION DE INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA CICLOOXIGENASA
2 EDIANTE TECNICAS In silico

Resumen: Procesos inflamatorios Ilevados a cabo durante la progresion de patologias como
la artritis, osteoartritis, hiperplasia prostatica, cancer, entre otras, se han vinculado con la
sobreexpresion de enzimas como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), la cual coexiste como una de
las isoformas de la ciclooxigenasa (COX), siendo la COX-1 y COX-2 las principales
isoformas de la COX. La inhibicion de la isoforma COX-1 debida al uso de antiinflamatorios
no esteroideos (AINS) conlleva a dafios gastrointestinales y renales, por lo que se hace
necesario el uso de AINS selectivos hacia la COX-2. En la actualidad, el Unico inhibidor
selectivo (celecoxib) de la COX-2 aprobado por la FDA incrementa el riesgo de sufrir
accidentes cerebrovasculares y cardiovasculares. Debido a esto, en este trabajo se buscé
identificar posibles inhibidores selectivos de la COX-2 que pudieran llegar a presentar
efectos antiinflamatorios con menos efectos secundarios. Para esto, se evaluaron 5000
metabolitos de plantas mediante virtual screening a través de un modelo farmacoforico,
docking molecular, energia libre de enlace (EL) y dinamica molecular empleando el software
Maestro de Schrodinger, LLC. Como resultado se logro identificar los metabolitos crisina
(DS:-9,017; EL:-45,68 kcal/mol), apigenina (DS:-10,483; EL:-45,17 kcal/mol), galangina
(DS:-9,943; EL:-53,52 kcal/mol) y 5,7- dihidroxi-3-isoprenil flavona (DS:-10,466; EL.:-
75,03 kcal/mol) como posibles inhibidores, los cuales presentaron interacciones
hidrofébicas, n-n y puentes de hidrégeno con los residuos aminoacidicos Val523, Ser530, y
Tyr385, fundamentales en la inhibicion selectiva de la COX-2 ya que permiten la
diferenciacion de la COX-2 y metabolizacion del sustrato natural. Posteriormente, se evaluo
la estabilidad de las poses predichas por los ensayos de docking para cada flavona mediante
dindmica molecular, y los resultados obtenidos permitieron plantear como hipdtesis que los
sustituyentes alifaticos y no polares ubicados en el carbono 3 (C-3) de las flavonas juegan un
rol fundamental en la selectividad hacia la COX-2, debido a que mejoran la estabilidad de
las flavonas en complejo con la COX-2. Los resultados mostraron que el metabolito 5,7-
dihidroxi-3-isoprenil flavona present6 una frecuencia de interaccion tipo hidrofébica con la
Val523 del 54%, interaccion similar a la observada en los compuestos de referencia
(celecoxib=62%; rofecoxib=80%), lo cual nos permite validar la hipétesis planteada dado
que el unico metabolito capaz de establecer interacciones similares a los compuestos de
referencia tiene un sustituyente alifatico no polar en el C-3. Finalmente, se puedo concluir
que las flavonas crisina, apigenina, galangina, y en especial la 5,7-dihidroxi-3-isoprenil
flavona representa una nueva alternativa en el disefio y desarrollo de nuevos inhibidores
selectivos de la COX-2, con menos efectos secundarios que los demostrados por los farmacos
aprobados por la FDA.



1 INTRODUCCION

La COX es una enzima oxidorreductasa la cual presenta las isoformas COX-1 y COX-2,
asociadas con la sintesis de prostaglandinas como resultado de la metabolizacion del &cido
araquidonico, siendo esta la via principal de la respuesta inflamatoria y del dolor (Zhang et
al., 2020). La COX-1 es la isoforma proteica encargada de la sintesis de prostaglandinas
promotoras de la sintesis de mucosas que protegen el epitelio gastrico, la regulacion
plaguetaria, mantenimiento y proteccion de la funcion renal, entre otras (Garcia Meijide &
Gomez-Reino Carnota, 2000). Por otro lado, la isoforma COX-2 esta principalmente
relacionada con la respuesta inflamatoria y del dolor, viéndose sobreexpresada en patologias
como el cancer, artritis, hiperplasia prostatica, osteoartritis (Oniga et al., 2017). Debido a
esto, la inhibicion de la COX-2 ha sido un enfoque de alto interés en el desarrollo de diversos

farmacos.

Debido a la expresion de la COX-2 en enfermedades que llevan a cabo procesos inflamatorios
como las mencionadas anteriormente, se hace necesario el uso de antiinflamatorios no
esteroideos (AINS), dentro de los cuales se encuentran farmacos como el ibuprofeno,
naproxeno, aspirina, entre otros aprobados por la US Food and Drug Administration (FDA)
cuyo mecanismo de accion consiste en inhibir a la COX (Ahmadi et al., 2022). Los AINS
son farmacos con una alta demanda debido a su efecto antiinflamatorio, analgésico y
antipirético, sin embargo, la mayor parte de dichos farmacos presentan baja selectividad por
la COX-2 (Chen et al., 2021). La inhibicion de la COX-1 por parte de los AINS es una de las
causas de complicaciones gastrointestinales, mientras que los inhibidores selectivos por la
COX-2 han mostrado ser toxicos cuando se usan por tiempo prolongado (Parolini, 2020),
motivo por el cual se llevo a cabo esta investigacion, haciendo enfoque en compuestos de

origen vegetal.

El objetivo principal de este trabajo consistié en evaluar y analizar una base de datos
construida con metabolitos de plantas en busca de compuestos con capacidad para inhibir de
forma selectiva a la enzima COX-2. EI método de evaluacion de cada una de las moléculas

analizadas se llevo a cabo empleando técnicas computacionales, en los cuales se analizaron



variables como la energia libre de enlace mediante el método mecanica molecular
generalizada Born/Area (MM-GBSA), interacciones proteina-ligando con residuos
importantes del sitio activo de la COX-2, y estabilidad de los complejos proteina-ligando
mediante simulaciones de dindmica molecular. De esta forma, los resultados obtenidos
permitieron la identificacion del metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona como posible
inhibidor de la COX-2 el cual presentd interacciones hidrofébicas con la VVal523, aminoécido
determinante en la selectividad hacia la isoforma COX-2

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La COX-2 se ha identificado de forma sobreexpresada en enfermedades degenerativas como
la osteoartritis, artritis reumatoide, hiperplasia prostética y parkinson, ademas de diversos
tipos de cancer como el cancer de colon, seno, colorrectal, gastrico, hepatocelular, entre otros
(El-Husseiny et al., 2018; Huai et al., 2019; Khan et al., 2018; Sadeghi-Aliabadi et al., 2013;
Zarghi & Arfaei, 2011). Diversas investigaciones han demostrado que la COX-2 desempefia
un rol importante en la proliferacion y desarrollo de las patologias mencionadas
anteriormente, por lo que la inhibicion selectiva de dicha enzima ha sido un enfoque de alto

interés farmacoldgico.

La evidencia de la sobreexpresion de la COX-2 en diversas patologias, hace necesario el uso
de inhibidores selectivos de dicha enzima, motivo por el cual en la actualidad se cuenta con
diversos AINS, sin embargo, los mas comunes como el naproxeno, aspirina e ibuprofeno no
son selectivos y causan multiples efectos adversos debido a la inhibicién de la COX-1 la cual
es una enzima gque desemperia funciones homeostaticas como la regulacion de la temperatura
corporal, proteccion del epitelio gastrico, regulacion plaquetaria, entre otras (Parolini, 2020).
Por el contrario, el celecoxib el cual es el Unico inhibidor selectivo de la COX-2 aprobado
por la FDA incrementa el riesgo de sufrir accidentes cardiacos y cerebrovasculares, ademas,
de posibles dafos renales y hepaticos, motivos por los cuales en los afios 2004 y 2005 fueron
retirados del mercado el rofecoxib y valdecoxib compuestos de la misma familia del

celecoxib. Adicionalmente, la automedicacion con AINS ha dejado como resultado una cifra
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anual de 16000 muertes en los estados unidos asociadas a complicaciones debidas al uso de
dichos farmacos (Chan et al., 2017).

3 JUSTIFICACION

Segun Gowayed et al., 2020 el efecto modulador sobre la COX-2 es uno de los mecanismos
en el tratamiento de artritis en modelos con ratas; en la osteoartritis se ha demostrado que el
uso de antiinflamatorios no esteroideos como el celecoxib en ensayos clinicos con pacientes
logra la reduccion del dolor y mejora las funciones fisicas en comparacion con los placebos,
segun lo reportado por Nakata et al., 2018, siendo estas patologias degenerativas
diagnosticadas a 32.5 millones de adultos en el afio 2020 en los estados unidos (Osteoarthritis
(OA) | Arthritis | CDC, n.d.), y se proyecta que para el afio 2040 se diagnosticaran a 78.4
millones de adultos (25.9% de todos los adultos) con artritis en los estados unidos (Hootman
et al., 2016). Adicionalmente, la desregulacién de la COX-2 es uno de los mecanismos
celulares implicados en la tumorogenésis e inhibicidn de la apoptosis, entre otros procesos
claves en las vias de proliferacion del cancer (Ghosh et al., 2007), el cual dejé como resultado
una cifra de 608570 muertes en los estados unidos en el afio 2021 y 10 millones de muertes
en el mundo en el afio 2020 (Siegel et al., 2021). Adicionalmente, ensayos preclinicos han
mostrado que el uso de antiinflamatorios no esteroideos como el celecoxib inhibe la
progresion del cancer colorrectal lo cual sugiere que la inhibicion de la COX-2 es una terapia
efectiva en el tratamiento del cancer (X. Li et al., 2021); no obstante, el Unico inhibidor
selectivo de la COX-2 estd asociado con un alto riesgo de eventos cardiacos y

cerebrovasculares (Modica et al., 2005).

De acuerdo con las multiples patologias en las cuales se encuentra sobreexpresada la COX-
2, asi como la toxicidad ligada al uso de los AINS aprobados por la FDA, se hace necesario
el desarrollo de nuevos inhibidores selectivos y mas seguros de dicha enzima, por lo cual se
buscé en este trabajo identificar nuevos compuestos con potencial inhibitorio frente a la

COX-2 empleando técnicas in silico.
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Teniendo en cuenta los aportes cientificos descritos sobre la COX-2, este proyecto tuvo como
hipotesis: ¢Es posible identificar y optimizar nuevos compuestos con potencial como
inhibidores selectivos de la COX-2, a partir de inhibidores selectivos reportados en la
literatura y técnicas computacionales? Por tal motivo, en busca de corroborar la hipotesis

planteada en esta investigacion se establecieron los siguientes objetivos.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Identificar estructuras moleculares (ligandos) con posible actividad inhibitoria y selectiva
hacia la enzima COX-2, mediante técnicas in silico

4.2  Obijetivos Especificos

e Construir una base de datos compuesta por metabolitos secundarios de plantas.

e Diseflar un modelo farmacoférico, e identificar posibles inhibidores de la COX-2
mediante virtual screening por el modelo farmacoforico, docking molecular y energia
libre MM-GBSA.

e Analizar las interacciones y estabilidad de los complejos proteina-ligando mediante
dinamica molecular y proponer las mejores estructuras con posible efecto inhibidor y
selectivo sobre la COX-2.

5 MARCO TEORICO

5.1 Isoformas De La COX
La COX es una enzima la cual presenta dos isoformas, la COX-1y la COX-2. La enzima
constitutiva COX-1 se cristalizé por primera vez en 1971, y hasta 1991 se cristalizé la
isoforma inducible COX-2; por lo que se creia que la isoforma constitutiva era la Unica

ciclooxigenasa presente en las células eucariotas, sin embargo, en la actualidad se sabe que
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las isoformas de la COX se encuentran presentes en todos los organismos vertebrados

estudiados (Lopez Parra et al., 2007).

La COX-1 es la isoforma encargada de llevar a cabo la sintesis de prostaglandinas que
desempefian funciones homeostaticas, como la regulacion de la temperatura del cuerpo,
proteccion del epitelio géastrico, regulacién plaguetaria, mantenimiento y proteccion de la
funcién renal a través de la dilatacion de los vasos medulares y la perfusion del rifién, entre
otras (Garcia Meijide & Goémez-Reino Carnota, 2000). Mientras que, la COX-2 esta
principalmente relacionada con la respuesta inflamatoria, del dolor y la inhibicion de la
agregacion plaquetaria mediante la sintesis de prostaciclinas, viéndose expresada por
estimulos asociados al desarrollo de diversas patologias, razon por la que se considera a la

COX-2 como una proteina de alto interes farmacologico (Oniga et al., 2017).

La estructura primaria de la COX-1 y COX-2 comparten un 60 % de homologia entre sus
residuos aminoacidicos, no obstante, a pesar de las diferencias las dos enzimas tienen la
capacidad para metabolizar el acido araquidonico y sintetizar prostaglandinas (Zarghi &
Arfaei, 2011). Las diferencias que determinan cada una de las isoformas, es el cambio de tres
residuos aminoécidos presentes en el sitio activo (Abdellatif et al., 2021). En el caso de la
COX-1 se encuentran los residuos aminoacidicos 11e523, His513 y 1le434, mientras que en
la COX-2, son cambiados los residuos aminoacidicos mencionados anteriormente, por los
residuos Arg513, Val434 y Val523 (Abdellatif et al., 2021; Saglik et al., 2021).

Los residuos que difieren entre cada una de las isoformas juegan un rol clave en el disefio de
inhibidores selectivos, debido a que modifican el tamafio del canal en el cual se acopla el
acido araquidonico el cual es metabolizado por las isoformas de la COX (Blobaum &
Marnett, 2007).

5.2 Accion Catalitica De La COX
El &cido araquiddnico es metabolizado por las isoformas de la COX, enzimas pertenecientes
al grupo de las oxidorreductasas, las cuales llevan a cabo reacciones redox mediante la
transferencia de especies de hidrégeno y oxigeno, en la sintesis de prostaglandinas G2 (PGG)
(Nakata et al., 2018). La transicion de PGG: a prostaglandinas H> (PGH?>) es catalizada por
una enzima peroxigenasa, mientras que la sintesis de las prostaglandinas Iz, D2, Ez, F2 (PGl2,

PGD., PGE», PGF,) y tromboxanos Az (TXA.) es catalizada por enzimas sintasas especificas
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para cada tipo de prostanoide obtenido en la metabolizacion del acido araquidénico (figura
1) (Martinez-Canabal & Rivas-Arancibia, 2005).
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Figura 1. Esquema de la sintesis de prostaglandinas mediada por accién de la
ciclooxigenasa (figura tomada y adaptada de Narumiya et al., 1999).

Las prostaglandinas y tromboxanos sintetizados por accion de las enzimas sintasas, cumplen
su funcion dependiendo el tipo de receptor de prostaglandinas acoplados a la proteina G o
receptores transmembrana (Narumiya et al., 1999). Existen cinco tipos de receptores de
prostanoides denominados como receptores IP, DP, EP, FP y TP, determinando de esta forma
la accion intracelular debida al aumento de adenosin monofosfato ciclico (AMP¢) o
disminucion del AMP. y aumento de Ca*2 (Lebender et al., 2018). La activacion del receptor
EPz debida a la produccion de prostaglandinas E», se encuentra asociado a la disminucién
intracelular de AMPc, lo que estimula la produccidn de citoquinas proinflamatorias como IL-
12, TNF-a, IL-1a e IL-6, via principal de la respuesta inflamatoria, mediada principalmente
por la accion catalitica de la COX-2 (Ahmadi et al., 2022; Brune & Patrignani, 2015;
Lebender et al., 2018).

14



Investigaciones realizadas han mostrado la evolucion de los procesos de inflamacion llevados
a cabo en el desarrollo de diversas enfermedades como la osteoartritis, la artritis reumatoide
y la hiperplasia prostética, siendo estas algunas de las patologias que involucran procesos de
inflamacion durante su proliferacion (Huai et al., 2019; Khan et al., 2018). Adicionalmente,
se ha identificado la sobreexpresion de la COX-2 en cancer de seno, ovario, gastrico, préstata,
hepatocelular y colon (Borges et al., 2018; El-Husseiny et al., 2020; Marzouk et al., 2021;
Saglik et al., 2021). Ademas, la sintesis de prostaglandinas mediada por la COX-2 juega un
papel fundamental en la carcinogénesis, mediante la induccion de la mitosis de osteoblastos,
fibroblastos y células epiteliales de las glandulas mamarias (Oniga et al., 2017), motivos que
refuerzan el interés en la estructura y funcion de la COX-2 como medio para el desarrollo de

nuevos farmacos.

5.3 Caracteristicas Estructurales De La COX-2
La COX-2 cuenta con una masa molecular de 72 kDa distribuida en tres dominios; dominio
de factor de crecimiento epidermal, dominio de union membranal y la cavidad del sitio activo
(Ahmadi et al., 2022).

Por su parte, el sitio activo de la COX-2 tiene tres regiones de importancia en las cuales los
inhibidores se acoplan a la proteina. La primera region estd conformada por los residuos
Tyr385, Gly526, Trp387, Phe518, Leu384, y Ser530 siendo esta una region hidrofdbica; la
segunda region esta conformada por la Arg120 ,y la Tyr355 presentando afinidad a las
regiones hidrofilicas del ligando; Finalmente, la tercera regién se encuentra relacionada con
las interacciones que establecen la selectividad de los ligandos por la COX-2, y est4
conformada por los residuos His90, Val523, Arg513, Leu352, Ser353 \y GIn192 (figura 2)
(Taidi et al., 2022). La identificacidn de dichas regiones importantes de la COX-2 ha sido un
avance importante, permitiendo el disefio de compuestos con actividad inhibitoria de la COX

como los AINS.
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Figura 2. Residuos aminoacidicos involucrados en el acoplamiento de los ligandos a la
enzima COX-2. En pale green se encuentran coloreados los &tomos de carbono, en rojo el
oxigeno y en azul las especies de nitrégeno (figura de autoria propia).

5.4 Antiinflamatorios No Esteroideos (AINS)

Los AINS constituyen una familia quimicamente heterogénea de farmacos con efectos
principalmente antiinflamatorios, analgésicos, y antipiréticos (Chen et al., 2021). En la
actualidad se cuenta con diversos farmacos cuyo mecanismo de accion consiste en inhibir la
COX (AINS), sin embargo, no se cuenta con ningun farmaco aprobado por la FDA que inhibe
de forma selectiva la accion de la COX-2 y pueda ser usado por tiempo prolongado. Estudios
realizados han demostrado una relacion directa del modo de accion de los AINS con el
desarrollo de complicaciones gastrointestinales y renales asociadas con la inhibicién de la
enzima constitutiva COX-1 (Brune & Patrignani, 2015; Chan et al., 2017); estimandose la
venta anual de 30 billones de dosis y 16000 muertes anuales en los Estados Unidos debidas
a complicaciones relacionadas con el uso de AINS (Chan et al., 2017; Wiegand &
Shlamovitz, 2021).

Existen diversos tipos de AINS y se pueden clasificar de dos maneras; segun el indice de
selectividad por la COX-2; como inhibidores de accién reversible, 0 como lentamente

reversibles e irreversibles (Ahmadi et al., 2022). Dentro de los inhibidores no selectivos se
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encuentran los AINS clasicos como el ibuprofeno el cual es altamente reversible; mientras
que la aspirina es el unico inhibidor irreversible, debido a la interaccion mediante un puente
salino con la Arg120 e interaccion del grupo acetil con la Arg530 (Ahmadi et al., 2022). Por
otro lado, esté el celecoxib, el cual presenta un alto indice de selectividad y reversibilidad
dependiente del tiempo, siendo este el AINS con mayor indice de selectividad por la COX-2
actualmente aprobado por la FDA (Blobaum & Marnett, 2007).

Los AINS no selectivos tienen su efecto inhibitorio interactuando principalmente con los
residuos aminoacidicos Tyr355, Tyr385, Arg530 y Arg120 encontrados en el sitio activo de
las dos isoformas de la COX (Blobaum & Marnett, 2007). Por otra parte, los inhibidores
selectivos como el celecoxib, muestran interacciones con residuos aminoacidicos especificos
de la COX-2 como la Arg513 y Val523, los cuales hacen que los inhibidores se acoplen
facilmente en el sitio catalitico de dicha enzima y se vean impedidos estéricamente para
acceder al sitio activo de la COX-1 (Taidi et al., 2022). En la tabla 1 se muestran una serie
de AINS aprobados por la FDA (Wiegand & Shlamovitz, 2021), y en la figura 3 las
estructuras de aspirina, ibuprofeno, diclofenaco y el celecoxib.

Tabla 1. Lista de antiinflamatorios no esteroideos aprobados por la FDA (Wiegand &
Shlamovitz, 2021).

FAMILIA NOMBRE DEL
QUIMICA AINS
Salicilato Aspirina
Pirazol Fenilbutazona
Acido ]
antranilico Acido mefenamico
Diclofenaco
Etodolaco

Acido acético

Indometacina

Ketorolaco

Sulindaco

Ibuprofeno
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- Naproxeno
Acido
- Carprofeno
propiénico
Ketoprofeno
Oxicam Piroxicam
Coxib Celecoxib
O,
OH it S
OY \N/N
Aspirina Celecoxib S\%O
cl Il NH,
(0]
OH OH
NH
o (o]
Ibuprofeno cl

Diclofenaco

Figura 3. Estructura quimica de antiinflamatorios no esteroideos.

5.4.1 Celecoxib Y Su Mecanismo De Accion
Dentro de los inhibidores selectivos de la COX-2 se encuentran los farmacos de la familia de
los coxib, donde estan el rofecoxib, valdecoxib y celecoxib (figura 3). A pesar de la alta
selectividad de los coxibs hacia la COX-2, estos presentan graves efectos cardiotdxicos,
generando que hasta el momento el celecoxib sea el Unico coxib aprobado por la FDA
después de que en los afios 2004 y 2005 se sacaran del mercado el rofecoxib y valdecoxib,
debido a su alta toxicidad (Zarghi & Arfaei, 2011). EI mecanismo de accion del celecoxib
consiste en bloquear la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos mediante la inhibicién de
la COX-2, expresada debido a estimulos por citocinas, factores de crecimiento y promotores
de tumor, etc (Ahmadi et al., 2022). Se ha demostrado que el celecoxib es un potente anti

cancer, considerado por la FDA como quimiopreventivo en cancer de seno, prostata,
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colorrectal, pulmon y vesicula, ademas, el celecoxib en una dosis diaria de 400 mg mostro

reducir en un 48% la recurrencia en cancer de seno (Gong et al., 2012).

La biodisponibilidad del celecoxib en los procesos que realiza como terapia en el organismo
es del 84% después de pasadas 2 horas, y disminuye al 65% pasadas 4 horas; después de este
tiempo se hall6 una mayor tasa de metabolitos en el torrente sanguineo, productos de la
oxidacion por parte del citocromo P450 2C9 (CYP2C9) y citocromo P450 3A4 (CYP3A4),
sin embargo, nueve de los metabolitos son inhibidores activos por lo que su tiempo de vida

media estd en un rango de 3 a 11 horas (Saxena et al., 2020).

El celecoxib es metabolizado en el higado por accién del CYP2C9 y CYP3A4 en tres etapas.
En la etapa inicial el celecoxib es transformado en hidroxi celecoxib, posteriormente por
accion de la enzima alcohol deshidrogenasa 1y 2 (ADH-1 y ADH-2) el hidroxi celecoxib es
oxidado a carboxi celecoxib, el cual, es metabolizado por la glucurdnosil transferasa (UGTS)
para formar el 1-O-glucuronido celecoxib y ser eliminado a través de la bilis, mediante las

heces y la orina (figura 4) (Gong et al., 2012).

Metil
. hidroxilacion . . 1 Oxidacion - -
Celecoxib  —————"—» Hidroxi celecoxib —————»| Carboxi celecoxib
CYP2C9
CYP3A4

ConjugaciénlUGTs

Excrecion Glucurdnido

Heces y Orina )
celecoxib

Figura 4. Metabolismo hepatico del celecoxib (tomado y adaptado de Gong et al., 2012).

El celecoxib se ha asociado con un posible incremento en el riesgo de accidentes vasculares,
el cual esté relacionado con la inhibicidn de la sintesis de PGl2 que llevan a cabo procesos de
inhibicidn de la agregacion plaquetaria, permitiendo un incremento de los TXA; sintetizadas
por la COX-1, lo cual induce al paciente en un cuadro clinico protrombético y un alto riesgo
de eventos cardiacos y cerebrovasculares, ademéas de posibles fallos renales (Brune &

Patrignani, 2015; Divins, 2014). Debido a los efectos adversos causados por los AINS no
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selectivos, asi como por el celecoxib, existe la necesidad de evaluar nuevos compuestos con
potencial para inhibir la COX-2, teniendo un enfoque importante derivados de plantas como
los metabolitos secundarios debido a sus efectos terapéuticos, ademas, de posible reduccidn

de las contraindicaciones como las reportadas por los coxibs.

5.4.2 Metabolitos Secundarios De Plantas

Las plantas en respuesta al estrés causado por fendmenos climatoldgicos como temperaturas
extremas, sequia, salinidad, y contaminacién por metales pesados, han desarrollado
mecanismos de adaptacion, los cuales estan basados en la sintesis de compuestos

estructuralmente pequefios, denominados metabolitos secundarios (Ogbe et al., 2020).

Los metabolitos secundarios extraidos de plantas han sido usados a través de la evolucion del
hombre, en el tratamiento de enfermedades; se han reportado diversos metabolitos con
actividad inhibitoria de la COX-2 y actividad quimio preventiva (Kola et al., 2023).
Investigaciones  realizadas han  permitido identificar metabolitos como la
demethyleneberberine (IC50=16,79uM) y palmatina (IC5=23,47uM) evaluados en
investigaciones empleando proteinas recombinantes y cromatografia liquida de alta
resolucion (UPLC-ESI-MS) (Huai et al., 2019), butenolides aromaticos denominados
eutipoides (Taidi et al., 2022), triterpenoides y saponinas esteroideas presentes en extractos
de Waltheria Indica L. (Termer et al., 2021), siendo estos algunos de los 321 compuestos
naturales identificados entre los afios 2009 y 2018, los cuales presentan propiedades
antiinflamatorias e inhibicion de la COX-2 (Qin et al., 2020). A pesar que se ha logrado
identificar maltiples metabolitos que inhiben la COX-2 la efectividad y seguridad de estos
no ha sido evaluada en ensayos clinicos, debido a la dificultad para obtener de forma sintética
dichos productos de origen vegetal (Taidi et al., 2022). A pesar de la dificultad de la
obtencion de productos de origen vegetal, un enfoque importante en el desarrollo de farmacos
es la evaluacion de derivados de plantas como posibles terapias en el tratamiento de multiples
patologias (Jia et al., 2022). Adicionalmente, el desarrollo de las diversas herramientas
computacionales enfocadas al disefio racional de farmacos permite la optimizacion de dichos

compuestos en busca de potenciar sus efectos farmacoldgicos.
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5.5 Disefio De Farmacos Asistido Por Computadora (CADD)
La creciente demanda de farmacos con mejores propiedades farmacoldgicas y menor
toxicidad, ha llevado al desarrollo de algoritmos computacionales que permiten obtener una
aproximacion de estructuras quimicas con potencial farmacologico; siendo el screening
virtual uno de los métodos usados en el CADD, permitiendo el analisis de grandes cantidades
de compuestos en tiempos de analisis cortos y menor costo en comparacién con las técnicas

experimentales in vitro (Onawole et al., 2020).

5.5.1 Meétodos De Disefios De Farmacos Asistidos Por Computadora
Los métodos de disefio de farmacos empleando simulaciones computacionales, se pueden
agrupar de dos formas: los métodos basados en la estructura de los fArmacos o ligandos que
inhiben la accion de una proteina, o los que se basan en la estructura quimica del receptor
(Saldivar-Gonzalez et al., 2017).

Dentro de los métodos computacionales basados en la estructura del receptor esta el
acoplamiento molecular o docking y las simulaciones de dindmica molecular. Por otro lado,
algunos de los métodos para el desarrollo y disefio de farmacos basados en la estructura de
los inhibidores, son los modelos Q-SAR y farmacoforicos, ademas de las propiedades
ADME-Tox, que permiten establecer la viabilidad de un compuesto para ser usado como
farmaco (Pettersson & Teixid6 i Closa, 2009; Saldivar-Gonzalez et al., 2017).

5.5.2 Absorcion, Distribucion, Excrecion Y Metabolismo (ADME)
Cuando un farmaco ingresa al organismo hay dos procesos que se llevan a cabo de forma
simultanea. Estos procesos son conocidos como farmacodinamica y farmacocinética; la
farmacodinamica estudia la accion del farmaco sobre el cuerpo y la farmacocinética estudia

la accion del cuerpo u organismo sobre el farmaco (Y. Wang et al., 2015).

La farmacocinética se asocia con la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion
(ADME) de los farmacos introducidos en el organismo (Y. Wang et al., 2015). La absorcion
de los AINS debido a que son suministrados de forma oral, se lleva a cabo en el organismo

a través del intestino y posteriormente conducido al higado, donde es distribuido el farmaco
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a todos los drganos por medio del torrente sanguineo, sin embargo, debido a la
metabolizacion hepética de los AINS la distribucion del farmaco se ve afectada por la rapida
oxidacion y eliminacion de este (figura 4) (Administracion de Los Farmacos - Farmacos o
Sustancias - Manuale Merck Version Para El Publico General, n.d.), motivo por el cual las

propiedades ADME son un parametro importante que todos los farmacos deben superar.

Se han disefiado algoritmos computacionales con la capacidad de evaluar multiples
descriptores mediante los cuales se puede predecir las propiedades ADME, ademas de
descriptores asociados con la toxicidad de los compuestos evaluados (ADME-Tox). En este
trabajo se empleo el médulo QikProp del software Maestro de la compafiia Schrodinger, el
cual computa alrededor de 46 descriptores asociados con las propiedades ADME-Tox
(QikProp | Schrodinger, n.d.). Los andlisis se hicieron teniendo en cuenta la regla de 5 de
Lipinski (masa molecular (WM), donadores de enlaces de hidrégenos (donorHB), aceptores
de enlaces de hidrégeno (accptHB), coeficiente de particion octanol/agua (QPlogPo/w)), la
regla de 3 de Jorgensen (solubilidad en agua (QPlogS), permeabilidad de las células Caco-2
(QPPCaco) y numero de metabolitos primarios), la absorcion oral humana, porcentaje de
absorcion oral humana, enlace a proteinas plasmaticas (QPlogKHsa), permeabilidad de la
barrera hematoencefalica (QPlogBB)) y valor del ICso del bloqueo de los canales HERG K*
(QPlogHERG).

Las reglas de Lipinski determinan la probabilidad de que un farmaco sea soluble y sea
absorbido por el organismo, por lo que si la estructura del ligando no supera los descriptores
de las reglas de Lipinski es posible que el farmaco cuente con una biodisponibilidad que no
lo haga viable (Duchowicz et al., 2007). La regla de tres de Jorgensen al igual que las de
Lipinski, estan relacionadas con la absorcion y distribucion de farmacos, sin embargo, en
esta se tiene en cuenta la solubilidad en solucion acuosa del compuesto, la permeabilidad de
la linea celular Caco-2 la cual simula el tejido epitelial del intestino, ademas de establecer un
numero de metabolitos primarios con actividad farmacoldgica (Jorgensen & Duffy, 2002).
La permeabilidad de la barrera hematoencefalica permite el acceso de los farmacos al sistema
nervioso central involucrado en la sefializacion de la respuesta al dolor, por lo que se
considera un parametro relevante en el disefio de farmacos como los AINS (Y. Wang et al.,

2015). El enlace a proteinas plasméticas (QPlogKHhsa) es otro de los factores importantes en
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el estudio farmacocinético debido a que, si la afinidad de las proteinas plasmaticas por los
ligandos es alta, la probabilidad de que el farmaco atraviese las membranas celulares
disminuye y por lo tanto la biodisponibilidad del compuesto se va a ver afectada (Hage-
Melim et al., 2020). El ICso del bloqueo de los canales HERG K* es un parametro relevante
en los analisis farmacodinamicos, ya que se encuentra asociado con el riesgo de arritmia
ventricular y posible muerte por infarto cardiaco, siendo este el descriptor asociado con el
posible efecto toxico de los ligandos evaluados (Vandenberg et al., 2012).

Los descriptores mencionados en el parrafo anterior son medidos en diferentes rangos de
aceptacion, los cuales dependen del tipo de descriptor (tabla 2). Los rangos describen los
valores aptos para establecer condiciones Optimas de absorcion, biodisponibilidad,
metabolismo y posible efecto toxico de los compuestos evaluados, permitiendo discriminar

estructuras con viabilidad farmacoldgica (QikProp | Schrédinger, n.d.).

Tabla 2. Descriptores empleados para la evaluacién de la viabilidad farmacoldgica de las
estructuras analizadas (tabla tomada y adaptada de QikProp User Manual Copyright ©
2015 Schrodinger, LLC)

Rangos
Descriptor Descripcion recomendad
0s
NUmero de enlaces de hidrogeno que
donorHB puede donar un ligando en un medio 0.0-6.0
acuoso.
Numero de enlaces de hidrégeno que
accptHB puede aceptar un ligando en un medio 2.0-20
acuoso.
MW Masa molecular del ligando. <500
QPlogPo/w Coeficiente de particion octanol/agua. -2.0-6.5
QPlogS Predice la solubilidad en medio acuoso. -6.5-0.5
OPPCaco Predice la permeabilidad de la linea <25 pobre
celular Caco-2 en nm/s. >500 alta
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Predice la absorcion oral en escala

cualitativa. Usa un set de reglas basadas

primarios < 7.

; ) ) 1-bajo, 2-
_ en el nimero de metabolitos, nimero de _
HumanOral Absorption o medio, 3-
enlaces rotables, coeficientes de it
alto
particion, solubilidad y permeabilidad
celular.
PercentHumanOralAbs | Predice la absorcion oral en escalade 0 | >80% alto
orp a 100%. <25% pobre
Predice el coeficiente de particion
QPlogBB -3.0-1.2
sangre/cerebro.
Predice el enlace del ligando a la
QPlogKhsa o -1.5-15
albumina sérica humana.
_ Preocupacio
Predice el valor 1C50 del blogueo de los ]
QPlogHERG n por encima
canales HERG K+.
de -5
Las reglas de Lipinski son: MW < 500,
Reglas de Lipinski QPLogPo/w <5, donorHB < 5, Maximo 4
accptHB<10.
Las reglas de Jorgensen son: QPlogS > -
Reglas de Jorgensen | 5.7, QP PCaco > 22 nm/s, # Metabolitos | Méximo 3

5.5.3 Modelo Farmacoférico

Un modelo farmacofdrico son una serie de condiciones de distribucion espacial de regiones
claves de la superposicion de compuestos, basado en el alineamiento de estructuras con
actividad frente al receptor de interés. Las hipdtesis de modelos farmacoféricos son

construidas mediante una distribucion de features las cuales describen las interacciones que

puede establecer el ligando con el receptor (Pettersson & Teixidd i Closa, 2009).
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En este trabajo se empled el médulo Phase del software Maestro para la construccion del
modelo farmacoférico. Phase facilita el desarrollo de hip6tesis de modelos farmacoféricos
mediante la comparacion de compuestos activos y compuestos no activos, dando como
resultado la conformacidn de una caja de compuestos con regiones de similitud, descritas por
un punto, un vector o un grupo de atomos, las cuales estan vinculadas al tipo de feacture
determinada en el modelo farmacoférico (tabla 3). Los analisis de compuestos usando el
modelo farmacoférico (virtual screening) se realizan de forma comparativa determinando el
grado de acoplamiento de las moléculas analizadas, a cada una de las feactures de tres formas:
el alignment score, vector score y volume score las cuales se agrupan en una sola medida

denominada fitness, definida en la ecuacion 1 (Kchouk & Hegazy, 2022).

Salign

s = Wgite (1 — ) + WiecSvee ¥ Wyo1Svol Ecuacién 1

align

Donde Saiign €5 la desviacion de la raiz media cuadratica (RMS) entre los puntos de la
superposicion de las features del modelo y el ligando; Caiign, valor por predeterminado de 1,2;
Wiite, Valor predeterminado igual a 1,0; Sval, €s la relacion entre el volumen de las zonas de
similitud del ligando y el modelo farmacoférico, sobre el volumen total; Wy, valor
predeterminado igual a 1,0; Svec, €S el coseno medio entre los vectores coincidentes del

modelo y el ligando; Wyec valor predeterminado igual a 1,0.

Tabla 3. Feactures estimadas en la construccién de modelos farmacoféricos.

Feacture Simbolo Apariencia

Esfera roja centrada en

Aceptor de enlaces A el &tomo con flechas en
de hidrogeno direccion entrante de la
esfera
Esfera azul claro
Donador de ;
centrada en el atomo de
enlaces de D )
o H con flecha saliendo
hidrégeno
de la esfera
Grupo hidrofobico H Esfera verde
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Grupo cargado _
) N Esfera roja
negativamente

Grupo cargado
. P Esfera azul
positivamente

Toroide naranja en el
Anillo aromético R plano del anillo

aromatico

El valor Fitness determina el grado de acoplamiento de los ligandos al modelo en una escala
de -1 a 3, donde 3 es el mayor grado de acoplamiento (¢;What Are the Ranges for Fitness,
Vector, Volume, ¢and Site Scores in Phase? | Schrodinger, n.d.). Adicionalmente las
estructuras analizadas usando modelos farmacoféricos pueden ser discriminadas
estableciendo el ndmero minimo de feactures con las que debe coincidir. Los virtual
screening usando modelos farmacofdricos son procesos que permiten descartar estructuras
con un costo computacion bajo, motivo por el cual fue usado como primer filtro en el tamizaje

de la base de datos analizada, antes de llevar a cabo los analisis de docking molecular.

5.5.4 Docking Molecular
Las simulaciones de docking molecular son la herramienta mas comun usada en el disefio de
farmacos asistido por computadora. Los procesos de docking molecular estan basados en la
prediccion de la conformacion de los ligandos, y la prediccidn de las interacciones con las
regiones del sitio catalitico de la proteina, ademas, del calculo de la puntuacion del docking
(docking score) asociado con la afinidad de unién de los complejos proteina-ligando,

empleando funciones de energia (Zhou et al., 2007).

La afinidad de los ligandos por la proteina varia segun la configuracion en la cual se realice
el docking. Los analisis de docking molecular pueden llevarse a cabo en tres configuraciones
posibles; manteniendo el complejo proteina-ligando como cuerpos rigidos, la proteina rigida
y el ligando flexible o el complejo proteina-ligando flexibles (Stanzione et al., 2021). En cada
uno de los casos anteriores, los grados de libertad de los sistemas analizados son mas

complejos debido a la flexibilidad de los ligandos o flexibilidad de los complejos proteina-
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ligando, lo cual lleva a determinar con un mayor nivel de precision la afinidad de un

compuesto por la diana molecular de interés (Repasky et al., 2007).

En este trabajo los analisis de docking molecular se realizaron en el médulo GLIDE del
programa Maestro de la compafiia Schrodinger. Los modos de precision que ofrece el
software para los andlisis de complejos proteina-ligando son: el modo high-throughput
virtual screening (HTVS), standard-precision (SP) y extra-precision (XP), los cuales
mantienen la proteina como un cuerpo rigido y el ligando puede ser flexible o rigido. Cuando
se establece el ligando como flexible, todos los grupos rotables del ligando son evaluados,
aunque esto depende del modo de precision debido a las diferencias en los algoritmos de
muestreo (Repasky et al., 2007; What Are the Main Differences between HTVS, SP, and XP
Docking? | Schrédinger, n.d.).

El modo de precision HTVS es el método mas rapido para realizar virtual screening de bases
de datos con grandes cantidades de compuestos (Friesner et al., 2004). Los analisis realizados
usando el modo HTVS emplean las mismas funciones de puntuaciéon que el modo SP, sin
embargo, las diferencias que presentan, se basan en la reduccion del ndmero de
intermediarios conformacionales evaluadas en el sitio activo de la proteina, reduccion del
muestreo y del refinamiento torsional para el caso del modo de precision HTVS, no obstante,
el algoritmo empleado en los dos modos de precision es el mismo (What Are the Main
Differences between HTVS, SP, and XP Docking? | Schrédinger, n.d.).

El modo de precision XP emplea un algoritmo de muestreo méas exhaustivo que el modo SP,
ademas, tiene la habilidad para discriminar entre ligandos que no se acoplan de forma
adecuada al receptor, debido, a la capacidad para establecer faltas en la desolvatacién de los
grupos cargados y polares tanto del ligando como del receptor, ademas, del gran aporte hecho
por los maltiples disefios estructurales realizados gracias a su eficacia en el muestreo
(Friesner et al., 2004). La desolvatacion es un proceso importante que es considerado en los
analisis de docking XP, permitiendo considerar el efecto del cambio dieléctrico causado por
el bloqueo de las interacciones ligando solvente y proteina solvente, debida al desplazamiento
de este durante el acoplamiento proteina-ligando, lo cual incrementa la energia de interaccion

entre el receptor y el ligando, considerada en una funcién de docking score mas compleja
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que la del modo SP, permitiendo establecer faltas que reducen el nimero de falsos positivos
en los andlisis (Friesner et al., 2004, 2006).

La funcién de puntuacion XP GScore (XP GlideScore) del docking XP, tiene en cuenta
efectos entrépicos debido al desplazamiento de moléculas de agua de regiones hidrofébicas
ubicadas en el sitio catalitico del receptor, efectos de la desolvatacion que pueden ser
penalizados, ademas de la evaluacion de un set grande de conformaciones estructurales del
ligando en el sitio activo. La funcion XP GScore esta definida en la ecuacion 2 (Friesner et
al., 2004, 2006; Zhou et al., 2007).

XP GlideScore = Ecoyy + Evaw + Epina + Epenaity Ecuacion 2

Epina = Ehyd_enclosure + Ehb_nn_motif + Ehb_cc_mou'f + Ep; + Ehb_pair
+ Ephobic pair Ecuacién 3

Epenalty = Eligand_strain + Edesolv Ecuacion 4

En la ecuacién 3 se presenta el aporte de cada una de las interacciones enlazantes (Ebind),
incluidas en el tercer término de la ecuacion 2. El célculo del aporte al XP GScore de las
interacciones de puente de hidrégeno depende de las caracteristicas de las especies que
interaccionan; si el donador y el aceptor son especies neutras (Enb_nn_motif), Cargada-neutra
(Enb_pair) 0 ambas especies estdn cargadas (Enb cc motif). El aporte por las interacciones
lipofilicas es estimado dependiendo las distancias entre los &tomos lipofilicos del ligando y
el receptor (Epnobic_pair). El término Ep calcula el aporte realizado por las interacciones del
tipo pi-cation y pi stacking realizado por hal6genos ubicados en regiones hidrofdbicas del
receptor. El hydrophobic enclosure score (Enyd enclosure) Calcula el aporte por interacciones
hidrofobicas entre el ligando y receptor, incluyendo factores que no se tienen en cuenta en el
término Epnobic_pair, COMO penalizar aportes de interacciones lipofilicas mayores a -4.5
kcal/mol, debido a la capacidad de las moléculas de agua para interaccionar con el ligando y
la proteina en dicha regidn, entre otras (Friesner et al., 2004, 2006; Zhou et al., 2007).

En la ecuacidn 4 se presenta el cuarto término de la ecuacién 1 que describe la puntuacion

del docking XP. El primer término de la ecuacion 4 (Eiigand_strain), penaliza la torsion del
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ligando, debida a la deformacion causada para acoplarse en el sitio activo de la estructura
rigida del receptor (Guedes et al., 2014). El término Egesorv €5 Un modelo de aguas, construido
para evaluar la desolvatacion en el sitio activo de la proteina, pudiendo penalizar fallas en
grupos polares o cargados con una desolvatacion baja (Friesner et al., 2006). Debido a cada
una de las consideraciones mencionadas en este parrafo y el anterior, se considera al docking
XP como el més preciso de los modos de precision que establece Glide, permitiendo
identificar estructuras con un alto potencial para inhibir un receptor, y dando paso a analisis

mas rigurosos como las simulaciones dinamicas molecular (DM) (Friesner et al., 2006).

5.5.5 Dindmica Molecular (DM)

La dinamica molecular es un proceso que simula el movimiento de los &tomos, empleando
la mecénica clasica o Newtoniana (Guedes et al., 2014). ElI movimiento de los atomos se
encuentra asociado a la flexibilidad de las moléculas, la cual es una de las principales
caracteristicas de compuestos con actividad biol6gica como las proteinas, ademas, de poderse
incluir durante las simulaciones pardmetros como la temperatura, presion, pH vy
concentracion de iones de NaCl en medio acuoso, permitiendo hacer el seguimiento del
sistema en relacion con las interacciones proteina-ligando a través del tiempo, obteniéndose
una aproximacion del comportamiento biol6gico experimental de forma in silico (Guedes et
al., 2014; Namba et al., 2008).

Poder recrear el movimiento de cada una de las particulas de un sistema proteina-ligando en
condiciones biolodgicas, implica el analisis de cada una de las interacciones intermoleculares
e intramoleculares de los &tomos del sistema. El célculo de cada una de las interacciones es
realizado empleando campos de fuerza, los cuales estiman el aporte energético realizado por

los diversos tipos de interacciones entre moléculas o &tomos (Namba et al., 2008).

Un campo de fuerza es un conjunto de ecuaciones descritas por la mecanica molecular que
permiten reproducir el comportamiento de los atomos, mediante el calculo de la energia
potencial del sistema, y son parametrizadas para reproducir el comportamiento de moléculas
como las proteinas, glucésidos, acidos organicos, entre otras, motivo por el cual el anélisis
de sistemas de moléculas diferentes emplea campos de fuerza con funciones diferentes
(Namba et al., 2008).
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En este trabajo las simulaciones de DM se realizaron empleando suite Desmond, el cual
emplea el campo de fuerza OPLS_2005 disefiado para el andlisis de proteinas (Kaminski et
al., 2001). ElI campo de fuerza OPLS_2005 calcula la sumatoria de las energias de
interaccion, como energias de interaccion no enlazantes (Enp), interacciones enlazantes de
estiramiento (Ebond), flexion (Eangle) Y torsion (Etwrsion) (Kaminski et al., 2001; Sweere &

Fraaije, 2017).

El célculo de las energias no enlazantes es realizado estimando el potencial Coulomb y de

Lennard Jones, donde €;; y ;; son los parametros de energia y distancia entre los atomos i y

J (ecuacion 5) (Sweere & Fraaije, 2017).

E.p = z [qlq} + 4€;; 12 fij Ecuacién 5
e

i<j ij
En las ecuaciones 6, 7 y 8 se muestran las funciones usadas en el campo de fuerza
OPLS_2005 para determinar las energias enlazantes. Los términos r,, y 6, representan la
longitud de enlace y el angulo de equilibrio respectivamente. El término ¢; es el angulo
diedro, mientras V1, V2 y V3 son los coeficientes de las series de Fourier y f1, f2 y 3 son

angulos en fase (Jorgensen et al., 1996).

Epong = z Ky (r — 104)? Ecuacion 6
bonds

Eangle = Z Ko (0 — Beq)? Ecuacion 7
angle

Vi Vi

Etorsion = Z ? [1+ cos (q)l] + ? [1— cos (2¢i]
i

V3 g
+ 0} [1 — cos (3] Ecuacion 8
Como resultado de una dindmica molecular se obtiene el comportamiento del complejo
proteina-ligando por fragmentos de tiempo, calculado como trayectorias en las cuales el
ligando interactda con el receptor. Sin embargo, Las simulaciones de DM no tienen bien

definidos procesos como la desolvatacion, interacciones electrostaticas de largo alcance y
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contribuciones entropicas que actian como aportes de energia libre, las cuales si estan bien
definidas en métodos especializados en el calculo de la energia libre de los sistemas proteina-
ligando (Forouzesh & Mishra, 2021).

5.5.6 EnergiaLibre

El método més rapido y conocido para la estimacion de la energia libre es la Mecanica
molecular generalizada Born/Area de superficie (MM/GBSA- Molecular Mechanics
Generalized-Born Surface area) y la mecanica molecular Poisson-Boltzmann/area de
superficie (MM/PBSA- Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface area), la cual

emplea un modelo de solvatacién polar/no polar y de entropia (Forouzesh & Mishra, 2021).

Los modelos para la determinacion de la energia libre MM-GBSA y MM-PBSA emplean la
misma funcidn, en la cual la energia libre del ligando (L) y la energia libre de la proteina

receptor (R) es estimada como un complejo RL (ecuacién 9) (E. Wang et al., 2019).

AGypisn = Gr, — Gr — G, Ecuacién 9

La ecuacién 9, es una contribucién de diferentes interacciones, la cual es expresada en
términos de la energia calculada mediante mecénica molecular (AEyy) en fase gaseosa, la
energia de desolvatacion (AGs,) y la entropia conformacional en el sitio de union del sistema
RL (ecuacion 10) (E. Wang et al., 2019).

Gunisn = AH — TAS = AEyy + AGg, — TAS Ecuacion 10
AEmMm = AEinterna + AEelec + AEvqw Ecuacion 11
AEgq = AGpg/gg + AGsa Ecuacién 12
AGgy =y *SASA+b Ecuacién 13

El término AEy incluye cambios en la energia interna (AE;terma), Que tiene en cuenta
energias de enlaces, angulos y diedros; también incluyen las contribuciones de las energias
electrostaticas (AE.ec) Y energia van der Waals (AE,q4,,) (ecuacion 11) (E. Wang et al.,

2019). El término AG,, estd compuesta por dos componentes: contribuciones polares
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(AGpg/gg) Y contribuciones no polares AGg, (ecuacion 12); las contribuciones polares son

calculadas usando los modelos PB y GB, mientras que las contribuciones no polares son
estimadas generalmente usando el area de superficie accesible a disolventes (SASA)
(ecuacion 13) (E. Wang et al., 2019). Cada uno de los términos empleados en la
determinacion de la energia libre permiten hacer una aproximacion al comportamiento real
de los sistemas proteina-ligando, en un sistema bioldgico, permitiendo el desarrollo de

nuevos y mejores farmacos.

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es un proceso que tarda alrededor de 15
afios; el disefio y evaluacion de estructuras moleculares con actividad farmaco-biolégica que
pasan a la fase de ensayos preclinicos es una de las etapas que mas tardan en el desarrollo de
un medicamento (Vega de Leon, 2018). La constante mejora de las diversas técnicas in silico
como las nombradas anteriormente, han permitido acortar las brechas de tiempo logrando
evaluar grandes cantidades de datos en lapsos cortos, permitiendo una discriminacion de las
estructuras con posible actividad farmacoldgica sin necesidad de recurrir a técnicas
experimentales. De esta manera, posibilita a los investigadores llevar a cabo un enfoque
experimental dnicamente en los compuestos que superaron las pruebas realizadas usando
métodos computacionales, reduciendo el tiempo y costos de dicho proceso, facilitando el

disefio de nuevos medicamentos (Sabe et al., 2021).
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6 METODOLOGIA

La metodologia empleada en este trabajo de investigacion se baso en el tamizaje molecular
empleando técnicas computacionales. De esta manera, se analizd una base de datos de
metabolitos mediante virtual screening por un modelo farmacoférico, docking molecular,
energia libre MM-GBSA y dindmica molecular (figura 5). El sistema de filtrado fue disefiado
en busca de descartar el mayor nimero de metabolitos empleando las técnicas in silico con
menor costo computacional, permitiendo un enfoque con técnicas de mayor gasto

computacional (MM-GBSA y dinamica molecular) a un grupo selecto de estructuras.

)

_ V.S. el Modelo Farmacoférico )

Docking Molecular / > HTVS
/ P
Energia Libre (MM- / \ /
GBSA) y — >

Figura 5. Esquema metodolégico, estructurado en un sistema de tamizaje molecular para la
posible identificacion de nuevos inhibidores de la enzima COX-2.

6.1 Construccion De La Base De Datos
A partir de una revision exhaustiva de la literatura se colectaron las estructuras quimicas de
metabolitos secundarios de plantas de la base de datos PubChem, en formato .sdf sin hacer
ninguna discriminacion por zona geografica conservando los SMILES y cddigos de
referencia para su identificacion.

6.2 Optimizacion De Las Estructura De Los Metabolitos
Cada una de las estructuras de la base de datos fue optimizada empleando el modulo LigPrep

(Shelley et al., 2007) del software Maestro de Schrodinger-LLC, aplicando el campo de
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fuerza OPLS_2005 para generar las estructuras tridimensionales de mayor estabilidad y
ajustar los estados de protonacion a pH 7,0 £0,2 con ayuda del médulo Epik. Adicionalmente,
se conservo la quiralidad de cada uno de los metabolitos.

6.3 Modelo Farmacoforico y Virtual Screening Por EI Modelo
Para la construccion del modelo farmacoforico se recolectaron 20 estructuras de compuestos
evaluados de forma in vitro los cuales presentan indices de selectividad similares a los del
celecoxib o rofecoxib. Adicionalmente se recopilaron 6 estructuras con indices de
selectividad por debajo del farmaco de referencia (celecoxib) (ver tabla en el anexo 1). Las
estructuras se construyeron empleando el software Maestro y fueron optimizadas empleando
la misma metodologia aplicada en la optimizacion de las estructuras recopiladas en la base

de datos construida.

El modelo farmacoférico fue construido en el médulo Phase del software Maestro (Dixon,
Smondyrev, Knoll, et al., 2006), empleando la funcién Develop Pharmacophor Model en la
cual se establecié como ligandos activos a las 20 estructuras con indice de selectividad
similar o superior al de los farmacos de referencia (Abdellatif et al., 2021; Zhang et al., 2020;
El-Sayed et al., 2011; Beswick et al., 2004; Zarghi et al., 2009; Ghodsi et al., 2010; Kalgutkar
et al., 2005; Abdel-Aziz et al., 2020; EI-Azab et al., 2018; Marzouk et al., 2021; Ahmadi et
al., 2022; Tacconelli et al., 2002; Oniga et al., 2017; EI-Husseiny et al., 2018), y se establecio
como inactivos a las 6 estructuras con bajo indice de selectividad hacia la COX-2 (anexo 1),
y adicionalmente, el nimero de feactures para la construccion del modelo farmacoférico fue

establecidoenunrangode4a?.

El virtual screening de las estructuras recopiladas en la base de datos fue realizado empleando
la funcién Phase Ligand Screening (Dixon, Smondyrev, & Rao, 2006), configurado para
discriminar las estructuras que no tuvieron coincidencia con cada una de las feactures del
modelo farmacoférico, ademéas, mediante la puntuacion Fitness se determinaron las
estructuras con mayor grado de acoplamiento al modelo. Las estructuras que coincidieron

con todas las feactures del modelo fueron pasadas al siguiente filtro molecular.
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6.4 Docking Molecular

Inicialmente en los preparativos para llevar a cabo los analisis de docking molecular se Ilevo
a cabo la basqueda de una estructura cristalina de la enzima COX-2 cristalizada con un AINS
selectivo, ademas de haber sido extraida de la especie animal homo sapiens La estructura
cristalina de la enzima COX-2, junto con su ligando co-cristalizado (rofecoxib) con cédigo
de la Protein Data Bank (PDB:5KIR, resolucion 2.7 A) fue el receptor empleado en los
andlisis de docking molecular (Madhavi Sastry et al., 2013). La estructura con cddigo 5KIR
fue optimizada en el modulo Protein Preparation Wizard de Schrédinger, LLC Protein
Preparation Tools (Shelley et al., 2007), agregando atomos de hidrégeno de acuerdo al pH
fisiologico (7.0 +0,2), e identificando cadenas laterales y residuos faltantes, para ser
completados con ayuda del modulo Prime de Schrddinger, Inc, ademas se corrigieron estados
de protonacion con el campo de fuerza OPLS_2005, con ayuda del médulo Epik (Halgren et
al., 2004).

Una vez la estructura 5KIR optimizada, se empled la funcién Receptor Grid Generation del
software Maestro para determinar la caja o grid para ensayos de docking molecular. La caja
o0 grid, fue ubicado en las coordenadas del sitio de unién del rofecoxib co-cristalizado con la
enzima COX-2 (5KIR), estableciendo una caja cubica con aristas de 23 A, incluyendo todos
los residuos del sitio activo de la COX-2. El receptor generado se evalué mediante el
redocking del rofecoxib, obteniendo la raiz de la desviacion media cuadratica (RMSD) entre
el sitio de union del rofecoxib co-cristalizado en la estructura 5KIR y la pose obtenida del

redocking del rofecoxib.

El receptor validado fue empleado en los ensayos de docking molecular en los tres modos de
precision, usando la funcion Ligand Docking de Glide del software Maestro. Para esto, se
realizo el virtual screening de los ligandos que superaron el modelo farmacoférico en el modo
de precision HTVS, seguido por el docking en el modo de precision SP (Halgren et al., 2004).
Los resultados del docking en modo SP fueron analizados comparando los valores del
Docking score e interacciones entre los residuos importantes del sitio activo (Arg513,
Val523, Tyr385, Argl120, etc), seleccionando las estructuras con puntuaciones de Docking
score e interacciones similares a las de los farmacos de referencia (rofecoxib y celecoxib),

las cuales fueron empleadas para los analisis de docking en el modo de precision XP.
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Los andlisis de docking XP fueron configurados para describir el aporte a la puntuacién del
GScore XP debido a las interacciones entre cada residuo aminoacidico del sitio de unién
(Guedes et al., 2014; Halgren et al., 2004). Los resultados del docking XP fueron analizadas
segun los valores del GScore y el aporte energético realizado por los residuos Arg513,
Val523, Tyr385. Posteriormente, las mejores estructuras seleccionadas segun los analisis de

docking XP, fueron analizadas mediante el método de energia libre MM-GBSA.

6.5 Energia Libre Por El Método Mecanica Molecular Generalizada Born/Area
(MM-GBSA)
La energia libre de los complejos proteina-ligando se determind usando el modulo Prime
MM-GBSA del software Maestro de Schrddinger, LLC. Los complejos proteina ligando
obtenidos del docking XP fueron analizados utilizando el campo de fuerza OPLS_2005, el
modelo de solvatacion VSGB; calculando la energia libre a 8 A de distancia de cada uno de

los atomos del ligando, en el sitio de unién de a la COX-2 (Mulakala & Viswanadhan, 2013).

6.6 Propiedades ADME-Tox
A estas Ultimas estructuras mediante el moédulo QikProp del software Maestro se le estimaron
las propiedades ADME-Tox, determinando los descriptores establecidos en las reglas de
Lipinski, la regla de tres de Jorgensen, permeabilidad de la linea celular Caco2, entre otros,
mostrados en la tabla 2, estableciendo de esta forma la viabilidad de dichas estructuras para

ser analizadas mediante dindmica molecular.

6.7 Dinamica Molecular
Las simulaciones de dindmica molecular de los complejos proteinicos fueron realizadas en
el software Desmond de la suite Schrodinger, LLC. Cada uno de los complejos COX-
2/ligando fueron parametrizados empleando el campo de fuerza OPLS_2005 y solvatados en
medio acuoso con el modelo explicito de aguas TIP3P, ademas, el sistema fue neutralizado
con iones de Na* o CI" de acuerdo a cada sistema, y se configur6 a una temperatura de 300 K

y 1 atm con un ensamble isotérmico e isobarico (NPT).

Las simulaciones fueron corridas por 200 ns con un intervalo de integracion cada 200 ps, y

se realizaron cuatro réplicas para el complejo COX-2/Celecoxib, y cinco replicas para los
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complejos teniendo como ligando el rofecoxib, crisina, apigenina, galangina y la 5,7-
dihidroxi-3-isoprenil flavona. Adicionalmente, cada una de las réplicas fue corrida con el
mismo archivo de entrada y diferentes valores de siembra (random seeds). Las energias libres
fueron calculadas por el método MM-GBSA empleando las trayectorias durante el intervalo

de simulacion en el cual el RMSD fue mas estable (Giingor et al., 2021).

7 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 Base De Datos
Se lograron recopilar 5000 estructuras de metabolitos secundarios de plantas los cuales

conformaron la base de datos, empleada en los diversos analisis realizados en esta
investigacion (anexo 2). En esta, se depositaron compuestos como el carbazol (ID:6854),
acido malvalico (10416), andrografidina (1D:11968627), crisina (1D:5281607), Buddlenol B
(ID:21627696), entre otros; provenientes de especies de plantas como la Hibiscus syriacus,
Glycosmis mauritiana, Andrographis paniculat y Populus tremuloides, por mencionar
algunas de las especies productoras de los metabolitos recopilados en nuestra base de datos.
Posteriormente se llevé a cabo el disefio del modelo farmacoférico empleado en el virtual
screening de la base de datos, construido a partir de inhibidores de la COX-2 reportados en

la literatura.

7.2 Modelo Farmacoforico
El modelo farmacoférico construido contiene 4 feactures las cuales estan dadas por 2 anillos
aromaticos y 2 grupos aceptores de enlaces de hidrégeno, abreviados como hipotesis AARR.
La hipdtesis construida empleando inhibidores reportados en la literatura y farmacos con alto
indice de selectividad, encontro una relacion de similitud con 16 estructuras activas, donde
el mayor valor de acoplamiento fitness lo tuvieron los inhibidores rofecoxib, valdecoxib y
celecoxib (3, 2,57, 2,26 respectivamente). De acuerdo con los resultados anteriores, el
rofecoxib y valdecoxib se acoplan mejor al modelo farmacoforico que el celecoxib, lo cual
coincide con lo reportado en la literatura sobre la  selectividad

(rofecoxib>valdecoxib>celecoxib) de dichos coxibs (Brune y Patrignani; 2015).

Los coxibs son compuestos con diversos efectos adversos para la salud humana, no obstante,
son los inhibidores con mayor indice de selectividad por la COX-2 razén por la cual dichos

compuestos fueron usados en la construccion del modelo farmacoférico, mediante el cual se
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realizé el virtual screening de la base de datos en la busqueda de metabolitos de plantas con

caracteristicas estructurales capaces de mantener la alta selectividad mostrada por los coxibs.

El acoplamiento de los coxibs al modelo farmacoforico se debe a dos oxigenos presentes en
el grupo sulfonilo los cuales se acoplan a las feactures A del modelo; y a dos anillos
aromaticos caracteristicos de los coxibs envueltos en el acoplamiento con las feactures R del
modelo (figura 6). Por otro lado, compuestos no selectivos de la COX-2 (inactivos) como el
naproxeno e ibuprofeno se acoplaron a 3 feactures del modelo farmacoférico, mediante los
oxigenos del grupo -COOH acoplados a las feactures A; y un anillo aromatico acoplado a
una de las feactures R (figura 7). Debido a esto, el virtual screening por el modelo
farmacofdérico fue configurado para desechar los metabolitos que no coincidieran con cada
una de las 4 feactures del modelo, descartando de esta manera compuestos como el
ibuprofeno y naproxeno los cuales solo se acoplan a 3 de las 4 feactures del modelo

farmacoforico.

Figura 6. Modelo farmacoforico generado con las feactures AARR. La estructura de color
azul representa al rofecoxib. Las esferas rosadas con flechas entrantes, representa los
grupos aceptores de enlaces de hidrogeno (A), y los anillos color naranja representan los
grupos aromaticos (R).
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Figura 7. Acoplamiento del ibuprofeno al modelo farmacoférico. Los 4&tomos coloreados
de cian, rojo y blanco representan los carbonos, oxigenos e hidrogenos del ibuprofeno; las
esferas rosadas con flechas entrantes representan los grupos aceptores de enlaces de
hidrogeno (A), y los anillos color naranja representan los grupos aromaticos (R).

El virtual screening de la base de datos compuesta por 5000 metabolitos secundarios de
plantas a través del modelo farmacoférico permitié descartar 3874 de los compuestos de la
base de datos. En la tabla 4, se presentan los metabolitos identificados en la base de datos
PUBCHEM con el ID 71532239, 76959109, 158096, 21171, 439533 los cuales tuvieron los
valores fitness mas altos, gracias a la composicién de sus estructuras quimicas conformadas
por grupos carbonilos, éter e hidroxi que permiten el acoplamiento a las feactures A del
modelo farmacoférico, ademas de tener en su estructura principal al menos dos anillos
aromaticos que facilitan el acoplamiento a las feactures R. De forma similar como los
compuestos presentados en la tabla 4, un total de 1126 metabolitos hicieron matched con las

4 feactures del modelo, las cuales fueron sometidas al virtual screening de docking molecular.
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Tabla 4. Metabolitos con mejor acoplamiento al modelo farmacoforico, segun los valores
fitness obtenidos. Los circulos de color rosa representan a las feactures A, y los circulos
naranjas representan a las feactures R, indicando el acoplamiento con cada una de estas.

ID PUBCHEM | Fitness Matched Ligando-Farmacoforo

o000

71532239 2,178
76959109 2,101 o000
o000

158096 2,101
2009

21171 2,039
o900

439533 1,982

7.3 Docking molecular
Una vez realizado el virtual screening por el modelo farmacofdrico, 1126 moléculas fueron
evaluadas como posibles inhibidores de la enzima COX-2 mediante ensayos de docking
molecular. Para esto, inicialmente se realizo el redocking del rofecoxib como método de
validacién de los parametros del docking en dicha estructura cristalina. En la pose obtenida
por el rofecoxib, este se acopl6 en un sitio de unidén conformado principalmente por cuatro
cadenas establecidas entre los residuos Tyr348-Tyr355; Leu384-Trp387; Arg513-Leu518;y

Met522-Leu531 las cuales forman un sitio de union altamente hidrofébico. Sin embargo, en
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dicha region se localizan residuos polares y cargados como la His90, Arg120, GIn192,
Arg513y Ser530 (figura 8), los cuales forman interacciones claves entre los grupos polares
del rofecoxib y la COX-2. Como se observa en la figura 8, el rofecoxib presento una
interaccion tipo puente de hidrogeno entre el grupo metilsulfonilo y la Arg513, que junto con
el aporte de las interacciones de Van der Waals y electrostaticas permitieron obtener un
docking GScore XP de -9,317 y un RMSD de 0,38 A (figura 9) entre la posicion
cristalogréfica del rofecoxib y la posicion obtenida en el docking molecular. Segun Cole et
al., 2005; Hevener et al., 2009, son considerados éptimos los valores de la RMSD menores a
2 A con respecto a la pose cristalogréfica del ligando, demostrando que la metodologia
aplicada en este trabajo para los ensayos de docking fue dptima y satisfactoria. Por otro lado,
adicional al rofecoxib en los ensayos de docking molecular se emple6 como segundo farmaco
de referencia al celecoxib, el cual es Unico inhibidor selectivo de la COX-2 aprobado por la
en la actualidad.
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Figura 8. Pose representativa del redocking del rofecoxib en el sitio de unién de la COX-2.
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Figura 9. Superposicion (RMSD) del rofecoxib en el sitio de unién estimado
experimentalmente, y el sitio de union establecido en los analisis de docking molecular.
Los atomos de color cian, amarillo y morado representan los carbonos de la enzima COX-2,
rofecoxib co-cristalizado con la enzima, y rofecoxib acoplado a al receptor 5KIR,
respectivamente.

Por su parte, el celecoxib tuvo una puntuacion GScore XP de -11,443 establecida mediante
interacciones tipo puentes de hidrégeno entre el grupo sulfonamida y los residuos
aminoacidicos Phe518, Leu352, Ser353 y GIn192, ademas de interacciones electrostaticas y
de Van der Waals con los residuos Val523, Arg513, Tyr385, Trp387 y Arg120 (figura 10),
involucrados en la inhibicion selectiva de la enzima COX-2 (Taidi et al., 2022). La pose
obtenida para en el celecoxib en el docking molecular, es consistente con el sitio de unién
establecido por un analogo del celecoxib segun los resultados de la co-cristalizacion de la
enzima COX-2 con dicho compuesto (figura 11) reportado por Kurumbail Ravi G. et al.,
1996, durante el estudio de la inhibicidn selectiva de la COX-2 , validando de esta manera la
pose del celecoxib obtenida en nuestros resultados y confirmando que los parametros del

docking fueron 6ptimos, dando paso al virtual screening de docking molecular.
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Figura 10. Pose representativa del celecoxib en el sitio de union de la enzima COX-2
(PDB:5KIR). Los atomos con figura de sticks de color cian pertenecen a los carbonos de
los residuos aminoacidicos de la proteina, y los &omos de color morado pertenecen a los

carbonos del celecoxib. Las lineas punteadas en amarillo representan las interacciones tipo
puentes de hidrogeno entre el celecoxib (estructura morada) y la proteina.
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Figura 11. Analogo del celecoxib evaluado en la investigacion sobre la inhibicidn selectiva

de la COX-2, realizada por Kurumbail et al., 1996.

7.4 Virtual Screening de Docking Molecular
Los compuestos que pasaron a los analisis de docking molecular fueron cribados mediante
docking HTVS, SP y XP. A través del docking HTVS fueron analizados 1126 compuestos
seleccionados por el modelo farmacoforico, permitiendo descartar 759 metabolitos y dejar
un total de 367 compuestos, los cuales fueron aprobados debido a sus valores de docking
score. Los 367 metabolitos seleccionados mediante el docking HTVS fueron sometidos al

docking SP, y los resultados obtenidos de este fueron evaluados mediante inspeccion visual,
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donde se tuvieron en cuenta las interacciones con los residuos Arg513, Val530, Arg120 y
GIn192, similares a las interacciones mostradas por el celecoxib y rofecoxib, ademas, valores
de docking score menores a -9,00; dejando como resultado un total de 10 estructuras para ser
analizadas mediante docking XP. Después de obtener los resultados del docking XP fueron
descartadas 2 estructuras debido a que ninguna de las poses calculadas mejoro las
puntuaciones e interacciones del docking SP, dejando como posibles candidatos los
metabolitos (-)-catequina, epigalocatequina galato, cianidina 3-a-arabinésido, helioxantina,
crisina, apigenina y galangina (figura 12) los cuales mostraron interacciones con residuos
que juegan un rol importante en la inhibicion de la COX-2 y puntuaciones GScore XP
similares a los compuestos de referencia (tabla 5). Después de identificar los posibles
candidatos para ser sometidos a los analisis computacionales posteriores (propiedades
ADME-Tox y dindmica molecular), se llevo a cabo una revisidn sobre la actividad bioldgica
reportada de dichos compuestos, en busca de informacion que ayudara a validar o descartar

los metabolitos identificados en este punto de la investigacion.
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Figura 12. Metabolitos identificados con posible efecto inhibitorio frente a la COX-2;

donde A) es la estructura quimica de la (-)-catequina, B) epigalocatequina galato, C)

cianidina 3-a-arabindsido, D) helioxantina, E) crisina, F) apigenina, G) galangina H)
corresponde al metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona.
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Tabla 5. Resultados de las puntuaciones de energia e interacciones COX-2/Ligando
determinadas mediante los analisis del docking XP.

Interacciones Proteina-Ligando
Ligando xP Puentes de Hidrdgeno -7
Gscore
. His90, GIn192, Tyr385,
(-)-Catequina -10,563 Ser530
Epigalocatequina galato -10,001 Arg120, Tyr385, Phe518 Tyr355
Cianidina 3-a-arabindsido -9,505 GIn192, Phe518, Tyr355
Helioxantina -10,076 Arg120, Ser530 Tyr355
. His90, GIn192, Tyr355,
Crisina -9,017 Arg513, Phe518 Trp387
His90, GIn192, Leu352,
Apigenina -10,483 Tyr355, Arg513, Phe518,
Ser530
. His90, GIn192, Tyr355,
Galangina -9,943 Arg513, Phe518 Trp387
_ - . His90, GIn192, Tyr355,
5,7dihidroxi-3-isoprenil flavona -10,466 Arg513, Phe518
Rofecoxib (Referencia) -9,317 Arg513
. . GIn192, Leu352, Ser353,
Celecoxib (Referencia) -11,526 Phe518

Durante la revision bibliografica se pudo encontrar que los metabolitos (-)-catequina;
epigalocatequina galato; cianidina 3-a-arabinosa; helioxantina; crisina; apigenina vy
galangina han sido evaluados en modelos experimentales in vivo e in vitro demostrando que

presentan las siguientes actividades biologicas.

7.4.1 Catequinay epigalocatequina galato
Segun Oriakhi & Orumwensodia, 2021 la catequina (figura 12-A) en combinacion 1:1 con
el acido galico mostro efecto regulador de lesiones hepaticas inducidas por tetracloruro de
carbono (CCls) en ratas, mediante la regulacion de citoquinas proinflamatorias y proteinas
inflamatorias como la COX-2, no obstante, de acuerdo con lo reportado por Sookvanichsilp
& Poemsantitham la catequina no presenté efecto anti proliferativo sobre las lineas celulares

MCF-7 y LTED MCF-7 en comparacion con el diclofenaco y el celecoxib los cuales son
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inhibidores de la COX-2. Por otro lado, el derivado de la catequina con mayor actividad
biologica es la epigalocatequina galato (figura 12-B), la cual presenta actividad anti
proliferativa sobre la linea celular MCF-7 segun Huang et al., 2017, sin embargo, se ha
reportado como un inhibidor de la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa (iNOS) y
COX-2 a través de la inhibicidon de la fosforilacion y degradacion de la proteina IxBa,
impidiendo de esta manera la activacion del factor de transcripcion NF-kB involucrado en la
transcripcion del ADN (Ahmed et al., 2002). La evidencia cientifica demuestra que la
epigalocatequina galato tiene efecto antiinflamatorio debido a la inhibicion de la expresion
de genes involucrados en la expresion de proteinas como iNOS, COX-2 e IL-1B,
demostrando que su efecto antiinflamatorio no esta vinculado con la via de las
ciclooxigenasas, motivo por el cual dichos metabolitos fueron descartados en este punto de

la investigacion.

7.4.2 Cianidina 3-a-arabindsido
La cianidina 3-a-arabinosido es un metabolito perteneciente a la familia de las antocianinas,
las cuales son caracteristicas por tener en su estructura un atomo de oxigeno trivalente (O*)
como se puede observar en la figura 12-C, ademas de estar asociada con tener efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y anticancer (Hou et al., 2005). Segin Mulabagal et al., 2007
derivados de la cianidina 3-a-glucosil inhibieron a la COX-2 en porcentajes superiores a la
COX-1, no obstante, ninguno de los compuestos evaluados tuvo porcentajes de inhibicién
cercanos al farmaco de referencia (celecoxib). Por otro lado, se ha demostrado que las
antocianinas tienen poder antiinflamatorio debido a la inhibicion del factor nuclear kB (NF-
kB) y citoquinas proinflamatorias, ademas, se ha reportado que la inhibicion de la enzima
NF-kB es logrado gracias a la activacion de la proteina Nrf2 involucrada en la expresién de
genes con efecto antioxidante, asi como también por inhibir de forma directa proteinas
proinflamatorias como la COX-2 e iNOS (Hwang et al., 2011; Karlsen et al., 2007). Las
diversas investigaciones llevadas a cabo empleando modelos experimentales in vivo e in
vitro, revelan que las cianidinas muestran efecto antiinflamatorio a través de mecanismos
como los mencionados anteriormente, sin embargo, han mostrado habilidad para inhibir a la
COX-1 (Seeram et al., 2005) y adicionalmente su efecto antiinflamatorio no se aproxima al
del celecoxib, razones por las cuales fueron descartadas las cianidinas como objeto de nuestra

investigacion.
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7.4.3 Helioxantina
La helioxantina (figura 12-D) y derivados de este, tienen actividad antiviral sobre la linea
celular HepA2 mediante la supresion de la enzima HBsAg diana principal de los farmacos
antivirales de la hepatitis B (Janmanchi et al., 2013). Por otro lado, derivados de la
helioxantina mostraron actividad sobre la regeneracion 6sea; segin Amano et al., 2019 se
observaron cantidades elevadas de 6xido nitrico (NO) que inhibe la actividad de osteoclastos
involucrados en la pérdida de tejido ¢seo, sin embargo, la sintesis de NO es llevada a cabo
por proteinas proinflamatorias como la enzima inducible iNOS, la cual es la via principal por
la cual se lleva a cabo la sintesis de NO a partir de la helioxantina y su derivados
nitrogenados, permitiendonos inferir que dichos compuestos estan asociados con reacciones
opuestas a las de los antiinflamatorios no esteroideos motivo por el cual se descartd dicho

metabolito de nuestra investigacion.

7.4.4 5,7-dihidroxi flavonas
Finalmente se identifico a la crisina (figura 12-E), apigenina (figura 12-F), galangina
(figura 12-G) y 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona (figura 12-H), un conjunto de metabolitos
con estructuras analogas pertenecientes a la familia de las 5,7-dihidroxi flavonas. Durante la
revision bibliogréafica no se hall6 reporte sobre la actividad antiinflamatoria del metabolito
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona, sin embargo, la crisina, apigenina y galangina han sido
asociadas con tener actividad inhibitoria frente a la COX-2. Los resultados del docking
molecular de los metabolitos de interés mostraron interacciones tipo puentes de hidrégeno
con los residuos aminoacidicos His90, GIn192, Leu352, Tyr355, Arg513, Phe518 y Ser530
e interacciones de tipo n-n presentadas por la crisina y galangina con el residuo Trp387
(figura 13). Ademas, las puntuaciones de docking GScore XP fueron -9,017, -9,943, -10,483
y -10,466 para los metabolitos crisina, galangina, apigenina y 5,7-dihidroxi-3-isoprenil
flavona, respectivamente (tabla 5), las cuales en comparacion con las puntuaciones GScore
XP obtenidas por el rofecoxib y celecoxib, sugieren que las flavonas podrian inhibir de forma

selectiva a la enzima COX-2.
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Figura 13. Pose representativa de los ligandos A) crisina, B) apigenina, C) galanginay D)
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona, en el sitio catalitico de la enzima COX-2 (PDB:5KIR).
Los atomos con figura de sticks de color cian pertenecen a los carbonos de los residuos
aminoacidicos de la proteina, y los &tomos en morado pertenecen a los carbonos de los
metabolitos; las lineas punteadas en amarillo representan las interacciones tipo puentes de
hidrogeno y las lineas de color fucsia representan las interacciones n-m.

7.4.4.1 Crisina

De acuerdo con lo reportado por Cho et al., 2004 derivados de la crisina sustituidos en las
posiciones 5y 7 mostraron ser 10 veces mas selectivos por la COX-2 que por la COX-1
segun los ensayos in vitro(Cho et al., 2004); Dao et al., 2004 report6 que derivados de la
crisina lograron inhibir hasta en un 97.4% la sintesis de prostaglandina E> (PGE>) llevada a
cabo por la accion catalitica de la COX-2. Adicionalmente, un derivado de 1,5-diarilpirazol
y crisina tuvo un indice de selectividad con respecto a la COX-2 mayor que el del celecoxib

(Slderivado=206.45; Slcelecoxib=130.25) (Ren et al., 2018), lo que demuestra que analogos de la



crisina (5,7-dihidroxi flavona) como la apigenina son de alta importancia en el desarrollo de

AINS selectivos.

7.4.4.2 Apigenina

La apigenina en una dosis de 20 pM logrd la reduccion de la proliferacion de células
tumorales inducidas por DMBAJ/TPA en piel de ratones, mecanismo asociado principalmente
con la inhibicién selectiva de la COX-2 y receptores de prostaglandina EP; y EP2 que
promueven la diferenciacion terminal inhibiendo la proliferacion de células tumorales,
ademas, dosis de 20 puM inhibieron de forma completa las prostaglandinas de tipo PGE; las
cuales son sintetizadas por la accion catalitica de la COX-2 y son el principal mediador en la
respuesta inflamatoria (Kiraly et al., 2016). Los resultados experimentales mencionados
anteriormente, sugieren que la apigenina es una alternativa viable en el desarrollo de nuevos
inhibidores de la COX-2.

7.4.4.3 Galangina

Por otro lado, segiin Honmore et al., 2016 extractos etanodlicos de Alpinia officinarum con
contenido de galangina redujeron de forma significativa la inflamacion causada por un edema
inducido por carragenina en ratas; adicionalmente, los estudios de docking molecular
muestran que dicho efecto antiinflamatorio sobre el edema se debe a la inhibicion de la COX-
2 por accion de la galangina. Por otro lado, se demostré que la galangina pudo reducir las
convulsiones inducidas por PGE2/PTZ suministradas sobre la corteza cerebral en ratones, lo
cual sugiere que dicho metabolito inhibe la produccion de prostanoides asociados con la
accion catalitica de la enzima COX-2, permitiendo establecer que la galangina un derivado
de la 5,7-dihidroxi flavona tiene la capacidad de modular el efecto catalitico de la COX-2 (de
Zorzi et al., 2019).

7.4.4.4 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona

El metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona fue reportado por primera vez por Sutradhar
et al., 2008 durante el estudio de extractos de la planta Sida cordifolia, donde el efecto
antiinflamatorio de este metabolito fue evaluado experimentalmente a través de la induccion
de un edema por carragenina en ratas, mostrando una reduccion del 56,92% del edema. Por
otro lado, nuestros resultados mostraron que el docking molecular de la 5,7-dihidroxi-3-

isoprenil flavona tuvo una puntuacion GScore XP de -10,466, la cual indica una posible
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mayor afinidad que la puntuacion obtenida por el rofecoxib (-9,317), crisina (-9,017) y
galangina (-9,943). Ademaés, dicho metabolito mostré interacciones tipo puentes de
hidrégeno entre los residuos His90, GIn192, Tyr355, Arg513 y Phe518, los cuales se
observaron en las poses obtenidas por el rofecoxib y celecoxib (figura 13-D). De acuerdo
con Ferreira et al., 2017 los extractos de la planta Sida cordifolia (50 pug/ml) permitieron
reducir la produccién de PGE> en un 69,08 %, efecto atribuido principalmente a la via de la
COX, y posibles inhibidores selectivos de la COX-2 presentes en dicho extracto.

La evidencia anteriormente presentada sobre la actividad biologica de las flavonas como
inhibidores de la COX-2, junto con los resultados obtenidos computacionalmente en esta
investigacion, nos llevé a un enfoque en busca de establecer la eficacia y selectividad del
metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona como posible inhibidor de la COX-2, en
comparacion con la crisina, apigenina y galangina. Para esto, inicialmente los cuatro
metabolitos y los compuestos de referencia fueron evaluados mediante la estimacion de la
energia libre por el método MM-GBSA de las mejores poses obtenidas mediante el docking

molecular.

7.5 Energia Libre Por EI Método MM-GBSA De Las Poses Obtenidas Mediante
Docking Molecular

Como se observa en la tabla 6, las energias libres de los farmacos de referencia el celecoxib
y rofecoxib fueron de -65,25 y -71,33 kcal/mol, respectivamente, las cuales son mas
consistentes que las puntuaciones obtenidas en el docking XP debido a que el rofecoxib tiene
mayor afinidad por la COX-2 en comparacién con el celecoxib, segin lo reportado por
Ahmadi et al., 2022. Respecto a los metabolitos de plantas, la energia libre de la crisina -
45,68 kcal/mol y apigenina -45,17 kcal/mol fue mayor a las energias libres de la galangina -
53,52 kcal/mol y el metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona -75,03 kcal/mol, sugiriendo
que estos dos Ultimos son mas afines al sitio de union de la COX-2. Ademas, el metabolito
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona mostré mejor energia libre que los farmacos de referencia
(tabla 6), indicando que podria llegar a ser un posible inhibidor selectivo de la enzima COX-
2.
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Tabla 6. Energias libres de enlace para cada uno de los metabolitos de interés y
compuestos de referencia, estimadas por el método MM-GBSA.

Energia

Ligando Libre

(kcal/mol)
Crisina -45,68
Apigenina -45,17
Galangina -53,52
5,7-dihidroxi-3-isoprenil Flavona -75,03
Rofecoxib (referencia) -71,33
Celecoxib (referencia) -65,25

Una vez analizados los resultados obtenidos de docking y energia de afinidad, se pudo
evidenciar que la galangina y el metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona tienen una
mayor afinidad que la crisina y apigenina, lo cual nos llevé a plantear la hipotesis que los
sustituyentes presentes en el carbono 3 (C-3) de dichos metabolitos (figura 14) juegan un rol
importante en la estabilidad de acoplamiento a la enzima COX-2, ademés, la naturaleza
quimica del sustituyente es fundamental para lograr alcanzar cavidades hidrofdbicas
especificas de la COX-2. Adicionalmente se plante6 que los sustituyentes ubicados en el C-
3 conformados por hidrocarburos alifaticos podrian mejorar la estabilidad de las 5,7-
dihidroxi flavonas en el sitio activo de la COX-2, en comparacién con grupos polares.

OH @)

R=0H=galangina

R= /T = 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona

Figura 14. Estructura quimica de los metabolitos sustituidos en el carbono 3 de la 5,7-
dihidroxi flavona.
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En busca de corroborar la hipétesis anteriormente planteada se llevo a cabo el andlisis de una
serie de analogos de la 5,7-dihidroxi flavona con diversos sustituyentes en el C-3, nombrados
como analogos M-1, M-2, M-3, M-4, M-5, M-6 y M-7, mostrados en la figura 15. Los
sustituyentes fueron planteados con fines de hacer una aproximacion de las caracteristicas
que deben tener los sustituyentes para mejorar la accion inhibitoria frente a la COX-2, por lo
cual se propusieron estructuras de hidrocarburos alifaticos con instauraciones como los
derivados M-1y M-2, hidrocarburos con grupos ciclicos e instauraciones como los derivados
M-7 y M-4 e hidrocarburos alifaticos saturados como el derivado M-3. Adicionalmente, se
propusieron los derivados M-5 y M-6 los cuales tienen grupos polares alifaticos y ciclicos,

que permitid determinar si se logran interacciones con los residuos aminoacidicos con cadena

lateral polar.
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Figura 15. Anélogos de la crisina (5,7-dihidroxi flavona) sustituidos en el carbono 3 (C-3)
y nombrados como M-1, M-2, M-3, M-4, M-5, M-6 y M-7.
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Curiosamente los resultados obtenidos del docking XP indicaron que los derivados con
sustituyente con estructuras ciclicas tuvieron peores valores en las puntuaciones de docking
score, en comparacion con los derivados con sustituyentes en el C-3 con cadenas alifaticas.
Posiblemente esto se debe a que la posicién en la cual se orientan dichos derivados dentro
del sitio activo de la COX-2, dirige los grupos polares hacia regiones hidrofébicas
conformadas por residuos aminoacidicos como la VVal523, Val349, Tyr348, Met522, Phe518,
entre otros, de modo que hace inestable el acoplamiento de dichas estructuras en el sitio
activo de la COX-2, lo cual fue evidenciado en la pose obtenida del docking XP del derivado
M-5 (figura 16), y la posible razén por la que el derivado M-4 fue descartado en los analisis

de docking debido a que obtuvo una puntuacién en el docking score mayor a cero.
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Figura 16. Pose representativa del docking XP del derivado M-5, estructura sustituida en
C-3 con un grupo ciclico.
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Contrario a los resultados observados para los derivados con sustituyentes ciclicos, los
derivados con sustituyentes alifaticos mostraron mejores resultados en las puntuaciones
GScore XP. Los derivados M-1 y M-2 presentaron interacciones mediante puentes de
hidrogeno con los residuos His90, GIn192, Tyr355, Arg513 y Phe518 (figura 17), las cuales
fueron establecidas por los compuestos de referencia y el metabolito 5,7-dihidroxi-3-
isoprenil flavona, lo que permitié obtener puntuaciones de docking XP y valores de energia
libre similares al rofecoxib y celecoxib.

GIn192

His90

Arg513

Phe518 Phe518

Figura 17. Pose representativa de los ligandos A) M-1y B) M-2, en el sitio catalitico de la
enzima COX-2 (PDB:5KIR). Los dtomos con figura de sticks de color cian pertenecen a los
carbonos de los residuos aminoacidicos de la proteina, y los &tomos en morado pertenecen
a los carbonos de los metabolitos; las lineas punteadas en amarillo representan las
interacciones tipo puentes de hidrogeno.

En la tabla 7 se presenta los valores de las puntuaciones de docking XP y energia libre de
las poses obtenidas por los derivados. El docking molecular y energia libre por el método
MM-GBSA indicaron que el compuesto M-1 tuvo una puntuacion de docking GScore XP de
-10,897, siendo esta la mejor puntuacion de los derivados disefiados, mostrando incluso
mejor puntuacion de docking que las flavonas identificadas en esta investigacion y que el
rofecoxib (Tabla 6). Por otro lado, el compuesto M-2 tuvo un valor de energia libre de -
105,62 kcal/mol siendo esta la mejor energia libre de los 7 derivados, ademas de presentar
una mejor energia libre que las flavonas identificadas y los compuestos de referencia (tabla
7).
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Tabla 7. Puntuaciones del docking XP y valores de las energias libres de cada uno de los
derivados de la 5,7-dihidroxi flavona sustituidos en el C-3.

Estructur | GScore E_nergla

a XP Libre
(kcal/mol)

M-1 -10,897 -104,64

M-2 -10,795 -105,62

M-3 -10,43 -67,62

M-4 >0 -

M-5 -10,209 -37,83

M-6 -10,375 -65,75

M-7 -7,682 -

-Energias no estimadas debido a los altos valores obtenidos en las puntuaciones del docking
XP.

Los resultados obtenidos de la energia libre y puntuaciones del docking XP mostraron que
los derivados con grupos polares como los compuesto M-5y M-6 tuvieron una energia de -
37,83 y -65,75 kcal/mol respectivamente, peores en comparacién con los derivados
sustituidos con grupos no polares como los derivados M-1, M-2 y M-3 los cuales tuvieron
energias libres de -104,64, -105,62 y -67,62 kcal/mol respectivamente. Por otro lado, los
compuestos con sustituyentes con grupos ciclicos como los derivados M-4, M-5 y M-7
presentaron energias libres altas en comparacion con los derivados con grupos no polares y
alifaticos como los derivados M-1, M-2'y M-3, sugiriendo gue estos Gltimos presentan mayor
afinidad por la enzima COX-2, lo cual es un indicio que ayuda a soportar la hipétesis
planteada anteriormente. No obstante, con los métodos empleados hasta este punto de la
investigacién no se podria afirmar que la hip6tesis planteada sobre la optimizacion de las 5,7-
dihidroxi flavonas con sustituciones en el C-3, por grupos no polares y alifaticos es
totalmente acertada. Por esto, los metabolitos 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona, apigenina,
galangina, crisina, rofecoxib, celecoxib y el derivado M-2 fueron sometidos a analisis
mediante dindmica molecular, sin embargo, previamente se llevo a cabo el célculo de las
propiedades ADME-Tox, como medio para corroborar que las estructuras propuestas como

posibles inhibidores selectivos de la COX-2 presentan viabilidad farmacolégica.
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7.6 Propiedades ADME-Tox
Los metabolitos seleccionados estuvieron dentro de los rangos establecidos de aprobacién de

los 4 descriptores establecidos en las reglas de Lipinski, que permiten establecer una relacion
entre la solubilidad en medio acuoso y la capacidad para permear de forma pasiva las
membranas celulares (Benet et al., 2016). Por otro lado, el celecoxib y el compuesto M-7
tuvieron valores por fuera del rango establecido para el descriptor QPlogS asociado con la
solubilidad en medio acuoso, sin embargo, las flavonas crisina, apigenina, galangina 'y 5,7-
dihidroxi-3-isoprenil flavona no violaron ninguna de las 3 reglas establecidas por Jorgensen.
Por su parte, el metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona tuvo una puntuacién de 565,639
en el descriptor QPPCaco superior a sus metabolitos andlogos y farmacos de referencia,
indicando que tiene una alta habilidad para permear la linea celular Caco-2 asociada con la
capacidad para atravesar las membranas del intestino delgado (anexo 3) (Van Breemen &
Li, 2005).

La permeabilidad de la linea celular Caco-2 puede vincularse con la absorcion de farmacos
administrados por via oral y de acuerdo con los resultados mencionados anteriormente
(Paixao et al., 2010), todos los ligandos evaluados mostraron valores altos en los descriptores
de absorcion oral, ademas, la 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona indicé un 100% de absorcion
oral siendo este el Unico metabolito en alcanzar dicho porcentaje de absorcion. Los
coeficientes de reparto cerebro/sangre (QPlogBB) de todos los ligandos evaluados en esta
investigacion incluyendo los compuestos de referencia tuvieron valores negativos, lo cual
indica que no permean la barrera hematoencefalica y por lo tanto no representan un riesgo a
nivel cerebral (Y. J. Lietal., 2021). Por otro lado, todos los ligandos tuvieron valores dentro
del rango 6ptimo de enlace a albumina sérica (QPlogKhsa), lo cual sugiere que no se enlazan
a proteinas séricas y por lo tanto incrementa la posibilidad de permear las membranas
celulares (Hage-Melim et al., 2020). Por ultimo, todos los compuestos evaluados mostraron
valores dentro del rango que no causan preocupacion sobre el efecto del bloqueo de los
canales HERG K, indicando que no poseen cardiotoxicidad asociada al bloqueo de dichos

canales (anexo 4) (Vandenberg et al., 2012).

De acuerdo con los resultados mencionados anteriormente para cada uno de los descriptores
empleados en la evaluacion de las propiedades ADME-Tox, se puede afirmar que los

metabolitos de interés y en particular el metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona tienen
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viabilidad farmacoldgica como lo soportan los resultados de la medicion de las propiedades
ADME-Tox, justificando de esta manera los ensayos realizados empleando simulaciones de
dinamica molecular.
7.7 Dinamica Molecular

Las simulaciones de dinamica molecular permiten evaluar el comportamiento de un complejo
proteina-ligando a través del tiempo, dando como resultado un perfil de estabilidad durante
el tiempo de simulacion, el cual esta dado por la desviacion de la raiz media cuadratica
(RMSD) vy registra las desviaciones de la posicion inicial del ligando durante la simulacion
(Kulkarni et al., 2022), facilitando un anélisis de estabilidad basado en las fluctuaciones con
respecto a la posicion inicial del ligando (De Vivo et al., 2016). Como se observa en la figura
16, las simulaciones de dinamica molecular para los complejos de referencia COX-
2/rofecoxib y COX-2/celecoxib indican valores de RMSDs con fluctuaciones similares a las
registradas por la apoproteina (Figura 16). Adicionalmente después de haberse estabilizado
el movimiento de los residuos aminoacidicos una vez iniciadas las simulaciones, las
fluctuaciones méas grandes registradas para el celecoxib y rofecoxib fueron de 0,765y 0,374
A, respectivamente, definiendo el rango de fluctuacion dentro del cual deben estar los
residuos aminoacidicos de los complejos teniendo como ligando a los metabolitos evaluados

y el derivado M-2.

RMSD DE LA COX-2 (celecoxib) 41 RMSD de la COX-2 (rofecoxib)
—— RMSD de la COX-2 en complejo con el celecoxib

—— RMSD de la Apoproteina
——  RMSD de la apoproteina
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Figura 16. RMSD de las fluctuaciones de los residuos aminoacidicos de la enzima COX-2
después de la union de los compuestos de referencia A) celecoxib y B) rofecoxib (200 ns
por réplica).
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En cuanto a los valores de RMSD de los complejos teniendo como ligando la 5,7-dihidroxi-
3-isoprenil flavona, apigenina, crisina, galangina y el derivado M-2 presentaron
fluctuaciones de 0,515, 0,347, 0,374, 0,390 y 0,426 A, respectivamente (tabla 8). Los
metabolitos y el derivados M-2 tuvieron fluctuaciones en el sitio activo menores a las
registradas por los compuestos de referencia, sugiriendo que los residuos aminoacidicos del
sitio de union se reajustan y se estabilizan después del acoplamiento de los metabolitos
durante la dinamica molecular como lo demuestran los RMSDs presentados en la figura 17.

Tabla 8. Fluctuaciones mas grandes registradas por los carbonos alfa de los residuos
aminoacidicos de la COX-2, teniendo en cuenta todas las réplicas realizadas.

Mayor
Compuesto fluctuadion A)
Celecoxib 0,765
Rofecoxib 0,374
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona 0,515
Apigenina 0,347
Crisina 0,374
Galangina 0,39
M-2 0,426
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Figura 17. RMSD de las fluctuaciones de los carbonos alfa de la enzima COX-2 después
del acoplamiento de la A) crisina, B) apigenina, C) galangina, D) 5,7-dihidroxi-3-isoprenil
flavona y E) M-2 en comparacion con la apoproteina (200 ns por réplica).
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Las fluctuaciones registradas por los residuos aminoacidicos de la COX-2 mostraron que la
proteina no sufre ninguna desnaturalizacion conservando su actividad catalitica, sugiriendo
que los metabolitos se acoplan de forma estable. La fluctuacion mas grande mostrada en el
RMSD del celecoxib y rofecoxib fue de 0,681 y 0,975 A (figura 18), mientras que la 5,7-
dihidroxi-3-isoprenil flavona, apigenina, crisina, galangina y el derivado M-2 presentaron
fluctuaciones de 3,003, 3,982, 2,922, 2,788 y 2,212 A respectivamente (tabla 9), las cuales,
aunque superiores a las fluctuaciones de los compuestos de referencia, son estables de
acuerdo con lo reportado durante los analisis de estabilidad de diversos eutipoides (Taidi et
al., 2022).

Tabla 9. Fluctuaciones mas grandes registradas por los ligandos acoplados en el sitio
activo de la COX-2, teniendo en cuenta todas las réplicas realizadas.

Mayor
Compuesto fluctuac%én (A)
Celecoxib 0,681
Rofecoxib 0,975
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona 3,003
Apigenina 3,982
Crisina 2,922
Galangina 2,788
M-2 2,212
8 RMSD del Celecoxib 87 RMSD del Rofecoxib
74 A 71 B
61 6
25 2
2 4 2 4
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Figura 18. RMDS de las fluctuaciones de los compuestos de referencia A) celecoxib y B)
rofecoxib acoplados en el sitio de union de la enzima COX-2 (200 ns por réplica).
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Por otro lado, una vez iniciada cada una de las simulaciones y réplicas, se observé una alta
fluctuacion en los primeros nanosegundos para el caso de la crisina, apigenina y galangina,
lo cual se debe a que las poses halladas durante el docking molecular no fueron las mas
estables obligando a los ligandos a encontrar un sitio de mayor estabilidad, no obstante,
después de aproximadamente 4 ns todos los sistemas mostraron fluctuaciones iguales o
menores a las mostradas en la tabla 9, sugiriendo que se acoplan de manera estable a la COX-
2. Adicionalmente, la apigenina fue el compuesto que mostré la mayor fluctuacion (3,982
A), sin embargo, dicho metabolito es uno de los compuestos que presenta menos
fluctuaciones a través de toda la simulacion en comparacion con sus metabolitos analogos y
el derivado M-2, indicando que el sustituyente -OH ubicado en la posicion 4 del grupo fenil
de la apigenina estabiliza el acoplamiento a la COX-2 (figura 19), lo cual se debe a las
interacciones mediante puentes de hidrégeno establecidas por el grupo -OH con los residuos
Trp387 y Leu384 e interacciones n-n con los residuos Tyr385 y Phe518, sugiriendo que dicha
sustitucién optimiza el acoplamiento de las flavonas a la enzima COX-2.
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Figura 19. RMDS de las fluctuaciones de los metabolitos A) crisina, B) apigenina, C)

galangina, D) 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona y E) M-2 acoplados en el sitio de union de

la enzima COX-2 (200 ns por réplica).
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Los resultados y analisis de los RMSDs presentados anteriormente como método de analisis
de estabilidad de cada uno de los complejos estudiados fue uno de los tres métodos empleados
en el andlisis de los complejos COX-2-ligandos, permitiéndonos establecer que el metabolito
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona fue el compuesto mas estable en la posicion obtenida en los
analisis de docking molecular. Como segundo pardmetro de andlisis de la estabilidad de los
complejos mencionados anteriormente, se analiz6 la raiz media cuadritica de las
fluctuaciones (RMSF), las cuales indican las regiones de la proteina que flucttan durante la
dindmica molecular como resultado de las interacciones establecidas con el ligando
(Kulkarni et al., 2022). Los RMSFs indicaron fluctuaciones similares en todos los sistemas
analizados incluyendo los compuestos de referencia y metabolitos (anexo 4), demostrando
que dichas estructuras son capaces de establecer interacciones con la proteina durante la

simulacion, que permiten estabilizar los ligandos dentro de la cavidad del sitio activo.

La energia libre de enlace es una medida que permite hacer una aproximacion de la
estabilidad de los complejos proteina-ligando, la cual es cominmente usada en el disefio y
desarrollo de farmacos (Cournia et al., 2017). En este trabajo, la energia libre fue evaluada
mediante el método MM-GBSA, empleando la réplica mas estable presentada por cada
complejo proteina-ligando durante la simulacién. La energia libre estimada para el rofecoxib
(-119,597) y celecoxib (-65,063 kcal/mol) mostraron la alta estabilidad del rofecoxib en
comparacion al celecoxib mientras que los metabolitos 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona (-
54,944 kcal/mol), apigenina (-56,604 kcal/mol), crisina (-56,713 kcal/mol), galangina (-
51,891 kcal/mol) y el derivado M-2 (-58,367 kcal/mol) tuvieron energias libres mayores que
las obtenidas por el rofecoxib y celecoxib (tabla 10), sin embargo, complejos proteina-
ligando con energias libres méas negativas no indican mayor selectividad que compuestos con
energias libres mayores (Glngor et al., 2021), por lo que solo se puede inferir mayor
estabilidad en el sitio activo de la COX-2. Por lo anterior, es posible que las flavonas
analizadas en esta investigacion interactien con los residuos aminoacidicos del sitio activo
de la COX-2 de forma estable como lo soportan los analisis de los RMSD, RMSF y energia
libre de enlace, presentados en el texto anterior. Después de establecer la estabilidad de los
complejos proteina-ligando y la energia libre de enlace de los ligandos acoplados en el sitio

de unién de la COX-2, se procedio al analisis de las interacciones intermoleculares que
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permitieron la estabilizacion de los ligandos en el sitio de union de la proteina durante la

simulacion.

Tabla 10. Energias libres calculadas usando las trayectorias de las dindmicas moleculares;
estimadas por el método MM-GBSA para los compuestos de interés.

Complejo AG
(kcal/mol)
Celecoxib -65,063
Rofecoxib -119,597
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona -54,944
Apigenina -56,604
Crisina -56,713
Galangina -51,891
M-2 -58,367

Como se observa en la figura 21, los metabolitos seleccionados al igual que los farmacos de
referencia presentaron interacciones de tipo hidrofébicas, puentes de hidrogeno, n-n y
puentes de agua con residuos aminoacidicos de interés a lo largo de los 1000 ns de simulacion

(excepto para el complejo COX-2/celecoxib ya que para este se simularon 800 ns).

En cuanto a las interacciones establecidas mediante puentes de hidrogeno, el celecoxib
presentd interacciones con los residuos Leu352 (94%), Ser353 (89%), Arg513 (42%) vy
Phe518 (58%); y el rofecoxib interactud con la Arg513 (88%) y Ser530 (41%). EI metabolito
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona interactu6 con la Phe518 (19%), mientras que la galangina,
apigenina y el derivado M-2 interactuaron mediante puentes de hidrégeno con la Ser530 en
un 46, 17 y 17%, respectivamente (figura 21-A). Dentro de los residuos mencionados
anteriormente se encuentra la Ser530 la cual es de gran relevancia ya que esta asociada con
el mecanismo de accion por el cual farmacos como el diclofenaco logran tener mayor
selectividad hacia la COX-2 en comparacion con AINS cléasicos (Ahmadi et al., 2022),
ademas, con los resultados obtenidos de las frecuencias de interaccion se puede inferir que
la Arg513 desempefia un rol importante en la selectividad hacia la COX-2, como ya ha sido

reportado en investigaciones previas (El-Sayed et al., 2011; Giingor et al., 2021).
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Figura 21. Interacciones tipo A) puentes de hidrogeno, B) hidrofébicas, C) n-nt y D) puentes
de agua entre los metabolitos, derivado M-2 y compuestos de referencia con los residuos
aminoacidicos del sitio activo de la COX-2.

En cuanto a las interacciones hidrofobicas, el celecoxib y el rofecoxib presentaron un 62 y

80% de frecuencia con el residuo aminoacidico Val523 durante la dinamica molecular,
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mientras que la crisina (12%), apigenina (20%), galangina (18%), 5,7-dihidroxi-3-isoprenil
flavona (54%) y el derivado M-2 (51%) interactuaron con menor frecuencia que los
compuestos de referencia. De forma interesante, el metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil
flavona y el derivado M-2, presentaron frecuencias de interacciones hidrofdébicas con la
Val523 que se aproximan a la presentada por el celecoxib, siendo estas las flavonas con
sustituyentes alifaticos no polares en el C-3. Curiosamente, las interacciones con la VVal523
son claves ya que el residuo aminoacidico 523 presente en las isoformas de la COX, causa la
apertura de una cavidad en la COX-2 a la cual no se tiene accesibilidad en la isoforma COX-
1 (Chavatte & Farce, 2006), por lo que es posible que el grupo isoprenil ubicado en el C-3
del metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona, le permita alcanzar dicha cavidad de la
COX-2 y ser menos estable en el sitio activo de la COX-1, sugiriendo que dicho compuesto
es selectivo (Ferreira et al., 2017; Sutradhar et al., 2008). Por otro lado, Ferreira et al., 2017
destaco la importancia de llevar a cabo nuevas investigaciones sobre los extractos etandlicos
de la planta Sida cordifolia, debido a la alta reduccién de PGE> (69,08%) sintetizadas por la
accion catalitica de la COX-2, lo cual puede ser asociado con el metabolito 5,7-dihidroxi-3-

isoprenil flavona presente en dichos extractos, como se menciona en el apartado 7.4.4.4.

Por otra parte, se evidenciaron interacciones de tipo m-n logradas por las flavonas crisina,
apigenina, galangina, 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona y el derivado M-2 con los residuos
Tyr385 y Phe518, las cuales no fueron evidenciadas en los compuestos de referencia, siendo
sin duda alguna la apigenina el metabolito con mayor frecuencia de interacciones n-m,
logrando un 51% de frecuencia con el residuo Phe518 y un 37% con el residuo Tyr385
(figura 21-C). Adicionalmente, se presentaron interacciones mediante puentes de agua
logradas por todos los compuestos evaluados incluyendo al rofecoxib y celecoxib, con los
residuos Argl20, Leu352, Tyr355, Arg513 y Phe518 (figura 21-D), en menos proporcion
que las frecuencias observadas en las interacciones de tipo m-n € hidrofobicas mostradas por
los metabolitos analizados. No obstante, el metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil logro
interactuar con un 30% de frecuencia mediante puentes de agua con el residuo Arg120, de
alta importancia en la estabilizacion de diversos AINS clasicos como la aspirina y el

naproxeno (Ahmadi et al., 2022).
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Finalmente, se puede establecer que las flavonas crisina, apigenina, galangina y la 5,7-
dihidroxi-3-isoprenil flavona presentaron interacciones con residuos del sitio activo claves
en la inhibicién de la COX-2. De forma interesante, se pudo evidenciar que el metabolito
5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona presento interacciones con la Val523 las cuales no son
logradas por sus flavonas analogas, permitiéndonos sugerir que dicho compuesto podria ser

selectivo hacia la isoforma COX-2.

8 CONCLUSIONES

- Se logré la construccién de una base de datos compuesta por 5 mil metabolitos
secundarios de plantas, que fueron empleados en ensayos de virtual screening,
permitiendo la identificacion de una serie de metabolitos secundarios como posibles
inhibidores selectivos de la enzima COX-2.

- Los andlisis de las dinamicas moleculares facilitaron identificar al metabolito 5,7-
dihidroxi-3-isoprenil flavona, como posible inhibidor selectivo hacia la enzima COX-
2, debido a las interacciones con residuos especificos de la COX-2.

- Se pudo evidenciar que la hipotesis planteada sobre la optimizacion de la 5,7-
dihidorxi flavonas (crisina), mediante la adicion de sustituyentes en el carbono 3 (C-
3), es apropiada, de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion.

- Finalmente, la identificacion del metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona, asi
como los cambios estructurales en el C-3 de las 5,7-dihidroxi flavonas, podrian jugar
un rol importante en el desarrollo y disefio de nuevos antiinflamatorios no esteroideos,

con efectos menos contraproducentes que los AINS empleados en la actualidad.

9 RECOMENDACIONES

Los resultados computacionales dan indicios sobre la posible inhibicion selectiva de la COX-
2 por parte del metabolito 5,7-dihidroxi-3-isoprenil flavona y los derivados de las 5,7-
dihidroxi flavonas con sustituyentes alifaticos no polares en el C-3, sin embargo, se
recomienda llevar a cabo nuevas investigaciones empleando técnicas experimentales que

permitan hacer una aproximacion del comportamiento biolégico de dichos compuestos y asi
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poder llegar a proponerlos como posibles antiinflamatorios no esteroideos selectivos hacia la
COX-2.

10 DIVULGACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los resultados obtenidos durante esta investigacion fueron presentados en el congreso
internacional LatinXChem el 28 de noviembre del 2022 (anexo 5), ademas, seran
presentados en el V congreso Colombiano de Biogquimica y Biologia molecular C2B2.
Adicionalmente, los resultados obtenidos en este proyecto se publicardn en una revista
indexada u homologa por Minciencias bajo el nombre “FLAVONE DERIVATIVES AT
C-3 AS SELECTIVE CYCLOOXYGENASE-2 (COX-2) INHIBITORS: in silico
STUDIES FOR RATIONAL DRUG DESIGN™.
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