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RESUMEN

En la busqueda de nuevos farmacos, el objetivo principal es encontrar moléculas que
puedan interferir alguna via o sefial metabdlica responsable de una enfermedad. El objetivo
de esta investigacién fue evaluar el efecto in silico de constituyentes del LECISAN con
proteinas dianas del metabolismo oxidativo y procesos inflamatorios. El acoplamiento se
llevé a cabo a través del programa AutoDock 4.2 (http://autodock.scripps.edu) y las
estructuras de dianas moleculares se obtuvo con la base de datos de proteinas, PDB
(www.wwpdb.org). Se estimaron la energia libre (AG), la constante de disociacién (Ki) y la
eficiencia de ligando (LE) con los que se seleccionaron los mejores modelos de
acoplamiento. Los mejores indicadores de AG y Ki, correspondieron a los complejos, con
valores de AG (-9,19 y -7,63kcal/mol) y Ki (0,183uM y 2,37uM), respectivamente. La
eficiencia de ligando alcanzé valores adecuados para dianas relacionadas con la
inflamacion. El estudio predictivo in silico revel6 potencialidades de la lisofosfatidilcolina
(LPC), constituyente el LECISAN, con posible actividad pro-inflamatoria mediante la via de
la enzima 5-LOX, con participacion de la enzima COX, y el factor NFkB. Los resultados
mostraron valores no promisorios de AG, Ki para las interacciones con enzimas
antioxidantes.
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ABSTRACT

In the search for new drugs, the main objective is to find molecules that can interfere with
some pathway or metabolic signal responsible for a disease. The objective of this research
was evaluate the in silico effect of constituents of LECISAN with target proteins of oxidative
metabolism and inflammatory processes. The docking was carried out through the
AutoDock 4.2 program (http://autodock.scripps.edu) and the structures of molecular
targets were obtained from the protein database, PDB (www.wwpdb.org). The free energy
(AG), the dissociation constant (Ki) and the ligand efficiency (LE) were estimated with which
the best coupling models were selected.The best indicators of AG and Ki corresponded to
the complexes, with values of AG (-9.19 and -7.63kcal/moL) and Ki (0.183uM and 2.37uM),
respectively. The ligand efficiency reached adequate values for targets related to
inflammation. The in silico predictive study revealed the potential of
lysophosphatidylcholine (LPC), as a constituent of LECISAN, with possible pro-inflammatory
activity through the 5-LOX enzyme pathway, with the participation of the COX enzyme, and
the NFkB factor. The results showed unpromising values of AG, Ki for the interactions with
antioxidant enzymes.

Keywords: LECISAN; molecular docking; in silico models, bioinformatics.

Recibido: 15/08/2023
Aprobado: 15/12/2023

Introduccidon

Actualmente la realizacidon de ensayos clinicos rigurosos, necesarios para el registro de
productos naturales como medicamentos, representa un gran reto. Ademas de las
cuestiones relacionadas con patentes, cabe mencionar el actual interés de la industria
farmacéutica por grandes moléculas bioldgicas como proteinas o acidos nucleicos. Por este
motivo este recurso comenzé a desvanecerse a principios de la década de 1990, cuando las
grandes compaiiias farmacéuticas enfocaron sus esfuerzos hacia bibliotecas muy grandes
de compuestos sintéticos.(!) Si bien la complejidad intrinseca del descubrimiento de
farmacos basados en productos naturales requiere enfoques interdisciplinarios altamente
integrados, el desarrollo tecnoldgico y las tendencias de investigacién indican claramente
gue contintan entre las fuentes mds importantes de nuevos farmacos en el futuro.

Segun la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), los productos
naturales representan mds de un tercio de todos los aprobados. Y No obstante, segun el
Programa de las Naciones Unidas para el Medioambiente (PNUM), se estima que sélo el
6% de las especies vegetales existentes han sido investigadas farmacolégicamente de
forma sistematica. @

En la busqueda de nuevos farmacos, el objetivo principal es encontrar moléculas que
puedan interferir alguna via o sefal metabdlica responsable de una enfermedad o proceso
patolégico. Por tanto, la tarea de la investigacion terapéutica es, por un lado, localizar el
blanco terapéutico, y por otro encontrar la molécula capaz de modificar esta via, con la
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finalidad de neutralizarlo o alterarlo. La identificacion de esa diana involucra a
conocimientos tanto biolégicos como quimicos. )

La observacion de los fendmenos naturales y el intento de darles una explicacién es
producto de la inteligencia humana y un sin nimero de fendmenos fisicos han sido
susceptibles a ser respondidos con la creacién o simulacién de modelos experimentales
gue se recrean por medio de computadoras a través del uso de herramientas
bioinformaticas. A esta forma de recreacion de estructuras y fendmenos de alta
complejidad por el elevado nimero de variables que se requieren correlacionar para
entenderlos en su totalidad, se le ha dado el nombre de modelos in silico. Un buen ejemplo
de esto, es el comportamiento de los farmacos dentro del cuerpo humano y la manera en
la cual se relacionan con las diversas estructuras internas para asi obtener el efecto
deseado. ©®)

El término bioinformatica se definié como el estudio de procesos informaticos en sistemas
bidticos, siendo una disciplina joven, cuya utilizacién se ha incrementado hasta la
actualidad en las ciencias biomédicas. A la recreacion de estructuras y fendmenos de alta
complejidad, por un elevado numero de variables que se requieren correlacionar para
entenderlos en su totalidad, se le ha dado el nombre de modelos in silico. Al empleo de
métodos computacionales para la identificacidon, disefio o analisis del potencial
farmacoldgico de una sustancia se le conoce como cribado virtual. Consiste en seleccionar
de manera correcta las estructuras quimicas a emplear, la geometria, cargas y quiralidad
adecuadas de los compuestos de interés, y realizar simulaciones que pueden incluir, la
similitud quimica, acoplamiento molecular y dindmico molecular. Los resultados obtenidos
de estos ensayos son probabilisticos, por lo que no asevera que se ha descubierto o
disefiado un nuevo fdrmaco hasta comprobarlo en pruebas bioldgicas, pero son
herramientas invaluables para la optimizacién de tiempo y recursos. 4

El estudio de los efectos farmacoldgicos preclinicos del LECISAN, permitird determinar su
potencial empleo en el tratamiento de enfermedades generadas por estrés oxidativo e
inflamacién. La significacién practica de este estudio esta dada por la posibilidad de
reposicionar el producto estudiado, pasando de suplemento nutricional a fdrmaco natural.
El producto de esta investigacion puede contribuir a avalar el uso terapéutico racional,
aspecto en el cual radica el aporte social del presente trabajo. A partir de estos
elementos, el presente trabajo estuvo dirigido a realizar una evaluacién in silico del
efecto de constituyentes del LECISAN con proteinas dianas del metabolismo oxidativo y
procesos inflamatorios.
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Métodos

Herramientas informaticas y protocolo de acoplamiento molecular
El estudio se llevd6 a cabo a través de los programas AutoDock 4.2
(http://autodock.scripps.edu) utilizando las capacidades de computo de alto rendimiento
de la Universidad de Oriente, Cuba (HPC-UO) (https://portal.uo.hpc.cu/website/). La
metodologia general empleada se resume en la figura 1.

[Tratamiento para el acoplamiento molecular]
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oxidasa; enzima catalasa (CAT).

Fig.1- La metodologia general empleada en la prediccion in silico.

Los programas AutoDock Tools 1.5.6 (http://autodock.scripps.edu) y UCSF Chimera 1.16
(https://www.ch.cam.ac.uk/computing/software/ucsf-chimera) se emplearon para la
preparacion y ajuste del ligando y proteinas, preparacion del centro Grid, acoplamientos
moleculares e identificar los residuos que podian interferir con sus centros activos. Parala
representacién y optimizacién de la estructura de la lisofosfatidilcolina (LPC) se empled el
software ChemDraw Professional 17.0
(https://perkinelmerinformatics.com/products/research/chemdraw). Las estructuras de
las proteinas fueron extraidas de la PDB (en inglés Protein Data Bank) obtenidas mediante
cristalografia de rayos-X y se exportaron en el formato pdbqt. ©®

El Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) permitid explorar el mejor espacio
conformacional para el ligando, con 100 corridas para cada uno de los acoplamientos. Las
cifras de los pardmetros de estabilidad y representaciones 2D-3D de las interacciones
intermoleculares se generaron con el programa BIOVIA Discovery StudioVisualizer 20.1.0
(https://biovia-discovery-studio-2020-client.software.informer.com/20.1/). En la tabla 1 se
muestran las coordenadas y tamano de la caja grid del sitio activo para las proteinas dianas.
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Tabla 1- Configuracién de la caja enrejada (grid box) para el acoplamiento molecular.

*Método de difraccion de rayos-X.

Proteina

Especie

PDB ID

(Resolucion)

Coordenadas centro grid

X

Y

z

Tamano

Factor nuclear
potenciador de las
cadenas ligeras
kappa de las células
B activadas (NFkB)

Homo sapiens

1IKN (2,30 A)*

43,871

31,76

22,269

Enzima
cicloxigenasa 2
(COX-2)

Mus musculus

1PXX (2,90 A)*

27,058

24,431

15,437

Enzima 5-
lipoxigenasa(5-
LOX)

Homo sapiens

3v99 (2,25 A)*

20,424

-72,78

-36,688

Enzima catalasa
(CAT)

Proteus mirabilis

2CAG (2,70 Ay*

58,38

19,08

18,3

Enzima
Nicotinamida
Adenina
Dinucleétido
Fosfato (NADPH-
oxidasa)

Homo sapiens

1ING2 (1,70 Ay*

17,246

49,571

10,014

60x60x60

Como criterios de estabilidad de las interacciones intermoleculares se tomaron los
pardmetros: constante de disociacion (Ki) cuyo valor mas bajo indicé mayor afinidad y
union a su objetivo bioldgico; energia libre de Gibbs (AG°) para la union del complejo
ligando-sitio activo, cuyos valores mas negativos indican mayores energias de union ©); y
eficiencia del ligando (LE, por sus siglas en inglés efficiency ligand) segun los valores
definidos por Hopkins y col.(LE < -0,2 malos; LE > -0,3 buenos y, LE > -0,4 como excelentes).
La interpretacion de estos parametros se basé en la relacion entre las magnitudes quimico-

fisicas y la fortaleza de interaccion del complejo enzima-sustrato. (7)
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Resultados

Realizando el andlisis del mejor modelo de acoplamiento para poder hacer un
acercamiento a los mecanismos por los que ocurren los efectos del producto, se considerd
el analisis particular y general de los parametros de estabilidad (Tabla 2). La proteina que
mostré mayor afinidad, reveld los valores mas bajos de Ki, 5-LOX (0,183 uM) y los valores
mas altos, para NADPH-oxidasa (80,14uM). Resultaron prometedores los valores de AG° de
unién del complejo ligando-sitio activo de las enzimas 5-LOX (-9.19) y COX-2 (-7,63), siendo
considerados parametros intermedios en cuanto a fortaleza en la interaccion. Por otro
lado, para ninguna de las dianas escogidas se supera el valor -0,3 para ser consideradas
buenas interacciones, pero los valores mayores resultaron para 5-LOX (-0,26),
considerandolos aceptables. Para la proteina NFkB la Ki fue baja, pero los pardmetros LE y
AG® resultaron no valiosos para considerar interacciones prometedoras. De igual manera
resultd para las dianas relacionadas con el estrés oxidativo (EO). La interpretacion general
debe considerar todos los pardmetros de estabilidad, aunque sin lugar a dudas los mejores
modelos del acoplamiento los exhiben 5-LOX y COX-2.

Tabla 2- Resultados de prediccion de la energia libre de unidn, la constante de inhibicidon y la
eficiencia de ligando de la LPC con proteinas dianas.

Enzima PDB ID AG (kcal/mol) Ki LE
(kcal/mol/adtomo no H))
NFkB 1IKN -5,79 56,88uM 0,17
COX-2 1PXX -7,63 2,37uM -0,22
5-LOX 3V99 -9,19 0,183uM -0,26
CAT 2CAG -2,01 33,49uM -0,06
NADPH-oxidasa ING2 -5,59 80,14uM -0,16

Leyenda: AG-energia libre de unidn, Ki-constante de inhibicidn, LE-eficiencia de ligando.

Las interacciones de 5-LOX (PDB: 3V99)/LPC, fueron cuatro enlaces C-H, dos puentes de
hirégeno y cuatro uniones alquil y 1 alquil. Destaca unién a residuos de aminodacidos
pertenecientes al centro activo de la enzima, tales como: His-367, leu-368 (mediante
puentes de hidrégeno) y Ala 410 (enlace alquil) (Fig. 3). Los residuos de aminoacidos que
se reportan como mas activos en la enzima 5-LOX son: Tyr-558, Phe-555, Asn-554, His-367,
His-372, lle-406, Ala 410 y Phe-177.(®
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Fig. 3-Cavidad del sitio activo de 5-LOX (PDB: 3V99) en complejo con LPC. Interacciones 2D(a) y 3D
(b) del complejo.
Cifras generadas por Discovery Studio Visualizer v20.1.0.19295.

Las interacciones entre el complejo COX-2 (PDB:1PXX)//LPC se caracterizaron por la
presencia de dos puentes de hidrégeno (Arg-120 y Tyr-355) cercanos al sitio activo, una
carga electrostdtica con Arg-120, con quien tuvo enlace por puente hidrégeno, una unién
C-H (Ser-353) y ocho enlaces alquil y m-alquil (Trp-387, Leu-384,Leu-534,Tyr-385, Phe-
381,Phe-205, Phe-209,Val-228) (Fig. 4). El sitio activo de COX se divide en tres regiones:
entrada del sitio activo, que comprende Arg-120 y Tyr-355 donde COX-2 tiene un bolsillo
lateral y bolsillo hidrofébico. La entrada del sitio activo y el bolsillo hidrofdbico son regiones
muy conservadas, pero el bolsillo lateral y algunos residuos de aminodcidos son diferentes.
La accesibilidad del bolsillo lateral en COX-2 permite interacciones adicionales con Arg-513
y la orientacion de Leu-384 también contribuye a la selectividad. El pequefio tamafio de
Leu-503 permite que Leu-384 se aleje del sitio activo y aumenta el espacio accesible en el
sitio de union.® Precisamente LPC presenta interacciones moleculares con Arg-120, Tyr-
355 y Leu-384 que hacen suponer buena afinidad por la enzima, lo cual se corrobora con
los parametros de estabilidad estudiados.
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Fig. 4- Cavidad del sitio activo de COX-2 (PDB: 1PXX) en complejo con LPC. Interacciones 2D(a) y

3D (b), 3D(c) COX-2 (PDB 3LN1) en complejo con celecoxib.
Cifras generadas por Discovery Studio Visualizer v20.1.0.19295.
Modificada de: Ahmadiy col. (19

Los residuos de aminodcidos que se reportan como activos en NF-kB son: Cys-215, Asn182,
Thr-256 y Tyr-248, Asn-216, Leu-346.1Y) No es despreciable su posible participacién en los
mecanismos propuestos (AG° -5,79 kcal/mol, Ki 56,88 uM y LE -0,17 kcal/mol/atomo no
H).

Los resultados del acoplamiento molecular con proteinas relacionadas con el estrés
oxidativo revelaron que la enzima NADPH-oxidasa presenta en su sitio activo varios
residuos de aminodcidos (Trp-193, Ser-173, Tyr279, Trp-263, Glu-244, Asp-243, Glu-241y
Leu-210). *? En este estudio no se observaron interacciones de interés con esos sitios y los
parametros de estabilidad asi lo confirmaron. De igual manera no resultaron promisorios
tampoco para la enzima CAT.

Discusion

Los productos naturales han contribuido histéricamente al descubrimiento de farmacos
como fuente de moléculas bioactivas y la quimica combinatoria, junto al desarrollo de las
técnicas computacionales, han llevado al procesamiento de datos y al abordaje
multidimensional del proceso de descubrimiento de farmacos. (3

Las energias de union se expresan en términos de eficiencia del ligando como medida que
relaciona AG® con el tamafo de la molécula. Se obtiene al dividir AG® de cada molécula
entre el nimero de atomos (n) no hidrégenos, presentes en la estructura. A medida que
aumenta la LE, disminuye el peso molecular del medicamento final y da una pauta para
decidir entre dos series, cudl es la mas prometedora. ©°)

Este documento esta bajo Licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial 4.0
Internacional


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

L~

Revista Cubana de Informatica Médica 2024;16(1):e653 ecimﬁa

N

Se define con mayor afinidad a una interaccidon que ocurre a menor concentracién que
otras moléculas. Cuando un ligando obtuvo el valor de la Ki muy pequefio, indicé que éste
y su objetivo bioldgico se unieron fuertemente y existié mayor afinidad. Segun Atkovska (7,
la interaccidn es débil con valores inferiores a 1073 y, fuertes por encima de 102, La Ki es
un tipo especifico de constante de equilibrio que mide la propensién de un compuesto mas
grande a separarse reversiblemente en componentes mas pequefios, y corresponde a la
concentracion del ligando en la que la mitad de las proteinas estan ocupadas en el
equilibrio, pero una interaccién ligando-proteina puede cambiar significativamente con las
condiciones reales, por eso estos resultados solo teorizan acerca de posibles interacciones
moleculares. Por lo tanto, gran parte de la investigacion farmacéutica estd dirigida a disefar
farmacos que se unan solo a sus proteinas diana con alta afinidad. (14

La afinidad que poseen los ligandos, esta relacionada con la energia de enlace, que puede
ser determinada a partir de la constante de equilibrio; se considera una interaccion débil
cuando AG® es inferior a -2 y fuerte cuando supera a -16, es decir, mientras mas negativos
los valores, mayores energias de unién del complejo ligando-sitio activo.®®) Estos
pardmetros quimico-fisicos se relacionan de forma directa: a medida que AG° disminuye,
la Ki también decrece, lo cual se traduce en una mayor estabilidad del complejo enzima-
ligando.

Al analizar el acoplamiento con proteinas relacionadas con la inflamacién se reveld que la
activacion de 5-LOX estd asociada con la proteina activadora de LOX (FLAP), que actiia como
una proteina de transferencia de dcido araquiddnico (AA). > Se conoce, ademas, que tanto
las lipoxinas (LX) como las epilipoxinas ejercen su accién a través del receptor de LX
A4/receptor de péptido de formilo 2 (ALX/FPR2, también llamado receptor ALX, receptor
FPR2, ALX/FPR y FPRL1) que promueve la sefalizacién proinflamatoria en los leucocitos, lo
que conduce a una aterosclerosis acelerada. ®

Las LX se sintetizan en dos vias principales mediante la accidn secuencial de las enzimas
LOX, incluidas 5-LOX, 12-LOX y 15-LOX. La primera via implica la conversion enzimatica de
LTA4 por 12-LOX. La segunda via implica la accion de 15-LOX y 5-LOX sobre el AA. La
localizacion subcelular de 5-LOX determina la formacion de leucotrienos (LT)
proinflamatorios o LX prorresolutivas. La localizacion nuclear contribuye a la biosintesis de
LT proinflamatorios, debido a que se encuentra cerca de la hidrolasa de LTA4, lo que
conduce a la conversion del AA en LTB4. Por el contrario, la localizacidn citoplasmatica estd
asociada con la formacion de mediadores de pro-resolucion especializados (SPM) lo que
promueve la conversidon de LTA4 a LXA4. (18 Las resolvinas (Rvs) son una familia de
derivados bioactivos del 4acido eicosapentaenoico (20:5 n-3) (EPA) vy 4cido
Docosahexaenoico (22:6 n-3)(DHA) vy tienen propiedades antiinflamatorias e
inmunorreguladoras. *7) Las protectinas (PD) pueden formarse a partir de los dos acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPl) omega-3(w-3), el DHA y el &cido
docosapentaenoico (DPA). La mas conocida es la PD1 que se forma por lipoxigenacion. (18
Las maresinas (MaR), se derivan del DHA w-3 tienen efectos antiinflamatorios vy
reparadores, pero son producidas tanto por macréfagos activados, como por leucocitos y
plaquetas. (19

La regulacion de la inflamacidn que involucra mediadores lipidicos tiene mecanismos de
control complejos al mostrar diferentes roles en la inflamacion y la aterogénesis. LXA4 y
LXB4 se caracterizan por multiples efectos antiinflamatorios y contribuyen a la inhibiciéon
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de la migracion transendotelial de neutrdfilos, estimulada por LTB4. (29 Los LT derivados de
5-LOX son sefales primarias de la activacidon e inflamacidn de los leucocitos en respuesta a
la lesién. Por lo tanto, 5-LOX organiza las fases superpuestas de inflamacidn y resolucion
para facilitar la reparacion. 2%

Los principales sitios activos en la COX-2 en la investigacién de Bokhtia y col. ??, son Ser-
530 y Tyr-385, ambos coincidentes en nuestro estudio predictivo in silico. El primero,
descrito en el mecanismo de accion de los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos
(AINEs) 1%, el segundo igual mostré unién con LPC en la prediccion in silico mediante enlace
alquil.

Celecoxib (fdrmaco inhibidor selectivo de la COX-2)*¥ participa en diferentes interacciones
de las isoformas COX. Ligeras diferencias estructurales en el sitio activo modulan el perfil
de selectividad de los compuestos inhibidores de las mismas. Los aminodcidos Argl06,
Leu517, Val335 y Ala513 pueden establecer varias interacciones dentro del bolsillo de la
enzima COX-2 y un resto de sulfonamida del farmaco de referencia (Celecoxib) interactia
con los aminodacidos Arg499, Leu338, GIn178 y Ser339 a través de enlaces por puente de
hidrégeno. Por lo tanto, el andlisis de los aminodacidos clave de la COX-2 que interactuan
con la estructura quimica del inhibidor, permite la introduccién de inhibidores de la COX-2
potentes, selectivos y seguros con un perfil de riesgo mejorado. (19

El factor NFkB es un complejo protéico que controla la transcripcion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) y es relevante en la regulacion de la primera respuesta celular a
estimulos celulares nocivos como el EO. Su regulaciéon defectuosa estd relacionada con
enfermedades inflamatorias. 23 Los resultados obtenidos muestran que no es despreciable
su posible participacién en los mecanismos inflamatorios propuestos para la LPC.
Elinterés en el estudio predictivo in silico del acoplamiento molecular con la enzima NADPH
oxidasa se basé en que los trastornos metabdlicos, a menudo van acompafados de EO y
sefializacion comprometida del 6xido nitrico (NO), ademas las especies reactivas de
oxigeno (ROS) también activan procesos proaterogénicos como la inflamacién, la
disfuncién endotelial y |a alteracién del metabolismo de los lipidos. (?*)La deficiencia de NO
y la NADPH oxidasa desempefian un papel clave en la disfuncién endotelial y la formacién
de placas aterosclerdticas ya que las Unicas enzimas conocidas, que se dedican
exclusivamente a la generacién de ROS, son las NADPH oxidasas con sus subunidades
cataliticas (Nox).2/(28) Algunos de los mecanismos celulares involucrados incluyen
respuesta inflamatoria y actividades pro-oxidantes de compuestos tdxicos.?”)

La CAT es la segunda actividad enzimatica mdas abundante (después de la enzima
superodxido dismutasa), la cual atenua los niveles de especies reactivas del oxigeno,
nitrégeno y azufre (ERONS) que acompafian a diversos desérdenes patoldgicos.l?? La
prediccidn in silico confirma una interaccion débil de esta y el ligando.

Conclusiones
El estudio predictivo in silico reveld potencialidades de la lisofosfatidilcolina (LPC),
constituyente del LECISAN, con posible actividad pro-inflamatoria mediante la via de la
enzima 5-LOX, con participacién de la enzima COX, y el factor NFkB. Los resultados
mostraron valores no promisorios de AG, Ki para las interacciones con enzimas
antioxidantes.
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