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Resumen

En esta investigacién se proponen cuatro nanofarmacos funcionalizados (Loxorribina, UC-1v150,
Doxorrubicina y Resiquimod) candidatos al reemplazo de los medicamentos anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES) tradicionales por medio de un analisis bio-quimioinforméatico computacional de
Acoplamientos Moleculares por Cribado Virtual (VSD) empleando dos programas: Molecular Enviroment
Operating (MOE) y AutoDock. Para este estudio, se evaluaron dieciocho compuestos de AINEs selectivos
y no selectivos para calibrar cada diana terapéutica de ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2) que sirvieron
como los sitios receptivos. Estas enzimas participan en la sintesis de prostaglandinas y por ende generan el
proceso inflamatorio. Se estudiaron los sitios de anclaje molecular de Tyr385 y Ser530 en el bolsillo
catalitico de las COXs donde se realizaron uniones intermoleculares. Para los nanofarmacos de estudio, se
presentan los éxitos computacionales que mejores resultados mostraron y que ademas podrian exhibir un
comportamiento similar o mejor a los AINEs tradicionales, que actualmente impiden la sintesis de acido
araquidénico pero que su uso prolongado ocasiona efectos adversos secundarios en los individuos.

Abstract

In this research, four functionalized nanodrugs (Loxoribine, UC-1v150, Doxorubicin and
Resiquimod) are proposed as candidates for the replacement of traditional Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs (NSAIDs) using a computational bio-chemoinformatics analysis of Virtual
Screening Dockings (VSD), using two programs: Molecular Environment Operating (MOE) and
AutoDock. This study evaluated eighteen selective and nonselective NSAID compounds to
calibrate each cyclooxygenase therapeutic target (COX-1 and COX-2) that served as the receptive
sites. These enzymes participate in the synthesis of prostaglandins and therefore generate the
inflammatory process. The molecular activity sites of Tyr385 and Ser530 are studied in the
catalytic pocket of COXs where intermolecular binding occurs. For the study of nanodrugs, the
computational successes that showed the best results are present, and they could also exhibit a
similar or better behaviour than traditional NSAIDs, that currently prevent the synthesis of
arachidonic acid but that prolonged use causes secondary adverse effects in individuals.



Abreviaturas, nomenclaturas y definiciones

Acido araquidénico (AA):

Considerado como el precursor de la sintesis de compuestos de una gran actividad
bioldgica, dentro de esta clasificacion se encuentran las prostaglandinas (PG) y los
tromboxanos (TX) que se obtienen en la via metabolica de la ciclooxigenasa. Los
leucotrienos (LT) y las lipoxinas (LX) obtenidas bajo la accion de las lipooxigenasas
(Mirtha Companioni Géasquez, 1995).

Acoplamiento molecular:

Estudio de interacciones moleculares que se dan mediante la unién presente entre un
receptor y un ligante. Permite la prediccion de interacciones moleculares que mantienen
unidos una macromolécula y un ligando (ScienceDirect, 2021).

Aminoacidos (a.a):

Molécula organica constituida por un carbono con cuatro sustituyentes diferentes y es
denominado como carbon alfa, el cual contienen un grupo funcional amino, uno carboxilo,
un hidrégeno y una cadena lateral (denominada grupo R). Son la base de las proteinas
(Fontana et al., 2006).

Anti-inflamatorios no esteroideos (AINES):

Grupo de medicamentos altamente recetados debido a sus propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y antipiréticas, los cuales inhiben de forma estereoespecifica y
competitiva las enzimas ciclooxigenasas (COXs) (Garrote & Bonet, 2003).

Autacoides:

Sustancia que se produce en el organismo y actua localmente en las células que la producen
0 en células cercanas. También se le conoce como "mediador local" o "hormona local"
(Radenkovi¢ et al., 2012).

Ciclooxigenasa

La ciclooxigenasa (COX) es una enzima clave en la sintesis de las prostaglandinas a partir
de la oxidacién del acido araquidénico. Altamente involucrada en procesos de lubricacion
y motilidad intestinal, regulacion del trafico de leucocitos hacia tejidos afectados y la
regulacién de la temperatura corporal . Se han descubierto tres isoformas denominadas
COX-1, COX-2y COX-3 (Garcia Meijide & Gomez-Reino Carnota, 2000).

Coxibs

Denotacién al grupo farmacoldgico de anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs ) que
poseen una alta selectividad hacia la inhibicion de la Ciclooxigenasa-2 (Fitzgerald &
Patrono, 2001).



Dendrimeros:

Son macromoléculas altamente ramificadas, propiedad que confiere su aspecto
arborescente polimérico (Rubio, 2015).

Dispepsia:

Trastorno de la digestion cuyos sintomas mas frecuentes son nauseas, pesadez y dolor de
estomago, ardor y flatulencia (Oxford Languages, 2022).

Eicosanoides

Son un grupo de compuestos lipidicos que desempefian funciones importantes en el
organismo, especialmente en la regulacion de procesos inflamatorios y de la funcion
celular. Existen tres principales tipos de eicosanoides: las prostaglandinas, los tromboxanos
y los leucotrienos (Vinnitsa et al., 2006).

Enzima:

Proteina soluble producida por las células del organismo, que favorece y regula las
reacciones bioquimicas en los seres vivos (Oxford Languages, 2022).

Exones:

Un ex6n es una regién de ADN que contiene la informacidn genética necesaria para la
sintesis de proteinas. Los exones son una de las dos principales clases de regiones
codificantes en los genes eucari6ticos, siendo la otra clase los intrones. (Tejada, 2018)

Glioma:

Cancer cerebral que se inicia en las células neurogliales (células que rodean y sostienen las
células nerviosas) (Instituto Nacional del Cancer, 2021).

Hematemesis:

Vomito con sangre fresca, normalmente abundante, provocado por una distension por
sangre procedente de una hemorragia del estbmago, duodeno o del eséfago (Colmenarez,
2019).

Hemorragia digestiva:
Se refiere a cualquier sangrado que se origina en el tubo digestivo (MedlinePlus, 2021).
Hepatotoxicidad:

Se define como la lesion o dafio hepético causado por la exposicion a un medicamento u
otros agentes no farmacologicos (Tejada, 2018).



Hipoprotrombinemia:

Descenso anormal de la cantidad de protrombina (factor 1) en la sangre, lo que predispone
a la aparicion de hemorragias (Clinica Universidad de Navarra, 2021).

Kilobase (Kb)

Es una unidad de medida utilizada en genética y biologia molecular para cuantificar la
longitud de una secuencia de &cido nucleico, como el ADN o el ARN (Bakajin et al., 2001).

Liposoma:

Acumulacion de lipidos en el citoplasma de algunas células que se mantienen suspendidas
en forma de grasa invisible; constituyen la reserva alimenticia de las células (Oxford
Languages, 2022).

Melena:

Signo clinico que indica una hemorragia digestiva por la presencia de deposiciones con
sangre digerida. En estos casos, las deposiciones son negras y malolientes (MD Anderson
Cancer Center, 2021).

Micela:

Particula con propiedades bifuncionales compuesta por dos fases, una hidrofobica y otra
hidrofilica en forma de esferas o bolas. Se usan para transportar medicamentos desde los
tejidos y hacia células del cuerpo (Instituto Nacional del Cancer, 2021).

Nanocristal:

Es un material con una estructura principalmente cristalina, presenta dimensiones
confinadas en nanometros. Adquiere propiedades eléctricas, termodindmicas y Opticas con
una dependencia importante al tamafio (Real Academia de Ingenieria, 2022).

Nanometro (nm):
Unidad de medida= 1x10°m o la mil millonésima parte de un metro (Osonga et al., 2019).
Nanoparticula (NP):

Es una estructura molecular, donde sus tres dimensiones estan confinadas dentro de la
nanoescala. Es decir, todas sus dimensiones largo, ancho y alto no rebasan los 100 nm
(Osonga et al., 2019).

NP metélica;

Presentan diametros entre 1-100 nm. Este tipo de estructuras poseen propiedades quimicas,
Opticas y electrénicas Unicas en comparacién con los cristales de metal en bulto
(ScienceDirect, 2022).

Prostaglandina PG:



Son derivadas de acidos grasos poliinsaturados llamados acido araquidénico, que, junto
con los tromboxanos, forman la familia de los prostanoides, éstos a su vez, pertenecen a un
largo grupo de lipidos llamados eicosanoides (Martinez & Rivas, 2005).

Prostanoides:

Término genérico que se utiliza para describir una clase de compuestos quimicos que tienen
estructuras y funciones similares a las prostaglandinas y los tromboxanos (H. J. Lee et al.,
2018).

Rinitis:
Inflamacion de la mucosa de las fosas nasales (Oxford Languages, 2022).
Silice mesoporosa:

Esta compuesta por una estructura de silice en forma de panal, con una gran cantidad de
canales vacios (llamados mesoporos) que atrapan moléculas bioactivas (ScienceDirect,
2020).

Sitio de Inhibicion:

Es una region activa donde se puede producir un impedimento, alterando su expresion o
funcionamiento con respuesta a una restriccion de la funcion de un 6rgano corporal 0 un
agente (una enzima) (Merriam-Webster, 2021).

Transistor:

Pequefio dispositivo semiconductor que cierra o abre un circuito o amplifica una sefial; se
emplea en circuitos integrados para generar bits (expresados en ceros y unos) (Oxford
Languages, 2022).
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Capitulo 1 Introduccion

“Los principios de la fisica, tal y como yo los conozco, no niegan la posibilidad de manipular las
cosas atomo por atomo... Los problemas de la quimica y la biologia podrian evitarse si
desarrollamos nuestra habilidad para ver lo que estamos haciendo, y para hacer cosas a nivel
atomico”.

-Richard Feynman 1959 Reunion anual de la Sociedad Estadounidense de Fisica en el Instituto
de Tecnologia de California.

La nanotecnologia ofrece una gran oportunidad dirigida al avance cientifico, debido a su
multidisciplinariedad en areas tales como: biologia, fisica y quimica. Esta area se enfoca en el
disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de materiales, dispositivos y sistemas, mediante
el control de la forma y el tamafio a nanoescala conferido en un radio de 1 a 100 nm (Ramsden,
2005).

Para comprender la magnitud de 1 nm se puede describir como la millonésima parte de un metro
(que corresponde a 1x10°m), algunos ejemplos de biomoléculas a esta escala nanométrica se
encuentran los virus, proteinas, o el &cido desoxirribonucleico (ADN), etc (Antunez Garcia et al.,
2000).

Con estas propiedades dependientes del tamafio la nanotecnologia ha contribuido de manera
importante al desarrollo de la nanomedicina, la cual, permite un enfoque hacia el diagnéstico y/o
tratamiento de enfermedades a un nivel celular o molecular (Morales, 2017).

En este sentido la nanomedicina engloba todos los sistemas de administracién de farmacos, que
implican un empaquetamiento de compuestos activos en estructuras con didmetros que oscilan los
100 nm. (Stoffels, 2017). En 2009 Riehemann et al. defininen a la nanomedicina como el
desarrollo de mecanismos avanzados para la administracion de medicamentos basados en
vehiculos farmacoldgicos dirigidos a nanoescala, denominados como nanofarmacos (Li et al.,
2018).

Los nanofarmacos pueden clasificarse en dos grupos, el primero consiste en el uso de
nanoparticulas controladas para liberacion de farmacos en la zona objetivo (Turo et al., 2019).
Mientras que, en el segundo se enfoca en la adicion de grupos funcionales a la molécula de interés
para asegurar una mejor afinidad electronica (Rojas-Aguirre et al., 2016).

Actualmente existe una amplia lista de nanofarmacos, que dan lugar a una gran variedad de
investigaciones de alta calidad y patentes cada afio. Sin embargo, los nanofarmacos aceptados en
el mercado son escasos debido al riguroso control sobre el area de la salud en virtud de las distintas
normas a nivel mundial y reglamentadas en cada pais (Farjadian et al., 2019). Los nanofarmacos
son utilizados en diferentes padecimientos, tales como: tratamientos para la enfermedad de
Alzheimer (Gregori, 2015), medicamentos contra los gusanos como helmintos (Li et al., 2018),
drogas contra la resistencia antibacteriana, (enterobacterias resistentes a los carbapenémicos,
usados comunmente como antibidticos para infecciones graves) (Eleraky et al., 2020),
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Capitulo 1 Introduccion

antimicéticos (Niemirowicz et al., 2017), para tratamientos contra el cancer (Ma et al., 2017), o
agentes antivirales (Lembo et al., 2018), etc.

Desde su creacion en el siglo XXI los nanofarmacos han demostrado ser una gran area de
oportunidad para revolucionar el mundo farmacéutico actual debido a su alto potencial en
diagnosticos y tratamiento (Mukhopadhyay, 2019).

Dentro de estos compuestos podemos encontrar nano-vehiculos utilizados para la liberacion
controlada de farmacos, que estdn hechos a base de nanotubos de carbono, nanoparticulas
metélicas (de oro Au y/o plata Ag), compuestos con bases encapsuladas, nanocristales, 6xidos
metalicos, silice mesoporosa, micelas, liposomas, dendrimeros, etc (Bunker & Rég, 2020).

En la literatura (Al-Lawati et al., 2019a; Bunker & Rdg, 2020; Lopez, 2017; Moradkhani et al.,
2018; Morales, 2017; Patra et al., 2018), documentaron que los nanofarmacos presentan una
eficacia potencializada en dosis menores respecto a su mecanismo de acciéon. En consecuencia,
disminuyen la incidencia de efectos secundarios no deseados. Esto se debe a que algunos
nanofarmacos poseen la posibilidad de mejorar el direccionamiento de las moléculas gracias a sus
propiedades semi-selectivas, o bien, por la adicion de marcadores moleculares especificos (Lopez,
2017). A largo plazo se presenta una menor dependencia y/o tolerancia a la sustancia activa de
medicamento (LOpez, 2017; Patra et al., 2018).

Actualmente los farmacos cominmente utilizados contra la afecciones que abarcan mecanismos
de inflamacidn son llamados farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs ) (Brennan et al.,
2021). Sin embargo, su uso regular o la constante automedicacion con estos ocasiona efectos como
dafio gastrointestinal (DGI), complicaciones renales y dafio cardiovascular (CV) (Nufiez et al.,
2001). Por lo que, con ayuda de la nanotecnologia se han logrado diversos avances alternativos al
uso de los AINEs, por ejemplo: la administracion de farmacos a los tejidos, logrando conseguir
una mejora de la permeacion del farmaco, liberacion controlada y focalizacion (Araujo et al.,
2009). Los autores Lee et al., en 2011 exhiben derivados hidréfobos del &cido flufenamico, que
pueden transformarse en profarmacos (Lee et al., 2011).

Un profarmaco es un compuesto con propiedades inactivas que tienen la capacidad de volverse
activos mediante una reaccion metabdlica, es decir, cuando el farmaco interactda con el cuerpo
sufre cambios de fase activando propiedades especificas hacia un diana (Burgos et al., 2019).
Presentan estabilidad en tamafio nanométrico, pueden inhibir el crecimiento de células de glioma,
dando la posibilidad de ser utilizados como agentes anticarcinogénicos (B.S. Lee et al., 2011). Tal
es el caso de los farmacos utilizados en esta investigacion (Doxorrubicina, Loxorribina, UC-1v150
y Resiquimod).

Ya sean profarmacos o farmacos tradicionales, los AINEs poseen un mecanismo de reaccién, el
cual consiste en la inhibicion de la enzima (COX) evitando la produccion de prostaglandinas
prostaciclina y tromboxano al momento de inhibir la enzima prostaglandina-sintetasa, que acttan
como mediadores de la inflamacion a nivel periférico y central (Rosas et al., 2018). Se tienen
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identificadas 3 isoformas de enzimas COX, de las cuales, las dos mas conocidas se denominan
COX-1y COX-2. La primera es encontrada principalmente en la mayoria de los tejidos y es la
encargada de regular los procesos de proteccion gastrica, homeostasis vascular, funcién renal y
agregacion plaquetaria (Rosas et al., 2018). Para el caso de la segunda enzima, se manifiesta de
manera inducida en estados de inflamacidn. Su expresion se inhibe con los AINEs debido a que se
detiene su actividad. Sin embargo, existen AINEs con predileccion hacia COX-2, permitiendo asi
una accion antiinflamatoria sin los efectos secundarios, especialmente los trastornos funcionales
gastricos al no poder inhibir la enzima COX-1 (Rosas et al., 2018). Por otro lado, la COX-3 se
deriva del gen codificador de COX-1 pero estructuralmente y funcionalmente es distinta, dado que
Unicamente inhibe la fiebre y el dolor a nivel central, careciendo de accion antiinflamatoria (Ver
Figura 1) (Pradilla-Vesga, 2005).

Acido araquidonico

o

COX-1/COX-2 AINEs

l PGG2

| cox-1/cox-2

Prostaglandinas PGH2 Tromboxanos

[ TxAS

TXA2 |

COX-1 COX-2
Constitutiva Inducida
Proteccion Agregacion
gastrointestinal y renal plaquetaria Inflamacion, fiebre
y dolor

Figura 1. Ruta metabdlica de las ciclooxigenasas 1y 2 a partir del acido araquidénico para la
formacion de prostaglandinas y tromboxanos, asi como el funcionamiento de cada COXy la
inhibicidn de los AINEs impidiendo la sintesis de prostaglandinas con la notacion de X.
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De forma experimental se ha estudiado la funcion bioldgica de las enzimas COXs en el sistema
renal para diferentes situaciones clinicas (Goetz Moro et al., 2017), hay reportes de estudios en
quimio prevencion del cancer colorrectal. Los cuales, describen el sitio inhibidor especifico de la
COX-2 (Sanchez., 2015), de igual manera se ha evaluado el riesgo cardiovascular de los
inhibidores selectivos de la COX-1(Teran Estrada, 2008). Autores como Aguilar et al., realizaron
estudios para la inhibicion de la COX-2 en la carcinogénesis célica (Aguilar et al., 2005). Otra
forma de analizar estas dianas bioldgicas ha sido con el uso de herramientas computacionales y
bio-quimioinformatica (Ermondi et al., 2004; McLean et al., 2009).

En este caso, el comportamiento de los AINEs sobre las isoformas COX-1 y COX-2 se han
examinado mediante las uniones moleculares con técnicas tipo acoplamiento molecular (Azizian
et al., 2016), con derivados de naproxeno sintetizados confirmando el anclaje en los sitios activos
de COX-1y COX-2. Ademas en 2019, los autores Almalki et al., aplicaron un estudio donde
comparaban acoplamiento molecular de conférmeros derivados del Ibuprofeno con ayuda del
software AutoDock. Los autores identificaron las principales interacciones con los aminoacidos de
Ser530 y Try-385 (siendo el sitio de acetilacion y el sitio catalitico de la COX, respectivamente).
Estas uniones presentan enlaces de hidrdgeno, interacciones electrostaticas e hidrofobicas. Los
calculos indicaron que las regiones hidrofobicas podrian compensar la menor cantidad de enlaces
de hidroégeno y pueden ser usadas para mejorar la afinidad de unién a COX-1 0 COX-2 (Almalki
et al., 2019). En 2018, El-Husseiny et al., exhibieron la inhibicién selectiva hacia COX-2, por
interacciones fuertes de los derivados del naproxeno con ayuda de software computacional (El-
Husseiny et al., 2018).

En la actualidad, los instrumentos computacionales han forjado una base para el estudio de
sistemas basados en nanofarmacos, que reflejan un avance que potencializan las técnicas del
modelado y simulacién, ya sea por mecanica molecular (MM, por sus siglas en inglés) o por
quimica cuantica (QM, por sus siglas en inglés), proporcionando asi una herramienta bio-
quimioinformética de gran ayuda para disefiar, estudiar y predecir las interacciones moleculares
tipo diana-ligante. (Bunker & Rdg, 2020).

Por mencionar algunas técnicas de gran importancia son las de acoplamiento molecular , las cuales,
nos brindan una comprension mecano-clasica de las interacciones intramoleculares; esto integra
como resultado una secuencia tridimensional de sus movimientos y formaciones estructurales,
otorgando perspectivas del comportamiento de los compuestos y de su forma de unién o accién
biologica (Bunker & Rog, 2020).

Otro de los métodos utilizados regularmente es el cribado virtual (VS, por sus siglas en inglés) (ver
Figura 2), el cual, nos permite reducir el tamafio de muestra en el espacio quimico (variaciones
teoricas estructurales), mediante la aplicacion de un cribado o filtrado molecular sobre una base
de datos (grupo de calibracién), aplicando criterios especificos y selectivos, por medio de un
interés quimico, bioldgico o fisicoquimico para el ensayo posterior de los farmacos postulados
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(grupo de prueba) donde encontraremos los éxitos, es decir, aquellas moléculas que muestren
mayor afinidad a nuestro objetivo de estudio. (Kapetanovic, 2008).

Tamafio
Grupo de Selectividad L A
calibracion
Reactividad VSD
Lideres
Grupo
prueba
Acoplamiento
molecular 0

Figura 2. Cribado virtual y los criterios de filtrado para los grupos de calibracion y prueba para encontrar
los éxitos mediante acoplamiento molecular.

En esta investigacion, utilizamos la bio-quimioinformatica uniendo ambos métodos de cribado
virtual y acoplamiento molecular para utilizar un hibrido computacional conocido como cribado
virtual aplicado al acoplamiento molecular (VSD por sus siglas en inglés) que nos permitio
describir los sistemas basados en inhibicion y selectividad especifica de las AINESs tradicionales y
los nanofarmacos funcionalizados dirigidos a ciclooxigenasas (COX-1y COX-2). Este estudio se
basé en que los nanocompuestos podrian desempefiarse como una estrategia alternativa al uso de
los AINEs tradicionales, ya que el uso de estos, producen efectos secundarios adversos al momento
de ejercer su accion anti-inflamatoria, por lo que se analiz6 la actividad selectiva de los
nanofarmacos y su posible eficacia bioldgica, comparada frente a los AINEs.

Existen estudios similares al tema de esta investigacion por mencionar algunos en 2015, Kaserer
y colaboradores evaluaron el desempefio de herramientas comunes para la deteccién virtual en
COX-1y COX-2 (Kaserer et al., 2015). Tres afios después, se realizé un cribado virtual basado en
la estructura y una dinamica molecular en inhibidores de COX-2. (Razzaghi-Asl et al., 2018),
posteriormente en 2019 fueron analizados inhibidores selectivos a COX-1 basados en diariltiazol
y diarilimidazol a través de modelos farmacoféricos, cribado virtual y enfoques basados en
DFT(Crisan etal., 2019). Y tan solo un afio después, se identificaron posibles inhibidores humanos
para COX-2 utilizando modelos computacionales y simulaciones en dinamica molecular (Beura &
Chetti, 2020), entre otros.
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2.1 Antecedentes

En la historia de los AINEs se destacan varios acontecimientos que definieron el orden de estudio
y caracterizacion de las enzimas y de los modelos de regiones selectivas, por ejemplo: desde su
descubrimiento a partir de la medicina herbaria en el siglo V a.C (Oscanoa-Espinoza & Lizaraso-
Soto, 2015).

El hallazgo del &cido acetilsalicilico como un pilar en la fabricacion y fundamento activo de los
AINEs (Chandramohan Reddy et al., 2010), la propuesta de los Coxibs (grupo de AINEs selectivos
a COX-2) y la “era post-Coxibs” dando lugar a los nanofarmacos funcionalizados (Oscanoa-
Espinoza & Lizaraso-Soto, 2015). Estos acontecimientos y algunos méas se describen en la Tabla
1S en el Apéndice. En la actualidad, uno de los mayores impedimentos para el avance de
nanocompuestos o dispositivos para su uso en nanomedicina, es su alto costo y la dificultad para
generarlos en comparacion con los medicamentos tradicionales (Al-Lawati et al., 2019). Por lo
cual, el ocupar herramientas alternas como las computacionales nos permite poder simular
procesos de interaccion y accion, reduciendo el costo y el tiempo de analisis a nivel experimental
para agilizar los procesos de disefio (Culka et al., 2017).

Los principios basicos se establecieron desde la implementacién de la mecanica clésica en el siglo
XVII, dando origen a la MM y la QM en el siglo XX. Estos métodos, comprenden la prediccién
precisa y eficiente de estructuras, sistemas y materiales bioldgicos complejos (Houk & Liu, 2017).
Algunos antecedentes de la bioquimica computacional se reportan en la Tabla 2S en el Apéndice
de este estudio.

2.2 Anti-inflamatorios no esteroideos (AINES)

Los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) de tipo tradicional son un grupo
quimicamente heterogéneo de compuestos actian como analgésicos y antipiréticos (Divins, 2014).
Los AINEs acttan inhibiendo a la enzima endoperdéxido de prostaglandina denominada como
ciclooxigenasa y posee tres isoformas, COX-1, COX-2 y COX-3, su mecanismo de accion es
impedir la sintesis del mensajero quimico especifico denominado prostaglandinas (PG) que ocurre
en forma progresiva por un complejo de enzimas microsémicas de distribucion extensa, en
consecuencia se reportan como las responsables del dolor, la inflamacion y la fiebre en el huésped
(Smith et al., 2000).
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2.2.1 Clasificacion de AINEs de acuerdo a su estructura quimica

Actualmente existe una gran variedad de AINEs tradicionales como aspirina, ibuprofeno,
naproxeno, etc., de manera que se pueden clasificar de acuerdo a su selectividad especifica a tejidos
lesionados. Sin embargo, son muy diversos y en su composicion estructural comparten actividades
terapéuticas, asi como sus efectos colaterales, debido a esto es importante identificarlos por su
efecto antiagregante y sus grupos funcionales (Perez-Ruiz, et.al., 2002).

2.2.1.1 Salicilatos

Son un grupo de medicamentos derivados del acido salicilico que se generan a causa de la
oxidacion de acido benzoico, mayormente utilizados debido a sus propiedades antiinflamatorias,
antipiréticas y analgésicas (Rosas et al., 2018). A dosis bajas también se usan como antiagregantes
plaquetarios tales como &cido salicilico, salicilamida, salicilato de sodio, salicilato sulfapiridina, y
sulfazalacina, etc (Berasategui, 2017).

Mediante la acetilacion de los salicilatos se produce una inhibicién irreversible de la
ciclooxigenasa plaquetaria. El efecto de impedimento de la agregacion plaquetaria es en virtud de
su capacidad para actuar como donante de acetilo a la membrana de la plaqueta celular (Weismann,
2002). Su administracion es por via oral (para medicamentos como: 4cido acetilsalicilico, salicilato
de dietilamida, diflunisal), por via parenteral (para componentes como: acetilsalicilato de lisina) y
via topica (para salicilato de metilo) (Berasategui, 2017).

2.2.1.2 Pirazolona

Los derivados de pirazolona son una serie de analgésicos ampliamente utilizados que a diferencia
de los salicilatos tienen un efecto de inhibicidn reversible. Su vida media varia segun el derivado
de la pirazolona, aproximadamente van desde 2-7 horas (Brogden, 1986).

El mecanismo de accion es complejo, puesto que actla sobre ciertos receptores opioides dando un
cierto efecto espasmolitico, asi como, sobre la sintesis de las prostaglandinas aunque no por la via
de la ciclooxigenasa, por lo que no tiene los efectos secundarios gastricos tipicos de los AINEs
(Divins, 2015).
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Ademas, poseen efectos anti-inflamatorios, antitérmicos y analgésicos. Su actividad analgésica es
independiente de su accion antiflogistica la cual busca inhibir o reducir la respuesta inflamatoria,
aliviando los sintomas asociados con la inflamacién a nivel central y periférico siendo uno de los
AINEs con mayor potencia de inhibicion (PEDIAMECUM, 2015).

Algunos AINES correspondientes a este grupo se encuentran la aminopirina, antipirina o fenasona,
azapropazona, bumadizona, clofenazona, dipirona, fenilbutazona, feprazona, oxifenbutazona,
pirazinobutazona, prenazonay suxibuzona, etc, (Valsecia, 2010).

2.2.1.3 Indoles

Son usados en ataques agudos de gota, espondilitis anquilosante, enfermedad de Barther, poseen
una gran toxicidad ya que pueden producir cierre del ductus permeable, prolongacion del parto, e
hipertension pulmonar en el recién nacido. No obstante, no se recomienda el uso de ningin AINE
durante el embarazo excepto en dosis bajas y solo por la indicacion de un médico en casos de
preclampsia. (Valsecia, 2010).

Su vida media varia segin el compuesto, pero en estructuras como la indometacina y tolmetin se
reduce a 6 horas, mientras que para compuestos como el sulindac es mayor a 6 horas (Rosas et al.,
2018). Algunos ejemplos de este grupo se encuentran la acemetacina, benzidamina, indometacina,
proglumetacina, sulindac y talmetacina, entre otros (Valsecia, 2010, Xu et al., 2014).

2.2.1.4 Derivados del acido acético

Los compuestos pertenecientes a este género comparten caracteristicas similares a la clase de
pirozolonas, sin embargo, los agentes pueden llegar a producir toxicidad renal, hematoldgica y
reacciones de hipersensibilidad (Valsecia, 2010).

Dentro de los AINEs correspondientes a esta especie se encuentran los arilacéticos o fenilacéticos
como: el aceclofenaco, cido metiazinico, diclofenaco sédico, nabumetona, fentiazaco. ketorolaco
y tolmetina, etc (Valsecia, 2010). Los analogos al diclofenaco poseen una vida media menor a 6
horas, mientras que los similares al aceclofenaco y nabumetona poseen una mayor a 6 horas (Rosas
etal., 2018).
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2.2.1.5 Derivados del acido propidnico

Son inhibidores reversibles y competitivos de la ciclooxigenasa, en estudios in vitro se han
reportado que pueden inhibir prostaglandinas formadas ademas de poseer una mayor actividad
antiinflamatoria (debido a la inhibicion de la bradiquinina y de la serotonina a través de un efecto
estabilizador de membrana plasmética) a comparacion del resto de grupos (Bustamante & Aguilar,
2012), analgésico y antipirético (Valsecia, 2010). Este tipo de compuestos se absorben por difusion
pasiva a través de membranas, y no experimentan estereoselectividad, debido a que los
enantiomeros no difieren en sus caracteristicas fisico-quimicas (lgarza & Soraci, 2007).

En esta clasificacién se encuentran los siguientes compuestos: acido tiaprofénico, fenbufen,
fenilpropionato de lisina, fenoprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno, indoprofeno, ketoprofeno,
naproxeno, piroprofeno, procetofeno y suprofeno. En este caso en particular, la vida media puede
variar segun el agente estructural, por ejemplo, el ibuprofeno, ketoprofeno y flurbiprofeno poseen
una eficiencia menor a 6 horas, mientras que el naproxeno tiene una efectividad mayor a 6 horas
(Rosas et al., 2018). Estos agregados presentan una biodisponibilidad con el consumo oral del 90%
y muscular del 100%, alcanzando su pico maximo de accion entre las 3-4 horas, permaneciendo
con niveles estables después de las 6-8 horas (Bustamante & Aguilar, 2012).

2.2.1.6 Derivados enolicos

La caracteristica principal de este conjunto es que son AINEs de semivida larga (haciendo
referencia a su actividad inhibitoria), debido a la circulacion enterohepética que sufre el principio
activo, en consecuencia, proporciona una gran ventaja puesto que solo es necesario tomar una
dosis por dia (Moreno & Muedra, 2019). Los farmacos que pertenecen a esta clase son: isoxicam,
meloxicam. piroxicam, sudoxicam y tenoxicam.

Este tipo de no esteroideos, suele utilizarse para tratar la inflamacion aguda, pero su fortaleza esta
en el tratamiento de la inflamacion cronica, ademas de ser principalmente selectivos hacia la
isoforma COX-2 (Xu et al., 2014). Su efecto antiinflamatorio comparte similitud con las
prazolonas, mientras que su efecto analgésico es menor a comparacion de los salicilatos (Valsecia,
2010).
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2.2.1.7 Inhibidores selectivos de la COX-2 o Coxibs

Los farmacos no esteroideos selectivos hacia la COX-2 son un grupo farmacolégico caracterizado
por su inhibicién selectiva, causando una reduccion de toxicidad gastrointestinal por lo que han
tomado una gran importancia estos ultimos afios (Martin Mola et al., 2001).

En diversas investigaciones se reportan resultados sobre los diferentes escenarios de los
mecanismos de accion de las AINEs , por ejemplo: la molécula de celecoxib presenta un menor
riesgo de efectos gastrointestinales graves, cuando se emplea en tratamientos de duracién corta a
intermedia (<6 meses) pero esta ventaja desaparece cuando se usa en tratamientos prolongados (12
meses) (Silvernstein et al., 2000).

En 2019, Moreno & Muedra propusieron que todos los AINEs deben cumplir la regla de las tres
A (Moreno & Muedra, 2019), la cual consiste en:

o Analgesicos: Disminuyen la produccion de PG que sensibilizan receptores resultando
contra el dolor articular, muscular, dentario, en cefaleas, dismenorreas y en la primera etapa
del dolor canceroso.

o Antipiréticos: Inhiben la sintesis de prostaglandinas en el sistema nervioso central (SNC)
decrementando el choque febril pirogénico.

o Anti-inflamatorios: Detienen la sintesis de PG y tromboxanos, reducen la actividad
sensibilizadora de éstos en terminales nerviosas y el efecto vasodilatador quimiotactico
(mecanismo inicial de inflamacién). Aminoran la capacidad de los leucocitos de acoplarse
al endotelio e impiden la expresion de moléculas de adhesion (la sefial para iniciar el
rolling, o rodamiento, que es la etapa previa a la marginacion y extravasacion de los
leucocitos).

2.2.2 Riesgo gastrointestinal (RGI)

Los AINEs tradicionales aumentan significativamente la probabilidad de sufrir RGI, el cual puede
variar segin la molécula utilizada, la dosis administrada y la presencia de otra serie de factores de
exposicion no relacionados con el farmaco (Marcén et al., 2016).

La sintesis de prostaglandinas especificas de la mucosa gastrica (PGE2 y PGI2) esta mediada
principalmente por la COX-1, es debido a esto que su inhibicion posee efectos citoprotectores. Las
prostaglandinas inhiben la secrecion acida gastrica, aumentan el flujo sanguineo y la produccion
de moco (Moreno & Muedra, 2019).

El RGI se puede dividir en dos grupos segun:
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e Complicaciones del tracto gastrointestinal superior:

Con mayor frecuencia los usuarios de las AINEs tradicionales reportan varios sintomas
como: reflujo, eructos, distensién abdominal y/o nduseas a comparacion de los usuarios
ajenos a este tipo de medicamentos (Sostres et al., 2013). Sin embargo, este no es un
indicador para la presencia de una lesion significativa de la mucosa RGI superior (Ulceras,
sangrado, perforacion, obstruccion y erosiones extensas) (Cryer & Goldstein, 2015).

Se realizd un metaandlisis de estudios realizados entre 1997 hasta 2008, en el cual, se
concluyé que a pesar de que la tasa de mortalidad general por hemorragias RGI disminuy6
a mediados de 1990, algunos pacientes que consumieron AINESs presentaron perforaciones
y hemorragias en el tracto gastrointestinal superior, exponiendo una tasa de mortalidad mas
alta por las lesiones antes mencionadas (Straube et al., 2009).

Se realiz6 un ensayo monitoreado que seleccion6 de manera aleatoria a 224 pacientes que
desarrollaron complicaciones ulcerosas después del uso de las AINEs tradicionales
selectivas a COX-2. Este indico que presentaba efectos sobre la agregacion plaquetaria
microsomal, lo cual se asoci6 con un menor riesgo de hemorragia recurrente en
comparacion con los AINEs no selectivos (Lai et al., 2005).

e Complicaciones del tracto gastrointestinal inferior:

En el afio 2000, en Mount Sinai Hospital se realizé un estudio por seis meses, acerca de la
evaluacion de la seguridad de los resultados de las complicaciones de la Ulcera por
misoprostol asociados con el uso de las AINEs y una investigacion dirigida a las
complicaciones del tracto gastrointestinal inferior por el estudio Vioxx (el cual, es un el
nombre comercial del misoprostol), ambos estudios concluyeron que la incidencia
acumulada de eventos gastrointestinales superiores en los brazos de tratamiento con AINES
no selectivos presento un comportamiento lineal incrementando a lo largo del tiempo
(Bombardier et al., 2000; Silverstein et al., 1995).

Los pacientes con antecedentes de lesion GI poseen un mayor riesgo de complicaciones posterior
al uso de AINEs (Sostres et al., 2013). Ademas, la edad es un factor de gran importancia debido a
que el riesgo aumenta con los afos (Cryer & Goldstein, 2015).

Por ejemplo:

e Sesugiere un umbral de riesgo basado en la edad mayor a 60 afios (Fries et al., 1991).
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e Aquellos pacientes que toman AINEs en dosis altas y los que los toman con aspirina,
incluso en dosis bajas de prevencion CV (<325 mg / dia), tienen un riesgo elevado de
eventos gastrointestinales (Hernandez-Diaz & Rodriguez, 2000).

e Parael uso de corticosteroides orales coadministrados con AINES se asocia con un aumento
en la tasa de complicaciones gastrointestinales hasta el doble en comparacion con los
pacientes que toman AINEs solos (Garcia Rodriguez & Hernandez-Diaz, 2001).

e Se ha descubierto que los anticoagulantes aumentan sustancialmente el riesgo de que los
pacientes de edad avanzada desarrollen hemorragia por Ulceras cuando se usan con AINEs
(Garcia Rodriguez & Hernandez-Diaz, 2001).

Debido a que el uso de AINES presenta eventos adversos gastrointestinales en la poblacion general,
y que en algunos pacientes dichos efectos pueden ser especialmente graves, algunos autores (Cryer
& Goldstein, 2015). sugieren simular computacionalmente la actividad de distintos AINES en
busca de soluciones para sus areas de oportunidad.

2.2.3 Riesgo cardiovascular (RCV)

En la actualidad el RCV ocasionado por medicamentos como los AINEs selectivos hacia COX-2
ha sido objeto de gran estudio debido a que ha revolucionado nuestra forma de actuar al prescribir
dichos farmacos, ademas conllevo a descartar algunos medicamentos pertenecientes al grupo coxib
(rofecoxib, valdecoxib) (Bombardier et al., 2000). Durante un tiempo se pensé que el RCV
aumentaba debido al uso de los coxibs, por lo que se realizaron diversas revisiones y metaanalisis,
lo que concluy6 en que la administracion de estos, si aumenta la probabilidad de RCV (McGettigan
& Henry, 2006; Salpeter et al., 2006), sobre aquella producida por farmacos clasicos como el
ibuprofeno y diclofenaco (McGettigan & Henry, 2006).

Es importante aclarar que no todos los AINEs involucran un riesgo cardiovascular, sino solamente
los selectivos a COX2 (Bombardier et al., 2000). De hecho, los no selectivos son conocidos por
sus beneficios en la prevencion del RCV, la diferencia estriba en lo siguiente:

e La COX1 produce, entre otras cosas, al tromboxano, molécula responsable de la adhesion
plaquetaria.

e La COX2, en cambio, entre sus productos genera a la prostaciclina, la cual inhibe al
tromboxano.

Entonces, si se inhibe a la prostaciclina (al inhibir selectivamente a COX-2), pero no al tromboxano
(al no inhibir a COX-1), el determinante de la adherencia de las plaquetas estara activo y no tendra
un mecanismo regulador (Pérez Ruiz et al., 2015). Por lo que la formacion de coagulos,
tedricamente, se incrementara. Por otro lado, si se inhiben ambas enzimas a la vez (con un AINE
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no selectivo) disminuye el factor protector (prostaciclina), pero también el inductor de adhesion
plaquetaria (tromboxano) (Rosas et al., 2018).

Se realizaron varios estudios para evaluar el riesgo cardiovascular, por mencionar algunos como
ejemplo:

e Se evaluaron tasas de incidencia por sufrir un RCV por el uso de los AINEs en pacientes
después de una hospitalizacion por enfermedad coronaria grave ya que aumenta su riesgo
en episodios cardiovasculares (Bueno et al., 2010; Ray et al., 2009).

e Fueron examinados 5 AINEs tradicionales individualmente (Naproxeno, lbuprofeno,
Diclofenaco, Celecoxib y Rofecoxib) en 48,556 pacientes que se encontraban en un rango
de edad entre los 40-89 afios, se concluyé que el Naproxeno tiene una tasa de incidencia
menor a comparacion de los otros AINEs estudiados, sin embargo, un mayor tiempo de
uso no reflejo un aumento significativo de sufrir un RCV (Pawlosky, 2013).

e Otra investigacion mostro evidencia de 5 variables clave que afectan la extension del RCV
asociado con los AINEs (Farkouh & Greenberg, 2009):

— Selectividad de COX-2.
— Sensibilidad a la dosis.

— Vida media plasmatica.
— Presion arterial.

Los autores concluyeron que el naproxeno ha demostrado sistematicamente un riesgo menor en
comparacion con otros AINEs no selectivos y selectivos de la COX-2, por otro lado, el diclofenaco
se ha asociado con el mayor RCV entre los AINEs no selectivos. Ademas, la evidencia reportada
para celecoxib sugiere un mayor eventos de sufrir un RCV, especialmente empleando dosis méas
altas (800 mg/d), y con consumos de al menos dos veces al dia (equivalente a 200 mg) (Pawlosky,
2013). Existen diversos estudios de metaanalisis que sugieren un aumento en el RCV cuando el
farmaco es selectivo a COX-2 implicando asi una relacién directa (Badimon et al., 2021; Long &
Olah, 2020; Martin Arias et al., 2019; Verhoeven et al., 2017), mientras que para los AINES no
selectivos o selectivos hacia COX-1 no se ha encontrado evidencia que implique RCV (Capone et
al., 2004; Egan et al., 2005; Patrono & Baigent, 2014).

2.2.4 Complicaciones renales (CR)

Es conocida que la Insuficiencia Renal Cronica (IRC) relacionada con los AINEs al menos en su
base patoldgica es la Necrosis Papilar Cronica (NPC) o la Nefritis Intersticial Crénica (NIC) (Ejaz
et al., 2004). Esto sucede debido a la inhibicion de las prostaglandinas renales por los AINEs con
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accion vasodilatadora, provocan un cuadro de insuficiencia renal aguda por dos causas (Rosas et
al., 2018):

e Isquemica, en los primeros dias del tratamiento, en relacion con situaciones de deplecion
de volumen.

o Nefritis intersticial, que se presenta con piuria, hematuria, proteinuria y aumento del nivel
sérico de creatinina. En raras ocasiones se acompafia de sindrome nefrotico.

Los AINEs pueden inducir descompensacion renal aguda en pacientes con diversas condiciones
clinicas reniformes y extrarrenales que causan una disminucion de la perfusion sanguinea al rifidn
(Whelton & Hamilton, 1991). Como soporte a esto se han realizado diversos estudios que sugieren
un mayor riesgo de nefrotoxicidad con el uso de AINEs tradicionales sin combinacion en pacientes
con IRC debido a que el resultado de dicho efecto conduce a un uso alterado del farmaco, lo que
lleva a sesgos de seleccion y exposicion (Sriperumbuduri & Hiremath, 2019).

Las conclusiones incompatibles entre estudios bien disefiados probablemente se deben a
diferencias en la poblacién, el disefio, el tamafio y los métodos utilizados para intentar ajustar los
factores de accion, lo que sugiere un efecto de los AINEs a causar nefrotoxicidad en el sistema
renal (Baker & Perazella, 2020).

2.3 Ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y COX-2)

Las enzimas COX son de gran interés para cientificos y médicos, porque son generadores
mediados por lipidos autacoides (derivados de lipidos eicosanoides) son biolégicamente
importantes porque son agentes medicinales que por si mismos pueden exhibir roles regulatorios
y patoldgicos en el organismo (por ejemplo: la histamina, la serotonina y angiotensina)
(Fitzpatrick, 2005). John Vane, en 1971 realiz6 un hallazgo en el que los AINEs tenian la
capacidad de inhibir la sintesis de prostaglandinas (PG) en las dianas terapéuticas y propuso que
este mecanismo era la base de su accién farmacologica (Vane, 1971).

Las PG son una familia de mensajeros quimicos producidos a partir del &cido araquidonico (AA),
las cuales participacion en la sefial local dentro del tejido celular ocasionando el dolor, la fiebre y
la inflamacion, estas se pueden clasificar en:

e PGE2: Se encargan de regular gran parte de la funcion fisiologica en el intestino como la
proteccion de la mucosa, secrecion, RGI y motilidad. Siendo responsables de hacer que el
hipotalamo aumente la temperatura corporal durante la inflamacion (Dey et al., 2006).

e PGF2: Son utilizadas en la induccion del trabajo de parto, debido a que son causantes de
la contraccion del miometrio en humanos (Umamaheswaran et al., 2018).
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e PGI2: Es el principal mediador inflamatorio en particular en la artritis reumatoide, se
considera como un vasodilatador vital e inhibidor de la segregacion plaquetaria (Chiurchiu
et al., 2018).

Investigadores del instituto de Karolinska y colaboradores describieron la configuracion de las PG,
e identificaron el oxigeno molecular y el &cido araquidonico como co-sustratos en la biosintesis
(Mitchell, 1992; Nugteren & Van Dorp, 1965). Casi diez afios después se logro optimizar la COX
purificada y aislada ( Smith & Lands, 1971, Hemler et al.,1976), y 3 afos después se definio a la
COX como una glicoproteina con actividad endoperoxidasa y sintasa (Christ-Hazelhof &
Nugteren, 1979), se comprobd que la enzima acelera la formacidén de sustancias que causan
inflamacioén y dolor, y que su funcién descontrolada puede hacer crecer células tumorales (El-
Araby et al., 2012). La sintesis del &cido araquidénico en prostaglandina H2 (PGH2), en una
reaccion catalizada por la enzima ciclooxigenasa. Se describe en la Figura 3 (Prasher et al.,2019).
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Figura 3. Sintesis de PGs a partir del Acido Araquidénico.

Algunos autores denotan que las diferencias sefialadas entre las dos isoformas de COX son
minimas, ambas poseen la capacidad de catalizar a la misma reaccién bioquimica, ya que su
disimilitud radica en un solo aminoacido (Garcia Meijide & Gdémez-Reino Carnota, 2000). Aunque
los sitios activos de las dos enzimas son idénticos son notorios los cambios en términos de
conformacion, forma, distribucion tisular y funcion fisiolégico (Robbinson, 2016).
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Por ejemplo, el centro de inhibicion catalitico de la COX-2 se caracteriza por poseer un gran
tamafo de la cavidad (saco o bolsa) que puede alojar moléculas con cadenas laterales mas
voluminosas que la COX-1 (ver Figura 4) (S. H. Lee et al.,2019).

C- terminal
Contenido:  _y
-Sitios activos

C- terminal
Contenido: A
-Sitios activos

Diminuta

Isoleucina
voluminosa

Figura 4. Diferencia de tamafio de la cavidad entre COX-1y COX-2, que es el sitio de
inhibicion.

2.3.1 COX-1

Es una isoforma expresada constitutivamente en muchos tejidos, desempefia un papel importante
en la sintesis de los prostanoides (son eicosanoides sintetizados por la via de la COX) para
propositos fisioldégicos como la regulacion hemodindmica (Guo et al., 2006), ademas de regular
funciones como la proteccion gastrointestinal, la homeostasis vascular, la hemodinadmica renal y
la funcion plaquetaria (Garcia Meijide & Gémez-Reino Carnota, 2000).

Las PG producidas por la COX-1, median funciones vitales como la citoproteccion de la mucosa
gastrica; (Arfaie & Zarghi, 2010) debido a la sintesis y secrecidn de moco, se produce un aumento
del flujo sanguineo de la mucosa, tambien se infiere al papel regulatorio del flujo sanguineo renal
(Parente & Perretti, 2003).

Dentro de sus caracteristicas se especifican (Garcia & Carnota, 2000):

— Se encuentra en el cromosoma 9.
— Peso molecular aproximadamente de 69,05 kD
— Longitud 22 kilobase (kb).
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Presenta 11 exones y procede de una duplicacion de un gen ancestro comun.

Carece en su region promotora de caja TATA (principal secuencia de ADN donde se
produce la unién entre factores de transcripcion) pero posee varios lugares de transcripcion,
indicando que su gen es de tipo “gen de mantenimiento”.

En la célula, generalmente se encuentra en el citoplasma o cerca del reticulo endoplasmico.
Su estructura presenta dos dominios: el que se une a las membranas y esta constituido por
cuatro hélices que forman la cavidad y el que permite la entrada del &cido araquidonico de
la membrana al lugar con actividad enzimatica. En esta region hay dos lugares activos: uno
que cataliza la ciclooxigenacion y otro la perooxidacion (Morita et al., 1995).

En las plaquetas provoca la produccion de Tromboxano A2 (TXAZ2) que en consecuencia
causa la agregacion plaquetaria, Util en la prevencion de hemorragias inapropiadas
(Botting, 2006).

2.3.2 COX-2

Es una enzima de caracter inducible, se expresa en varios tipos de células como consecuencia a
factores de crecimiento, citocinas y moléculas proinflamatorias (Minghetti, 2004).

Algunas de sus caracteristicas son (Garcia Meijide & Gomez-Reino Carnota, 2000):

\J

o
N
o
o

\J

Se encuentra en la region perinuclear y en la membrana nuclear.

Su peso molecular es de 69,09 kD.

Longitud aproximadamente 8,3 kb.

Contiene 10 exones y posee un gen de menor tamafo, localizado en el cromosoma 1.

Su region promotora contiene lugares de ligadura que reconocen a los glucocorticoides, a
la interleucina-6, asi como otras citocinas (Hla & Neilson, 1992).

Se puede expresar constitutivamente en diferentes puntos del aparato genital masculino y
femenino. Durante los procesos relacionados con la ovulacion, la implantacion ovular, la
induccion del parto y la reproduccion.

Se expresa en diferentes tipos de neuronas y participa en la transformacion carcinégena,
en este caso a traves de mecanismos de resistencia a la muerte programada (apoptosis).
Presenta una cavidad mas amplia a comparacion de la COX-1, que le permite el acceso a
las AINEs de gran tamafio.

Su estructura tridimensional consta de tres unidades independientes: una similar al factor
de crecimiento epidérmico, otra en la membrana y otra en la que contiene los dominios
enzimaticos.

Durante condiciones de dolor inflamatorio como la artritis reumatoide, la osteoartritis, etc.
Hay una elevacidn significativa en el nivel de COX-2 en la periferia y el sistema nervioso
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central, este hecho presenta evidencia cientifica para el uso de AINEs que eviten la
inflamacién y el dolor (Baliki et al., 2005).

2.3.3 Propiedades estructurales de COX-1y COX-2 para la unién de sustratos e
inhibidores

Ambas enzimas son homodimeras, expresadas por un mondémero que a su vez consta de tres
dominios, el primero similar al factor de crecimiento epidérmico, el segundo de unién a la
membrana y ultimo dominio de carécter catalitico que contiene los sitios activos de las COXs y
las peroxidasas (Van Ryn & Pairet, 1997).

Las dos enzimas se encuentran asociadas con la membrana y cada una consta de un canal largo
con una curva en el extremo, aunque en el caso particular de la COX-2 su canal es méas ancho (ver
Figura 4) (Shankar & Upadhyay, 2005). Las dos isoformas comparten una homologia del 60 % en
la secuencia de aminoacidos (Salih & Chem, 2017), en la conformacion del sitio de unién al
sustrato y en las regiones cataliticas (Van Ryn & Pairet, 1997).

Entre las similitudes estructurales y conformacionales que comparten las dos dianas es que
presentan ocho residuos de aminoacidos, los cuales, son encargados de desempefiar un papel
importante para la union del sustrato e inhibidor en el canal de las COXs (ver Tabla 1, para mayor
descripcion de las caracteristicas y de los sitios de anclaje especificos de las COXs), la numeracién
de los aminoacidos se refiere a la codificacion de las enzimas COX-1y COX-2 (Van Ryn & Pairet,
1997).

En la actualidad existen tres grupos genéricos de AINEs segun su selectividad hacia las isoformas
de la ciclooxigenasa (Rosas et al., 2018):

1) AINEs inhibidores selectivos de la COX-1 o coxib (ej. Nabumetona y Meloxicam), que se
caracterizan principalmente por una menor toxicidad gastroduodenal.

2) AINEs inhibidores intermedios de la COX-2 (ej. Celecoxib, Etoricoxib y Lumiracoxib), en
general dependiendo de la dosis de uso.

3) AINEs clasicos o no selectivos de la COX, con inhibicion de ambas enzimas (el resto de
AINES).

Esta clasificacion tiene como objeto el poder valorar la accion sobre los distintos 6rganos y la
posible toxicidad, atendiendo al grado de inhibicion de los AINEs a las enzimas de las
ciclooxigenasas (Rosas et al., 2018).
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Tabla 1. Comparativa de las caracteristicas estructurales comparativas entre las isoformas de
COX-1y COX-2 (Salih & Chem, 2017).

Sitio

Caracteristica molecular

COX-1

COX-2

Activacion

Acilacién

Bolsillo
lateral y
espacio
adicional en
COX

Enlace
ibnico

Dinamica de
unién de H:

Se encuentra en la parte superior
del canal y representa junto con
el grupo hemo, el centro
catalitico.

Impide la unién del acido
araquidonico al sitio activo de la
enzima.

La diferencia crucial entre las
dos enzimas COX esta en la
posicion 523.

Se propone que las dos redes de
enlaces de H son responsables
de la activacion alostérica de la
enzima COX e indicando la
mejor explicacion estructural de
la dependencia del tiempo de la
inhibicion de COX-2y de la
pérdida de actividad de COX-1
debida a la necesidad de
activacion de enzimas
alostéricas de los AINEs
selectivos de COX-2 (GIERSE
et al., 1999).

Tirosina 385 (Tyr385)

Aspirina acetila la serina 530
(Ser530).

Este aminoéacido polar,
interviene en la unién de
inhibidores con un grupo

bencilo, como la indometacina,
0 con una anilina NH, como el
diclofenaco y el Meclofenamato

(Lee GH, et al., 1996).

Posee un aminoacido isoleucina
523 voluminoso. Una histidina
513 (His513) que impide un
enlace de hidrégeno con la parte
sulfona de los inhibidores de
COX-1(Lee GH, et al., 1996)..

El 4cido araquidonico (sustrato)
y los inhibidores de COX &cidos
se unen a través de su anion
carboxilato al catién guanidinio
de Arg120 (Lee GH, et al.,
1996).

Arg120 e His513 estan
involucrados junto con Tyr355 y
acido glutdmico 524 en redes de
enlaces de hidrégeno (Luong et

al., 1996).

Tirosina 385 (Tyr385)

Aspirina acetila la serina 530
(Ser530)

Posee un residuo de valina
(Val523) una molécula mas
pequefia que deja un espacio
que da acceso a un "bolsillo

lateral”. Una arginina 513
(Arg513) la cual, permite un
enlace de hidrégeno con la

parte sulfona de los
inhibidores de COX-2 (Lee
GH, et al., 1996).

El 4cido araquiddnico
(sustrato) y los inhibidores
de COX 4cidos se unen a
través de su anién
carboxilato al cation
guanidinio de Arg120 (Lee
GH, et al., 1996).

Argl120 y Arg513 estan
involucrados junto con
Tyr341y Glu510 en redes de
enlaces de hidrégeno (Luong
et al., 1996).
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2.3.4 Selectividad COX-1:COX-2

Los investigadores Han y Romab en 2005 mostraron que una forma de cuantificar la selectividad
es usando la relacién 1Cso (se define como la cantidad de farmaco necesaria para inhibir la actividad
en un 50% y se determina usando varios ensayos por multiplicado, concentracion de inhibicion I1C
por sus siglas en inglés (Kalliokoski et al., 2013)) de un AINEs en particular, frente a cada
isoenzima respectiva (Han & Roman, 2005). Cuanto mayor sea la 1Cso, mas farmaco se necesitara
para inhibir la enzima en particular.

Por lo tanto, una relaciéon COX-1:COX-2 mayor que 1, indicaria que se necesita mas farmaco para
inhibir la COX-1 que a la COX-2 por lo que inhibiria selectivamente la COX-2. Mientras que, en
el caso contrario, si la relacion es menor que 1 indicaria una menor cantidad de farmaco para COX-
1 siendo selectivo a esta diana terapéutica. Con mayor frecuencia los resultados de los ensayos son
informados como la ICso de Tromboxano B2 (TXB2) para la inhibicion de COX-1y la ICso de
PGE?2 para la inhibicion de COX-2 (Rosas et al., 2018).

En 2017, los colaboradores Salih y Chem (Salih & Chem, 2017), tomaron en cuenta algunas
consideraciones sobre la farmacologia de los inhibidores de COX indicadas por otros autores
resumiendo que:

e Larelaciony la alteracion de las funciones bioldgicas entre la inhibicion relativa de COX-
1y COX-2 mediadas por PG no son lineales (Baigent & Patrono, 2003).

e No existen suficiente informacion para correlacionar con precision las medidas
bioquimicas y farmacologicas de la selectividad de la COX con la eficacia clinica y la
seguridad (Everts et al., 2000).

La mayor ventaja de las AINEs selectivas hacia COX-2, es su capacidad de eludir a los efectos
secundarios de los farmacos tradicionales, debido a que en los seres humanos la mayoria de las
prostaglandinas con efecto protector de la mucosa gastrica son sintetizadas a través de la COX-1.
Por lo que, al momento de ser inhibida la enzima COX-1 se causa una reduccion de PG en el tracto
gastrointestinal ocasionando afecciones como complicaciones renales, artritis e inclusive cancer
(ver Tabla 3S en el Apéndice).
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2.4 Nanofarmacos en la medicina

Los nanofarmacos son identificados como aquellos medicamentos unidos a nanoestructuras como
son nanoparticulas, caimulos, nanotubos, dendrimeros, etc (Lopez, 2017). Para su intercalacion a
la nanoestructura se le adicionan ligantes funcionalizados afines con la linea celular (Rojas-
Aguirre et al., 2016). EI farmaco al momento de interaccionar con el cuerpo sufre reacciones de
funcionalizacién conocidas como fase 1, estas metabolizan a medida que interactian con otras
particulas en el organismo a través de reacciones de oxidaciones, reducciones o hidrolisis mediante
las cuales se introduce o se desprotege un grupo funcional polar de la molécula. Posteriormente
este grupo polar, durante una segunda fase metabdlica llamada fase 1l, sera conjugado con una
molécula enddgena generalmente de naturaleza polar (Daxing & Debra T, 2015). Estos se
dispersan, se adsorben o se unen covalentemente a vesiculas encapsuladas, capsulas o matrices
poliméricas, proteinas, enzimas, etc., provocando un incremento en su rendimiento a comparacion
de los farmacos tradicionalmente utilizados.(Mukhopadhyay, 2019)

La nanotecnologia tiene muchas aplicaciones en medicina, la cual es un area que incorpora
multidisciplinariedad a la hora de estudiarla o comprenderla (Lopez, 2017). De la incorporacion
de nanomateriales a la formulacion de farmacos y su empleo como terapia terapéutica ha aportado
numerosas ventajas, por ejemplo:

e Avances en la solubilidad y disminucion de la toxicidad sistémica. Eliminando la necesidad
de utilizar excipientes potencialmente toxicos en la formulacion, lo que ocasiona un umbral
de tolerancia mayor por parte del paciente (Gabizon et al., 2014; Hare et al., 2017; Shi et
al., 2017).

e Minimizar la degradacion enzimatica del farmaco con exposicion prolongada a niveles
terapéuticos, aumentando la eficacia clinica (Gabizon et al., 2014; Hare et al., 2017; Shi et
al., 2017).

e Estabilidad en el organismo y tiempos de circulacion y liberacion del farmaco debido a
propiedades dependientes del tamafio de las nanoparticulas (Sainz et al., 2015; Wicki et
al., 2015).

e EIl andlisis de diagnodstico en imagen, monitorizacion de farmacos y aplicacion de
biomateriales especificos para promover la regeneracion tisular (Duncan & Gaspar, 2011).

e Las propiedades semi-selectivas por medio de direccionamiento de farmacos por adicion
de marcadores moleculares especificos (Hare et al., 2017; Wicki et al., 2015).

Existen mecanismos de direccionamiento que siguen los nanofarmacos para mejorar su accién
transportadora y su afinidad hacia dianas moleculares, ver Tabla 4S en el Apéndice. Debido a que
el paso de los agentes terapéuticos a traves de la membrana celular en un tejido es primordial
cuando el blanco farmacoldgico es encontrado a nivel intracelular y se requiere traspasar
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membranas bioldgicas (mucosa, endotelio, epitelio), para que finalmente se acceda al lugar de
accion (Chan et al., 2018) (Ver Tabla 4S del Anexo).

En la medicina suelen emplearse algunos nanomateriales como: nanoparticulas metéalicas,
magnéticas, polimeros, materiales cerdmicos, silice, etc. para combatir enfermedades (Hare et al.,
2017), que permiten realizar combinaciones con marcadores tales como; polimeros, DNA,
proteinas, anticuerpos o antigenos con la finalidad de obtener una mayor selectividad (Wicki et
al., 2015). En este sentido, se busca que con la accion efectiva de estas biomoléculas, la
internalizacion celular este influenciada por nanoparticulas que puedan ocasionan fagocitosis,
endocitosis (mediada por clatrina) y exocitosis (dirigida por caveolas y macropinocitosis) (Chan
et al., 2018).

Algunos factores que tienden a influir en su accion biol6gica son el tamafio, la forma, la
composicion, la biodegradacion, y su distribucion en el organismo. El que un nanofarmaco
presente una ligera variacion de cualquiera de estos parametros puede ayudar a mejorar o incluso
descubrir nuevas funciones y capacidades farmacolégicas (Wicki et al., 2015).

En la nanomedicina se han formulado nanofarmacos disponibles ya en el mercado (ej. Collargol,
Doxorrubicina, Abraxane, DepoCyt, Genexol-PM, AmBisome) los cuales, son combinados con
vias de liberacion de farmacos tradicionales (ver Tabla 4S del Anexo), para dar como resultado
una mejora en la absorcion de las sustancias a traves de diferentes membranas biologicas (Weissig
et al., 2014). El considerar una nano-administracion de sustancias tiende a reducir su toxicidad,
aumentar la solubilidad acuosa del compuesto, y en consecuencia también su disolucion
aumentando la permeabilidad del nanofarmaco a través de membranas bioldgicas, lo que conduce
a una accion mas rapida y efectiva (Kermanizadeh et al., 2018). Esto implica que los sistemas de
nano-administracion pueden ser disefiados para mejorar el curso localizado que los AINEs
tradicionales no pueden brindar mediante la administracién parenteral (inyecciones intraarticulares
0 subcutaneas cerca de las articulaciones inflamadas) prolongando la residencia del AINEs
encapsulado en el sitio inflamado y controlando la liberacién del farmaco, esto ocasiona una
actividad terapéutica sostenida para reducir la necesidad de inyecciones frecuentes (Zhang &
Huang, 2012).

Como una via de nano-administracion puede existir la ocular, la cual, ofrece una alternativa menos
toxica a los corticosteroides causando alivio de la inflamacién y del dolor asociado con cirugias
como cataratas y procedimientos refractivos (Al-Lawati et al., 2019). Un problema regular se
presenta cuando esta administracion se ve limitada con los perfiles de solubilidad en los AINEs
tradicionales (Kim et al., 2010), por ejemplo: cuando el ojo humano genera un lagrimeo y la
barrera corneal dificulta la penetracion del farmaco (Hoffman et al., 2016). En este sentido los
nanocompuestos pueden ofrecen un mejor medio de administracion encapsulado brindando la
capacidad de penetrar y romper esta barrera logrando procesos mas eficientes y mejorando la
accion terapéutica (Al-Lawati et al., 2019).
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Una vez conociendo las estructuras implicadas entre farmacos y receptores celulares e
identificando las interacciones importantes o causantes de dicha actividad bioldgica. Es un
requisito conocer los procesos fisiologicos, mecanicos y tedricos que permitan describir los
mecanismos de accion y efecto bioldgicos que se pueden presentar. Por tal motivo, el disponer de
teorias como simulaciones mecanico-cuanticas nos permitirian generar ventanas de oportunidad
que describan bien las acciones de nano-administraciones de nuevos nanofarmacos con acciones
terapéuticas.

2.5 Simulaciones de mecanica molecular (MM) tipo acoplamiento
molecular.

Los métodos utilizados en bioquimica computacional se pueden clasificar en dos ramas, Mecanica
Clésica (CM por sus siglas en inglés) y Mecénica Cuantica (QM, por sus siglas en inglés) (ver
Diagrama 1).

Bioquimica computacional

Mécanica Clasica Mecanica cuantica

I
[ ]

Meétodos semiempiricos Meétodos AB mnitio

Diagrama 1 Clasificacion de métodos utilizados en Bioinformatica.

Los métodos por QM describen principalmente reacciones quimicas y procesos electronicos, como
la transferencia de carga o la excitacion electrénica. Siendo restringidos a sistemas de hasta unos
pocos cientos de atomos (Groenhof, 2013).

La mecénica clasica también conocida como campos de fuerza o “Force Field Method” consisten
en considerar a cada molécula como una coleccion de aomos unidos por fuerzas elasticas o
armonicas. Dichas fuerzas se describen por medio de funciones de energia potencial de las
caracteristicas estructurales de cada molécula (longitudes, angulos, interacciones no ligadas, etc.).
En base a su combinacién se forma el campo de fuerza segun la descripcion dada por Boyd &
Lipkowitz en 1982. (Boyd & Lipkowitz, 1982).
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En general, se han desarrollado diferentes tipos de campos de fuerza por medio de osciladores
armonicos en mecanica molecular (MM), debido a que, si existe alguna otra fuerza que afecte al
sistema se agrega su contribucion del potencial de Lennard-Jones descrito como una funcion de
una fuerza a las que esta sujeto el sistema de estudio, esto se puede apreciar en la ecuacion 1y 2
(descrito por enlaces, angulos, impropios, torsionales y términos especiales) (Ardon et al., 1987;
Boyd & Lipkowitz, 1982).

ﬁ(ll e’ Ql (1), r; O_, Q) = _V)V(l’ e' Q’ Cl), r’ O—’ q) (l)

ki 2 ki 2 ki 2
Ve D S CM=le)d D+ D S0 0u0)I D+ Y M@ )

enlaces angulos impropios

+ ) [h/2+cos [(w))])

t?vrsion%les (2)

$D0 D ey oy /r ) = @/ 1)+ 00 0/ Gty )
i=1 (j=i+1)
+ términos especiales. ]
En la MM primero se construye el campo de fuerza, se eligen los parametros requeridos, se
especifica una geometria y se calcula la Energia Estérica.

La Energia Estérica definida como (E), pertenece a la molécula en el campo de fuerza que proviene
de las desviaciones de las caracteristicas estructurales “ideales” y es posible aproximarla mediante
la ecuacion 3.

E= Es+Eb+Ew+Enb+(..) ©)
Dénde:

E s es la energia de enlace que se estira o comprime a partir de su longitud original.
E_b es la energia producida al deformar los enlaces existentes y formar nuevos.
E_w es la energia de torsion del enlace.

E_nb es la energia de las interacciones no ligadas.

Posteriormente al describir las contribuciones que conforman la energia, se optimiza la geometria
minimizando la energia E mediante métodos numéricos o busqueda de gradientes V (x, y, z) (donde
un gradiente es la derivada de la funcion (-VV) que permite encontrar el minimo ideal) y la energia
de deformacion inherente es reducida al minimo para ser distribuida por todo el sistema (Boyd &
Lipkowitz, 1982).

En esta investigacion, la implementacion de MM se utiliz6 mediante los programas AutoDock y
MOE, ambos emplean la herramienta computacional de simulacién por acoplamiento molecular,
pero emplean diferencias metodoldgicas (algoritmos genéticos y campos de fuerza,
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respectivamente) por lo que el célculo de energias de union se puede aproximar, y semi-comparar
entre ellas.

Para el caso de AutoDock se emplea la ecuacion 4 (Garrett M. Morris, 2010), mientras que, para
el programa de MOE se obtiene a través de la ecuacion 5 (MOE, 2013).

AGping = AH - TAS 4
AGping €S la energia de union.
AH es la contribucion entalpica.
TAS es la contribucion entropica.
AGbind = Chbfhb + Cionfion + leigfmlig + Chhfhh + Chpfhp + Caafaa (5)

AGping €S la energia de union.

C son coeficientes que ponderan las contribuciones del término a la estimacion de afinidad.
f son las fracciones del conteo de 4&tomos especificos.

hb son interacciones entre pares donador-aceptor de enlaces de hidrdgeno.

ion son interacciones ionicas.

mlig son interacciones de ligantes metalicos.

hh son interacciones hidrogeno-hidrégeno.

hp son Interacciones hidrofobicas.

aa es la interaccidn entre dos atomos cualesquiera.

Como se observa en la ecuacion 4 y 5, dependiendo de la metodologia del Acoplamiento molecular
la energia esta descrita por los modos de enlace en las interacciones presentes entre los &tomos
involucrados sobre el Receptor-Ligante en los procesos biol6gicos (Taylor et al., 2002).

Los métodos principales disponibles actualmente dentro del acoplamiento molecular segun Taylor
y colaboradores (Taylor et al., 2002), estan descritas a continuacion, algunos otros métodos
descriptivos se encuentran en la Tabla 5S en parte del Apéndice.

2.5.1 Dinamica molecular (MD) (Taylor et al., 2002)

e Incluye el calculo de soluciones a las ecuaciones de movimiento Newtoniano.

e Su metodologia se basa en la utilizacion de Gradientes.

e Las trayectorias MD quedan atrapadas en un minimo local y no podran atravesar barreras
conformacionales de alta energia.
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e Lacalidad de los resultados de una simulacion MD estandar dependen de la conformacion
inicial del sistema.

2.5.2 Algoritmos genéticos (AG) (Taylor et al., 2002)

e Requiere la generacién de una poblacion inicial, a diferencia de MD y QM.

e Eslaevolucion de una poblacion de posibles soluciones por medio de operadores genéticos
(mutaciones, cruces y migraciones) hasta llegar a una poblacién final, optimizando una
funcion de aptitud predefinida.

e Los grados de libertad se codifican en genes o cadenas binarias y al conjunto de genes, o
cromosoma, se le asigna un genoma basado en una funcion de puntuacion.

e La codificacidn de genes se utiliza para representar tanto los diedros giratorios como los
enlaces de hidrogeno ligando-receptor.

e Se aplica un operador de movimiento GA a los cromosomas principales que se eligen
aleatoriamente de la poblacion existente con un sesgo hacia los miembros mas idéneos.

e Los enlaces de hidrogeno ligando-receptor se combinan con un protocolo de ajuste de
minimos cuadrados para maximizar el numero de enlaces de hidr6geno intermoleculares
para cada movimiento de GA.

e Cada estructura se clasifica de acuerdo a una funcidn de aptitud mas compleja a la anterior.
La funcion de aptitud (o puntuacion) es la suma de un término de enlace de hidrégeno y un
potencial de dispersion intermolecular.

e Programas como AutoDock actualmente utiliza un algoritmo genético como optimizador
global combinado con minimizacién de energia como método de busqueda local. Utiliza
una funcién de puntuacion basada libremente en el campo de fuerza AMBER del que se
toman los pardmetros de proteinas y ligandos.

2.6 Estudios de cribado virtual (VS) y cribado virtual en
acoplamientos moleculares (VSD)

2.6.1 Cribado virtual

A menudo las técnicas de acoplamiento molecular van de la mano con un cribado virtual, este es
un método que se aplica a bibliotecas o bancos de datos virtuales que pueden contener una gran
coleccidn de compuestos y moléculas. Sumétodo de empleo sirve para reducir mediante un filtrado
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molecular el tamafio de candidatos disponibles a un subconjunto que incluya moléculas con altas
afinidades de union a un receptor objetivo, de aqui se deriva que el método pueda arrojar
compuestos “éxitos” con altas posibilidades de funcionar como nuevos farmacos activos (Oprea,
2002). En consecuencia, la implementacién del uso de dindmica molecular (DM) en la
nanotecnologia computacional dirigida a las isoformas de la COX, se puede proponer una mejora
en su actividad bioldgica empleando nanofarmacos funcionalizados donde su objetivo principal
sea mediar o disminuir efectos secundarios comparado con los AINEs tradicionales, asi como la
dependencia o la frecuencia de administracion como uso terapéutico (Al-Lawati et al., 2019a).

2.6.2 Cribado virtual de acoplamientos moleculares

Son métodos ampliamente utilizados en farmacia el cual se define como un filtrado entre
programas que tiene por objetivo el descubrimiento de farmacos utilizando diferentes criterios
como las reglas de Lipinski, similitud entre farmacos, propiedades fisicoquimicas, coeficiente
etanol/agua (logP), etc (Béhm & Schneider, 2002).

Dicho filtrado nos da como resultado tres grupos calibracion, éxitos y prueba evaluados por
acoplamiento molecular, al primer grupo se le atribuyen todos los medicamentos propuestos para
el estudio, se alimenta de una coleccion de compuestos o base de datos y sirven como grupo de
prueba, en el segundo las moléculas o compuestos utilizados para calibrar la cavidad se consideran
lideres si cumplen la funcion de promover resultados mediante un VS que aplique criterios
especificos de referencia, y por altimo los mejores candidatos que sobresalen del analisis son
aquellos que obtuvieron los mejores resultados y reciben por nombre éxitos moleculares (McLean
et al., 2009).

En esta investigacion se utilizé un VSD para evaluar una coleccion de nanocompuestos que se tiene
como referencia su uso para otro tipo de blancos moleculares (Grover et al., 2014; Kapetanovic,
2008; Oprea, 2002), pero que podrian inhibir a mas de una enzima o proteina, especificamente a
la COX-2 otorgandoles caracteres anti-inflamatorios. De los resultados obtenidos en ambos
programas (AutoDock y MOE) por VSD, se realiz6 una comparacion descriptiva basada entre ellos
evaluados con las energias de unién y descriptores moleculares que nos permitieron realizar una
estimacion del 1Cso de nuestros éxitos nanomoleculares.

2.6.3 Descriptores moleculares

Un descriptor molecular es una propiedad estructural o fisicoquimica de una molécula o parte de
una molécula (Parthasarathi & Dhawan, 2018). Estos valores son utilizados para descubrir
cuantitativamente la informacion fisica y quimica de las moléculas. Por ejemplo el coeficiente
octanol/agua (logP), peso, volumen, superficie hidrofobica (ASA), etc (Chandrasekaran et al.,
2018).
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3.1 Planteamiento del problema

Los AINEs tradicionales son los farmacos mas prescritos a nivel mundial debido a su accién y
efecto analgésico, estos son empleados para el dolor reumatico, la migrafa, enfermedades
inflamatorias y degenerativas. (Rosas et al., 2018).

Sin embargo, segun el tipo de paciente, dosis y tiempo de exposicion, el uso constante de estos
farmacos produce una disminucion en su eficacia, y promueve el aumento en los efectos
secundarios tales como: néduseas, vomitos (Valsecia, 2010), dispepsia (Al-Lawati et al., 2019),
irritacion de la mucosa géstrica con erosion (Mennini et al., 2014), ulceracién (Shumilov et al.,
2010), hemorragia digestiva (Vega et al., 2013), urticaria, lesiones de piel (Al-Lawati et al., 2019),
angioedema, hipoprotrombinemia, hepatotoxicidad, entre otros (Vega et al., 2013). Ademas, el
dolor es la causa mas frecuente para que un paciente busque atencién médica, por lo que a raiz de
esto que se produce una gran necesidad de implementar nuevas tecnologias como la nanomedicina
(Al-Lawati et al., 2019; Bunker & R0og, 2020; Lépez, 2017; Moradkhani et al., 2018; Morales,
2017; Patra et al., 2018) y el uso de nanofarmacos funcionalizados para la disminucion de los
efectos indeseados y el aumento en la eficacia comparada a la que presentan los AINES
tradicionales (Al-Lawati et al., 2019; Bunker & Rog, 2020; Lopez, 2017).

3.2 Justificacion

Debido a los diversos efectos adversos causados por el uso de los AINEs tradicionales, es
fundamental evaluar nuevos compuestos que puedan ayudar a reducir o eliminar estos
padecimientos mediante la inhibicion de la COX evitando su accion catalitica en la sintesis de las
prostaglandinas y el decremento de los niveles de inflamacion en los individuos. Es importante
considerar el uso de nanofarmacos funcionalizados como una alternativa a la terapia con AINEs
tradicionales, dado que podrian mostrar efectos de disminucion en la dosis de concentracion
administrada y al mismo tiempo aumentando su accién bioldgica y selectiva. En este estudio se
plante6 simular las diferentes interacciones en el sitio de inhibicion de las ciclooxigenasas que
podian presentar X, y 0 z compuestos bioactivos, considerando la posibilidad de que tuviesen un
comportamiento multi-selectivo. EI acercamiento a dicho problema se realizO mediante
herramientas de nanobioquimica computacional como el método de acoplamiento molecular.
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3.3 Hipotesis

Los nanofarmacos funcionalizados presentaran una mayor selectividad y reactividad hacia las
enzimas cataliticas en comparacion a los AINEs tradicionales que actian bloqueando la
ciclooxigenasa, evitando asi la conversion del acido araquidonico a eicosanoides y la sintesis de
prostaglandinas, causantes principales de los efectos inflamatorio en los individuos.

3.4 Objetivo General

Evaluar el potencial de inhibicion y la selectividad de nanofarmacos funcionalizados como
Loxorribina, UC-1v150, Doxorrubicina y Resiquimod en las dianas terapéuticas de COXs para
lograr disminuir los efectos adversos y potencializar la accion terapéutica en comparacion a los
AINEs tradicionales.

3.5 Objetivos Particulares

I.  Preparar y optimizar la estructura de las dianas blanco receptoras de COX.

Il.  Seleccionar una base de datos de compuestos de AINEs tradicionales (grupo de
calibracion) con selectividad especifica hacia COX-1 o0 COX-2.

1. Proponer un grupo de nanofarmacos funcionalizados (grupo prueba) que presenten
actividad antiinflamatoria.

IV. Preparar y optimizar la estructura de las dianas y los compuestos propuestos (grupo de
calibracién y grupo prueba).

V. Realizar un VSD por ligando flexible — receptor rigido, de los compuestos de calibracion y
prueba sobre las enzimas de COX utilizando los programas MOE y AutoDock.

VI.  Realizar un VSD por ligando flexible — receptor flexible, de los compuestos de calibracién
y prueba sobre las enzimas de COX utilizando los programas MOE y AutoDock.

VII.  Evaluar los mejores éxitos (nanofarmacos) de aquellas estructuras que presenten mejor
actividad antiinflamatoria comparada con la de los AINEs tradicionales, por energias de
unién y descriptores moleculares.
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4.1 Eleccidn de dianas blancos y generacion de las bases de datos

Se realiz6 una bdsqueda bibliogréfica de las dianas blanco y se trabajé con las estructuras
reportadas por los autores (Orlando & Malkowski, 2016). Las dianas fueron obtenidas
directamente de la pagina de Protein Data Bank (PDB) (con los ID: 3N8Y y 5IKR para COX-1y
COX-2, respectivamente). Estas estructuras en particular cuentan con un ligando co-cristalizado
(Diclofenaco y Acido Mefenamico para 3N8Y y 51KR, respectivamente).

Se selecciond un total de 18 compuestos de AINEs tradicionales para la construccion del grupo de
calibracion del modelo inicial (la seleccion fue de acuerdo a su selectividad en COX-1 0 COX-2)
(ver Tabla 2). Las estructuras de la base de datos fueron obtenidas y descargadas directamente de
la libreria de PubChem.

Tabla 2. AINEs tradicionales (grupo de calibracion) de acuerdo a su selectividad reportada
(Rosas et al., 2018).

COX-1 No selectivo COX-2
AAS Ibuprofeno Celecoxib
Diclofenaco Ketorolaco Eterocoxib
Flurbiprofeno Meloxicam Lumiracoxib
Indometacina Naproxeno Parecoxib
Ketoprofeno Piroxicam Rofecoxib
Paracetamol Sulindac Valdecoxib

Para la base de datos de los nanofarmacos funcionalizados (grupo prueba) se realiz6 una busqueda
bibliografica basada en que estos compuestos ya se utilizan en inmunoterapia clinica. Con el
objetivo de obtener aquellos compuestos que puedan funcionar como una alternativa al uso de
AINEs tradicionales y presenten propiedades multi-selectivas y que a su vez estos reduzcan o
minimicen los efectos adversos ocasionados por el uso de anti-inflamatorios comunes (ver Figura
5).
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nanofarmacos

Doxorrubicina Loxorribina

Resiquimod UC-1v1l50

Figura 5. Nanofarmacos funcionalizados (grupo prueba). utilizados en este estudio (Ma et al.,
2017; Van Herck & De Geest, 2020).

4.2 Preparacion de las dianas blanco y de los ligantes de estudios
(grupo de calibracion y prueba)

Tanto las dianas terapéuticas como los compuestos (grupos de calibracion y prueba) fueron
preparados para su posterior analisis y estudio. Para la optimizacién de las COX se utilizé el
programa MOE usando la herramienta LigX con los criterios por defecto como se observa en la
Figura 6, la cual, presenta el uso automatico del analisis y arreglo estructural, protonacion,
solvatacion, analisis de carga total, minimizacion y equilibracion de cargas. Se realiz0 una
minimizacion utilizando el campo de fuerza PFROSST (consta de una parametrizacion para
proteinas, acidos nucleicos y moléculas pequefias con AMBER(ff10 para macromoléculas, parm-
Frosst para moléculas pequefias (MOE, 2013)). Asi como, el uso de la herramienta Structure
Preparation para evaluar si existian errores de cargas moleculares (ver Figura 6).
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m LigX - ] . m Structure Preparation -
Prepare: v Use Structure Preparation Chains: 3N8Y v|? Issues  Protonation Warnings
jUSe Protonate3D for Protonation Alternates 0 Select v V Auto Isolate Types.. 4 P
Allow ASN/GLN/HIS “Flips® in Protonate3D ini
P LEC""'": g P Chain Res UID Type Details A
oun s . .
. ) P 2:3N8Y.A DIF 701 Library Ligand residue notin library
Delete: v/ Water Molecules Farther than 4.5 Afrom Ligand or Receptor Library 2 P 33N8YA DIF 701 Library Ligand residue notin library
S-S 0
Tether: JRecepiar Strength: 1B| ¥ Buffer: .25 v Hydrogens AName 0
Ligand  Strength: 12 ¥ Buffer: 2.25 v Hydrogens uiD 0
Charge (1]
Solvent  Strength: 12 ¥ Buffer: .25 v Hydrogens
Protonate3D 271
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JHydrogens Close to Ligands will not be Fixed Clash 0
Cis-Amide 0
Refine: /' Complex to an RMS Gradientof e.1 ¥ kcal/mol/A FF 0 -
Save Settings Standard Settings -
Report...
OK Cancel Protonate3D... Close

Figura 6. Herramienta LigX y Structure Preparation (MOE).

Para la preparacion y optimizacion de los grupos de calibracion y prueba se utiliz6 el programa
Gaussian 16, con el objetivo de poder obtener los descriptores cuanticos y moleculares de cada
estructura de cada compuesto.

Todas las estructuras fueron optimizadas utilizando el método de Hartree-Fock y la base 3-21G y
se corrobord que todas estas estructuras se encontraban en el minimo global ya que todas sus
frecuencias vibracionales fueron positivas.

Los resultados de las estructuras optimizadas sirvieron para calcular los descriptores moleculares
que fueron utilizados para evaluar los éxitos computacionales resultantes de la investigacion.

Para la calibracion de las dianas y el analisis del sitio de inhibicidn, se revisaron los sitios clave de
ambas COX (Tyr385 y Ser530). La posicion del aminoacido (a.a) Try385 representa junto con el
grupo hemo, el centro catalitico de COX (Furse et al., 2006), y en el aminoéacido Ser530 se
encuentra el sitio de acetilacién impidiendo la sintesis de &cido araquidénico. También se reviso
que la cavidad contara con el resto de a.a reportados en la literatura (lle, Val, His, Phe, Gin, Arg,
etc.) los cuales se pueden observar en la Figura 4. Una vez localizado el bolsillo de inhibicion en
las dianas, se realizaron los acoplamientos correspondientes a los AINES selectivos y no selectivos
para cada COX (grupo de calibracion) obteniendo la calibracién en ambas dianas.

Este proceso se llevé a cabo en ambos programas tanto en MOE como en AutoDock dado que se
buscd obtener una evaluacion completa de los resultados ya que constan de metodologias
diferentes para la parametrizacién del campo (Campo de Fuerza y Algoritmos Genéticos) (ver
Figura 1Sy 2S, en el Anexo).
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4.3 Calibracion del cribado virtual en acoplamientos moleculares
(VSD)

En la calibracion del VSD se realiz6 una evaluacién por criterios como se observa en la Figura 2,
es decir, se tomo en cuenta su tamafio, selectividad, reactividad, se revisé que se cumplieran las
reglas de Lipinski, dando como resultado a nuestro grupo de nanofarmacos (lideres) para poder
encontrar nuestros éxitos. Una vez obtenidos los compuestos claves comparamos los resultados de
ambos programas Yy observamos las diferencias y similitudes en sus energias, asi como, la
evaluacion de sus descriptores moleculares de estos compuestos.

4.4 Acoplamiento molecular ligando flexible — receptor rigido en
(MOE) y AutoDock

Para la generacion de los acoplamientos moleculares con MOE se utilizd la herramienta Dock
ubicada en el apartado “Calcular” de la pantalla principal. Este set de herramientas contiene una
serie de pasos con diferentes etapas para la generacion de los acoplamientos moleculares, mismos
que se describen en la Figura 7.

Preparacion
del receptor
y ligando Placement

Método para generar poses .

Rescoring 1
Método parala puntuacion durante la
colocacion.

Refinement
Metodologia para relajar las poses.

Database
Rescoring 2 of Dock
Metodologia para la puntuacion
durante la relajacion.

Figura 7. Metodologia del acoplamiento molecular en MOE, que se describe en el apartado de
“calcular”.
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En cada paso y acoplamiento molecular se selecciond la metodologia. Placement: Triangle
Matcher, Rescoring 1: London dG, Refinement: Forcefield y Rescoring: GBVI/WSA dG con un
Retain de 30 (ver Figura 8).

Placement: Triangle Matcher Configure...

Rescoring 1: London dG Configure...
Retain: 3@ ¥ + Remove Duplicates

Refinement: Forcefield Configure...

Rescoring 2: GBVINVSA dG Configure...

Retain: 3@ ¥ + Remove Duplicates

Run Batch File... Isolate Cancel

Figura 8. Parametros del acoplamiento molecular obtenido en MOE.

Para la preparacion del acoplamiento molecular en AutoDock se siguidé la metodologia de
generacion de algoritmos genéticos “red” especificando los elementos con lo que puede
interaccionar dentro del sistema (A, C, HD, OA, S, |, etc.), las caracteristicas del ligante fueron
alimentadas de acuerdo a sus criterios de torcion en grados de libertad y de aromaticidad definida
al 7.5, las coordenadas del bolsillo integradas para COX-1 fueron x=29.548 y=-48.29 z=-1.613,
asi como, las dimensiones ocupadas del tamafio de la red fue x=46 y=48 z=36 para todos los
sistemas, mientras que para COX-2 las coordenadas del bolsillo utilizada fueron x=38.820 y=0.960
z=59.515 y sus dimensiones de la red correspondientes fueron de x=44, y=40, z=40. Los sistemas
se mantuvieron con un espaciamiento de puntos en la red de 0.375; los resultados de la
programacion de preparacion de los ligantes y las dianas blanco de COXs se guardaron con la
terminacion *.gpf.

Una vez obteniendo el archivo *.gpf se uso la herramienta AutoGrid con el comando:

% autogrid4 -p macro.gpf -1 recep.glg

Para obtener los mapas de cuadricula de cada atomo incluido en cada paquete molecular, se prepard
el archivo correspondiente al acoplamiento molecular con terminacion *.dpf. En el apartado se
especificd al ligante (AINEs o nanofarmacos) y al receptor (COXs), el parametro de célculo
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iterativo fue evaluado por el método de Lamarkiano y por Genetic Algorithm. Ver referencia en la
Figura 9.

74 Genetic Algorithm Parameters x

Number of GA Runs: [1000
Population Size: (15000
Maximum Number of evals: |medium ¥ /2500000
Maximum Mumber of generations: | 27000

Maximum MNumber of top individuals 1
that automatically survive:

Rate of Gene Mutation: |0.02
Rate of Crossover: 0.8
GA Crossover mode: twopt x|

Mean of Cauchy distribution for

gene mutation: 00

Variance of Cauchy distribution for

gene mutation: 1.0

Mumber of generations for picking 10
worst individual:

Accept | Close |

Figura 9. Parametros de generacion interactiva en AutoDock en la herramienta de AutoGrid,
apartado Genetic Algorithm Parameters.

Posterior al paso de generacion iteractiva, se utilizo el comando:

% AutoDock4 -p lig.dpf -1 lig.dlg

Orden que se utilizo en todos los acoplamientos moleculares de los grupos de calibracion y
prueba en ambas ciclooxigenasas.
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4.5 Acoplamiento molecular ligando flexible — receptor flexible en
MOE y AutoDock

Para cada acoplamiento molecular en MOE se utiliz6 la herramienta Dock ubicada en el apartado
“Compute” de la pantalla principal. El apartado Dock contiene una serie de pasos con diferentes
métodos cada uno.

La metodologia seleccionada fue: Placement: Triangle Matcher, Rescoring 1: London dG,
Refinement: Forcefield y Rescoring 2: GBVI/WSA dG, con un Retain de 30. Como se observa es
la misma metodologia, sin embargo, en Rescoring 2 se configur6 en side Chains de rigidos a
flexibles con un Cut-off de 6 A, otorgandole asi grados de libertad a los aminoécidos clave de la
cavidad (ver Figura 10).

Pl Dock - o b

Protocols: Select docking protocol v
Output: dock . mdb| Browse.

Receptor: Receptor Atoms ee—
Receptor MDB: (P Configure Forcefiel.> — o X
Receptor Field: Pocket: JResmueal

Site: Ligand Aloms ¥ 2 UseWall Constraint Side Chains: )Free v Tether: 18
Potential Setup: v Use Reaction Field
Final Energy: v/ Use GBMVI

Pharmacophore: None v
Template: None v ?
Termination Criterion:

Ligand: Ligand Atoms v 2| v/ Rotate Bonds
Gradient: .01

Ligand MDB:
Ligand Field:

lterations: 500

Descriptor Filter: Pharmacophore Restraint:
Force Constant: 18¢

T
Placement: Triangle Matcher v Configure... Radius Offset: 0.4

Rescoring 1: London dG

OK Cancel

Retain: 30  Remove Dufiicates

Refinement: Forcefield
Rescoring 22 GEVIWSA dG
Retain: 3e M / Remove Duplicates

Run Batch File... Isolate Cancel

Figura 10. Configuracion para acoplamiento molecular flexible en MOE.

En AutoDock, se seleccionaron los aminoacidos reactivos de los bolsillos de las cavidades
correspondientes (Arg120, Try355, Try385, Glu524 y Ser530) se marcaron en el apartado de
“Flexible Residues” para poder otorgar grados de libertad de rotabilidad a esos a.a. de reactividad
creando asi el archivo adicional con terminacion *.pdbqt.

Se ingres6 la informacion de las macromoléculas en el apartado “Grid” de la pantalla principal
especificando los elementos con lo que puede interaccionar dentro del sistema (A, C, HD, OA, S,
I, etc.), las caracteristicas del ligante (de torsion y el criterio de aromaticidad), las coordenadas del
bolsillo ingresadas para COX-1 fueron x=29.548 y=-48.29 z=-1.613, asi como sus dimensiones
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(x=46 y=48 z=36), mientras que para COX-2 las coordenadas utilizada fueron x=38.820 y=0.960
z=59.515 y sus dimensiones correspondientes (x=44, y=40, z=40). Ambas con un espaciamiento
de 0.375 para obtener el archivo con terminacion *.gpf

Una vez obteniendo el archivo *.gpf usamos AutoGrid con el comando:

% autogrid4 -p macro.gpf [-1 recep.glg]

Para obtener los mapas de cuadricula de cada atomo y agilizar el acoplamiento molecular.

Una vez conseguidos los mapas de cuadricula se prepard el archivo con terminacion *.dpf. En el
apartado acoplamiento molecular de la pantalla principal se especificé al receptor (tanto la parte
rigida como la flexible) y al ligante con sus respectivos grados de libertad. Posteriormente, se
seleccion0 el método de Lamarkiano por Genetic Algorithm.

Se utiliz6 el comando:

% AutoDock4 -p lig.dpf -1 lig.dlg

Estos criterios, se manejaron para todos los sistemas y sus respectivos acoplamientos moleculares.

4.6 Obtencion de descriptores moleculares de los ligantes de los
grupos de calibracién y prueba

Se ocupo la herramienta de analisis QuaSAR con el programa MOE (ver Figura 11), se reviso que
estos compuestos a su vez cumplieran con las reglas de Lipinski; estas reglas permiten evaluar
cualitativamente la biodisponibilidad y toxicidad de un compuesto quimico para cumplir alguna
determinada funcién farmacoldgica o actividad bioldgica (Delgado et al., 2021).

Se utiliz6 una prueba estadistica denominada ZSCORE para darle mayor validez al modelo de
prediccién de descriptores. Algunos de los descriptores seleccionados para este estudio fueron el
Weight, chi0, chil, ASA_H, SlogP, etc. Con el objetivo de obtener un valor de R? arriba de 0.99 lo
cual indicaria una alta fiabilidad de nuestro modelo.
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Figura 11. Modelo QuaSAR de descriptores moleculares con R?=0.99
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5.1 Preparacion de dianas y ligantes con MOE y AutoDock en COX-
1

A partir de la enzima PDB ID: 3N8Y con el ligando co-cristalizado (diclofenaco) se obtuvo la
orientacion del bolsillo de inhibicion de COX-1. Como una primera optimizacion de referencia se
realizd un acoplamiento molecular en MOE y se obtuvo un conférmero de diclofenaco con valor
de RMSD=0.39 y una energia de unién= -68.21kcal/mol. Como se puede observar en la Figura
12a, el ligando (Diclofenaco) presenta interacciones de tipo puentes de hidrogeno (PH) con sus

distancias correspondientes a 1.83 y 1.93 A, donde el a.a de Try385 (color amarillo) y la Ser530
(en color naranja) son las especies donadoras de proton hacia el ligante.

b)
\; \ -
-
é X
185 X
Ser5304‘*//ﬁ1\1'.81
. <SS
< €

Tyr385 ®

Figura 12. Interacciones entre el Diclofenaco y la COX-1 (Arg120, Tyr385 y Ser530) en (a)
MOE vy (b) AutoDock, unidad de distancia en Armstrong (A).

De manera analoga a los resultados obtenidos en MOE, en AutoDock y con la intencion de generar
el analisis por Cribado Virtual en las AINESs tradicionales, se realizé el acoplamiento molecular en
AutoDock donde se obtuvo un conférmero con una energia de union= -8.61 kcal/mol, ademas de
presentar las mismas interacciones con Tyr385 (color amarillo) y Ser530 (color naranja), con
distancias de enlace de 1.81 y 1.85 A respectivamente, similares a las reportadas con MOE (ver
Figura 12b). Como se puede observar en la Figura 12, el ligando (Diclofenaco) presenta
interacciones de tipo puentes de hidrogeno (PH), con el a.a. de Try385 y la Ser530. En ambos
casos, el ligante interacciona con los sitios clave de la proteina segun lo reportado en la literatura
(Salih & Chem, 2017).

54



Capitulo 5 Resultados y discusion

5.2 Preparacion de dianas y ligantes con MOE y AutoDock en COX-
2

A partir de la enzima 51KR obtenida en PDB, la cual cuenta con el ligante co-cristalizado de Acido
Mefenamico, el cual es un AINE no selectivo, en el programa MOE se localiz6 la ubicacion del
bolsillo de inhibicién de COX-2, y se realizo la primera optimizacion de referencia el acoplamiento
molecular obteniendo un conférmero cuyo RMSD= 0.23 y una energia de union=-89.95 kcal/mol.
Como se observa en la Figura 13a, el ligando tiene interacciones tipo PH con sus distancias
correspondientes a 1.68 y 1.67 A, donde el a.a. Try385 (color amarillo) y la Ser530 (color naranja)
son los aminoacidos donadores hacia el ligante (Salih & Chem, 2017).

a) b)

5

2.08
Ser530

y;

S 1.74

.

e
£

; % Tyr385
Tyr38s° > & R Y N

Figura 13. Interacciones entre el Acido Mefenamico y la COX-2 (Arg120, Tyr385 y Ser530) en
(a) MOE y (b) AutoDock, unidad de distancia en Armstrong (A).

En esta ocasion, en AutoDock se llevd a cabo un acoplamiento molecular donde el conférmero
mostrd la pose mas dptima para nuestro analisis, obteniendo una energia de union=-8.05 kcal/mol.
Se observd también interacciones PH con los a.a Tyr385 (color amarillo) y Ser530 (color naranja),
con distancias reportadas de 1.74 y 2.08 A respectivamente, como se observa en la Figura 13b.

Una vez realizados los modelos de referencia del Diclofenaco con COX-1y del Acido Mefenamico
para la COX-2 se realizaron los respectivos acoplamientos moleculares para MOE y AutoDock de
todos los grupos de calibracion y prueba en sus respectivas metodologias de ligandos rigidos y
flexibles en las dianas moleculares.
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5.3 VSD con MOE y AutoDock por Mr — Lr Yy Mr - Lr para COX-1

Para la calibracion de la cavidad catalitica en COX-1, se probaron farmacos selectivos a esta diana
y se realizaron acoplamientos rigidos y flexibles (aminoéacidos en la macromolécula tanto en estado
rigido (MR) y flexible (MF), respectivamente). Si observamos, en ambos programas, se denota una
disminucion en las energias de acoplamiento molecular cuando utilizamos la macromolécula con
ligandos flexibles (M) y los ligantes flexibles (Lr), esto puede deberse a que en el acoplamiento
molecular flexible los ligandos presentan mayores grados de libertad permitiendo que el saco se
muestre transigente y disponible para la incorporacién de los AINEs de estudio. Por ejemplo, con
MOE, ver Figura 14a, para el caso de Ketoprofeno en el acoplamiento molecular Mr se encontrd
una energia de -34.66 kcal/mol, pero cuando el sistema se reproduce con MFr, la energia baja a -
72.51 kcal/mol, mostrando una AE=-37.85 kcal/mol, para las demas moléculas el promedio es de
AE=-11.28 kcal/mol en este caso se aprecia de igual manera que las distancias se reducen en las
interacciones de enlace con los sitios activos en nuestra diana molecular, el criterio de selectividad
se otorgo a las energias de acoplamiento, puesto que son resultado de todas las contribuciones del
sistema en ambos programas.
a)
Comparacién de las Energias de acoplamiento molecular en
MOE.

AAS Flurbiprofeno
20.79 " 3351

Ketoprofeno

Indo ina
-34.66 2102

P_azr?_%amol

-27.78 3271

-34.62 -36.41

-72.51

Energias de acoplamiento
molecular(kcal/mol)

Rigido Flexible

=3
-~

0

Comparacion de las Energias de acoplamiento molecular en
AutoDock.

Paracetamol

AAS
-7.09

-7.63

Flurbiprofeno

-7.96
-8.1

Ketoprofeno

-8.93

Indometacina

-8.56

-9.47

—
-9.56

Energias de acoplamient
molecular (kcal/mol)

—e—Rigido -m—Flexible

Figura 14. Comparacion de energias de union de AINEs y COX-1 calculadas en (a) MOE y (b)

AutoDock.
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En ambas gréficas de la Figura 14, se presenta el mismo comportamiento de disminucion de
energia, a excepcion del AINE de Indometacina, la cual, connota que la energia posee un AEmoe=
-5.69 kcal/mol entre las estructuras comparativas se reporta una AEautopock= -1.00 kcal/mol entre
la misma especie (ver Figura 14b), también se puede apreciar en la Figura 15a, que al analizar las
interacciones en MOE por MR, no se encuentra unido con algun sitio activo (como son Tyr385 o
Ser530), por lo que ejerce una funcion como “Bloqueador” debido a que cierra el bolsillo de la
cavidad interaccionando con Arg120 lo que indica un comportamiento hidrofobico. Mientras que
en el acoplamiento molecular con Mr, si se encontro esta molécula unida con el amino&cido de
Tyr385 del sitio catalitico (color amarillo) por lo que se encuentra en una conformacién mas
relajada; en este caso la energia pasa de estar de -27.02 a -32.71 kcal/mol. Para el caso de estudio
con AutoDock (Figura 15b), desde el acoplamiento molecular entre Me-Lr se encuentra enlazado
nuevamente a Tyr385, lo que explica su afinidad selectiva hacia la COX-1, solo que en este caso
en particular la distancia de enlace entre el Ligante y la Tyr385, aumenta su distancia a 2.03 A,
ocasionando una menor energia de union.

a) Docking Rigido b) Docking Flexible
AutoDock MOE AutoDock

Indometacina
Ser530
01 2.08
Qoi“ . M
1.7
H Tyr385 !
Ketoprofeno Ketoprofeno

Figural5. Comparacion de las interacciones de Indometacina y Ketoprofeno en MOE y
AutoDock por (a) acoplamiento molecular rigido y (b) acoplamiento molecular flexible, distancia
de enlace en color azul en Armstrong (A).
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El anélisis del AINE tradicional de ketoprofeno que fue uno de los més afines a la COX-1, en
MOE mostré un comportamiento semejante al de la Indometacina, enlazandose con el aminoacido
de Arg120 (color verde) en COX-1, como se aprecia en la Figura 15a. Sin embargo, cuando se le
aplican grados de libertad a los ligandos de la macromolécula (MF) el ketoprofeno se enlaza con
Ser530 (color naranja). Lo que mejora circunstancialmente esta union, es que este es el sitio clave
para la inhibicién de acido araquidonico, por lo que su energia disminuye notablemente pasando
de -34.66 a -72.51 kcal/mol, de Mr a MF, respectivamente. En la simulacion en AutoDock, ver
Figura 15b, se presentd una conformacion del AINE tradicional de forma tal que, interaccionaba
tanto con los dos aminoacidos de Tyr385 y Ser530. Como resultado ocurre una disminucion en su
energia de inhibicion, esto puede deberse a las cortas distancias de enlace, en el caso de Mr -Lr
aumentan con un delta de distancia de 0.18 y 0.09 A para Tyr385 y Ser530 respectivamente,
exhibiendo un comportamiento de afinidad hacia esta diana molecular.

5.4 VSD con MOE y AutoDock por Mr — LF Yy MFr - Lr para COX-2

Como en el caso anterior, en la calibracidn del bolsillo en COX-2 se eligieron y probaron AINES
selectivos hacia esta diana terapéutica, por lo que para cada farmaco se prob6d mediante
acoplamiento molecular rigido y flexible dando como resultado la obtencion de las energias de
union. Si observamos la Figura 16, en ambos programas la energia disminuye al utilizar Mr -Lr
con un AEpromedio= -26.67 y -0.92 kcal/mol en MOE y AutoDock, respectivamente.

El incremento en las interacciones con los sitios de union puede deberse a los grupos funcionales
pertenecientes al grupo “Coxib”, (por ejemplo: el grupo amida, alcohol, sulfonamida y fosfato)
(ver Figura 17) incrementando la susceptibilidad de formar enlaces con los sitios clave de la diana
terapéutica. Aunado al aumento en el tamafio de la cavidad, los conférmeros encuentran posiciones
mas estables al momento de inhibir a la COX-2, lo que produce una disminucion en las energias
de acoplamiento molecular.

a) Comparacion de las Energias de acoplamiento molecular
en MOE
Parecoxib Valdecoxib Lumiracoxib Celecoxib Rofecoxib Etoricoxib
-36.91 -35.76
-49.56
- -53.51
-60.75 5549

-47.15

-59.72
-73.18 65.42 '68.33 -65.42

Energias de acoplamiento
molecular (kcal/mol)

Rigido -m—Flexible
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b) Comparacién de las Energias de acoplamiento molecular en
AutoDock
Parecoxib Valdecoxib Lumiracoxib Celecoxib Rofecoxib Etoricoxib
-8.87
-8.94 -8.97

-9.24 -9.14 -9.22

Energias de acoplamiento
molecular (kcal/mol)

——Rigido -#—Flexible

Figura 16. Comparacién de energias de union de AINEs y COX-2 en (a) MOE y (b) AutoDock.

Celecoxib Rofecoxib Etoricoxib

Figura 17. AINES pertenecientes al grupo “coxib” sefialando los grupos funcionales que suelen
enlazarse con los a.a clave de la cavidad de inhibicién en COX-2.
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Ademas, la selectividad de las AINEs hacia COX-2 aumenta la energia de acoplamiento molecular
a comparacion de los farmacos selectivos a COX-1 dado que poseen un rango de energia que va
desde -35.76 a -73.18 kcal en MOE (ver Figura 16a) y desde -8.87 a -9.24 kcal/mol en AutoDock,
este decaimiento en las energias de unidn puede atribuirse al tamafio de la cavidad en COX-2(ver
Figura 16b), puesto que este incrementa debido a que, en la posicion 523 de la secuencia estructural
se encuentra el a.a valina, ocasionando que dentro del bolsillo de la cavidad, el compuesto pueda
moverse con mayor libertad.

Asi mismo, se puede atribuir la mejora en sus energias a la interaccion con los sitios de unién
dentro de la enzima, si observamos la Figura 18 notaremos la tendencia inclinada de las
interacciones de las AINEs al inhibir a COX-2 por medio de la herramienta PLIF molecular, el
cual, es un método para resumir las interacciones entre ligandos y dianas utilizando un esquema
de huellas dactilares que es representativo de una base de datos de complejos proteina-ligando)
(MOE, 2013).

Arg120 Tyr355 Tyr385 Val523 Ser530

Figura 18. PLIF molecular de las interacciones de los AINEs selectivos a COX-2, donde se
muestran las posibles formas de interaccionar con los a.a.

Al observar la Figura 18 se aprecia que los a.a. que suelen presentar interaccion con mayor
frecuencia con las AINEs son Arg120, Tyr385 y Ser530, indicando que al interaccionar con los
sitios clave dentro de la cavidad se cierra la cavidad al momento de interaccionar con Arg120.
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5.5 VSD con MOE y AutoDock por Mr — Lr Yy Mr - Lr para AINEs
no selectivos

Completando el grupo de calibracion se probaron AINEs no selectivas en las dianas. Por lo que,
se realizaron ocho acoplamientos moleculares en total para esta categoria, para cada diana se
aplicaron las metodologias de acoplamiento molecular rigido y flexible. Para el caso de COX-1
los farmacos arrojaron un AEpromedio= -5.38 y -1.01 kcal/mol en MOE y AutoDock respectivamente.

Al observar la Figura 19a notamos que la mayoria de AINEs no selectivos son mas afines hacia
COX-1, no obstante, la diferencia de energias es minima. En MOE el AEmr-LF = -0.55 kcal/mol y
AEMmF-LF = -1.42 kcal/mol, y en AutoDock AEwmr-LF = -0.32 kcal/mol y AEwmr-LF = -0.05 kcal/mol
entre ambas COXs, ver Figura 19b. Por lo que, el farmaco que mejor caracteriza el comportamiento
no selectivo es el ketorolaco dado que en ambos programas posee energias de acoplamiento
molecular menores a las del resto de farmacos.

Comparacion de las Energias de acoplamiento molecular en
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COX-1 Docking Rigido COX-1 Docking Flexible
—4— COX-2 Docking Rigido COX-2 Docking Flexible
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Comparacion de las Energias de acoplamiento molecular en
AutoDock
Meloxicam Piroxicam Ibuprofeno Naproxeno Ketorolaco Sulindac

(kcal/mol)

Energias de acoplamiento molecular

——COX-1 Docking Rigido —=—COX-1 Docking Flexible
—&—COX-2 Docking Rigido —#—COX-2 Docking Flexible

Figura 19. Comparacion de energias de union de AINES no selectivos tanto rigidos como
flexibles en COX-1y COX-2 (a) MOE y (b) AutoDock.

La accion no selectiva del ketorolaco se atribuye a su capacidad de inhibir a ambas COXs siendo
levemente mas afin hacia COX-2 puesto que tanto en Mr-Lr como en Me-Lr, se analizaron las
interacciones del farmaco con la diana (ver Figura 20) y observamos que para el caso de COX-1
en Mgr-Lr tanto en MOE como en AutoDock se enlaza con Arg120 con una distancia de 2.01 y
2.53 A cerrando la cavidad, ver Figura 20a, lo que ocasiona un comportamiento hidrofébico que
al mismo tiempo inhibe la sintesis del acido araquidénico al interaccionar con Ser530 con una
distancia de 1.95 A dando como resultado una energia de unién igual a -43.29 kcal/mol. No
obstante, en Mr-Lr notamos que en MOE se pierde la interaccion con Arg120 provocando un
decremento en la energia acoplamiento molecular de -1.79 kcal/mol. Para el caso de AutoDock
observamos que en acoplamiento molecular rigido mantiene interaccién con Arg120 y Ser530,
pero con menores distancias de enlace correspondientes a 1.97 y 1.66 A al respecto, lo que podria
implicar su comportamiento en la Figura 20b minimizandose como el conférmero para el
ketorolaco con menor efecto electronegativo. Cuando utilizamos la metodologia flexible Me-LF,
notamos que al perder contacto con Arg120 gana interaccion con Tyr385 al tiempo que se enlaza
con Ser530 con distancias de enlace de 2.08 y 2.15 A para Tyr385 y Ser530, respectivamente,
(Figura 20b), completando la reaccion de inhibicion y acetilacion en la diana terapéutica,
provocando el decaimiento en su energia de acoplamiento molecular.
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MOE COX-1 AutoDock

a) Argl20 | 553 b)

Argl20 \(_

2 % ? Ser530
MR-LF ,\\ ,,,'66

[ 1.95 1.97
Ser530

MR-LF

Ser330

PTyr38s

Figura 20. Interaccion del ketorolaco en COX-1 mediante acoplamiento molecular rigido y
acoplamiento molecular flexible en (a) MOE y (b) AutoDock, distancia de enlace en color azul en

Armstrong (A).

En cambio, en COX-2 (ver Figura 21) se puede apreciar en el caso de MOE en Mr-Lr el ketorolaco
interacciona Ginicamente con Ser530 con una distancia de enlace de 1.97 A y una energia de unién
de -42.66 kcal/mol, ver Figura 21a. Si lo comparamos con la energia en COX-1 sufre un ligero
incremento debido a que, en COX-2 posee una mayor distancia de enlace, a diferencia de lo que
sucede en AutoDock, donde el farmaco si interacciona con Arg120 y Ser530 con una distancia de
union igual a 2.03y 2.24 A, ver Figura 21b, lo que da como resultado una energia de acoplamiento
molecular de -8.88 kcal/mol siendo mas electronegativo que en COX-1. Ademaés, cuando
utilizamos Mr-Lr observamos que para el caso de MOE posee una doble interaccion con Arg120
de 2.14, 2.30 A y una unién con Ser530 con una longitud de enlace de 1.86 A, (Figura 21a). Lo
que reporta una energia de acoplamiento molecular de -45.41 kcal/mol posiciondndose como el
conformero maés electronegativo de los AINEs selectivos hacia COX-2. Asi mismo, en AutoDock
se examin6 un comportamiento similar al visto en COX-1, donde se pierde la interaccién con
Argl120 para interaccionar con Tyr385 y Ser530 con sus respectivas distancias de enlace
correspondientes a 1.93y 1.87 A, (Figura 21b). Por lo que el decaimiento energético puede deberse
a las dimensiones de la cavidad en COX-2 como en el caso de MOE.
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MOE AutoDock

Ser530

MR-LF

1.86
Ser530 §

Ser530

Figura 21. Interaccion del ketorolaco en COX-2 mediante acoplamiento molecular rigido y
acoplamiento molecular flexible en (a) MOE y (b) AutoDock, distancia de enlace en color azul en
Armstrong (A).

5.6 VSD con MOE y AutoDock por Mr — LF Y MF - Lr para
nanofarmacos

Una vez calibrado el bolsillo de la cavidad de inhibicion fueron probados los nanofarmacos
pertenecientes al grupo prueba en ambas enzimas, como se observa en la Figura 22 se puede
apreciar que para COX-1 se obtuvo un rango de Eacoplamiento motecular= 15.38 a -314.15y 4.78 a -9.99
kcal/mol en MOE, ver Figura 22a y AutoDock, ver Figura 22b, respectivamente. Por lo que, al
momento de comparar entre si los resultados obtenidos por ambas metodologias por Mr — LF y
MF — Lr calculamos los AEpromedio para MOE y AutoDock, con resultados de -0.23 y -0.28 kcal/mol.

64



Capitulo 5 Resultados y discusion

Comparacion de las Energias de acoplamiento molecular en MOE
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Figura 22. Comparacién de energias de union de AINES no selectivos tanto rigidos como
flexible en COX-1y COX-2 (a) MOE y (b) AutoDock.

Al momento de analizar las energias en las gréaficas de la Figura 22 observamos que cada
nanofarmaco presenta un comportamiento similar en ambos programas por lo que utilizamos un
PLIF molecular a fin de hacer un andlisis en las interacciones (ver Figura 23) para cada COX. Si
observamos la Figura 23a podremos apreciar que en COX-1, los nanofarmacos interaccionan
mayormente con Arg120 y Ser530, pero poseen baja interaccion con Tyr385, caso contrario, en
COX-2 (ver Figura 23b) el grupo prueba posee gran interaccion con Arg120, Tyr385 y Ser530 lo
que implica que, al haber mayor espacio en la cavidad, el farmaco adquiere la capacidad de
interaccionar de mejor manera con los sitios clave en el bolsillo de la cavidad. Si observamos la
Figura 23c y 23d se muestran las interacciones de Loxorribina en COX-1y Resiquimod en COX-
2 asi como los a.a més cercanos al farmaco, al observar la Tabla 3 se ofrece un condensado de los
datos para mayor claridad.
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No obstante, cuando tomamos en cuenta las energias de acoplamiento molecular observamos que
para cada nanofarmaco se presentan diferentes comportamientos, donde se analizaron sus
interacciones presentes con cada enzima para poder inferir en su selectividad.

a) COX-1

b) Arg120 Tyr355 Tyr385 Val523 Serb30

COX-2

.-—_

Arg120 Tyr385 Val523 Ser530
) d)
C
®
®
® o
=

(O rolar » Aceptor de cadena lateral  (T) Residua delsolvente  (C)O) Anillo-anillo
QO Acido 4 Donador de cadena lateral (C) Complejometalico [©)H Anillo-Hidrogeno
O Basico « . p Aceptar de la columna vertehral . Contacto conel solvente [O)+ Anillo con carga positiva

O Grasosp = Donador de la columna vertebral -+ Contacto con un ion/metal

Proximidad 4 Ligante () Receptor
del contorno expuesto expuesto

Figura 23. PLIF molecular en (a) COX-1y (b) COX-2, (c) Loxorribina en COX-1y (d)
Resiquimod en COX-2.
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En el caso de Loxorribina y su interaccion con COX-1 en ambos programas, el nanofarmaco se
enlaza con Ser530 por medio de Mr-Lr, no obstante, ver Figura 24a solo presenta una interaccion
con una distancia de 1.87 A mientras que en AutoDock (Figura 24e) se encontré un conférmero
que presenta una doble interaccion con distancias de 2.11 'y 2.16 A con el a.a Ser530, otorgandole
mayor estabilidad a la interaccién ligando-proteina, aunque no existe una diferencia apreciable en
el comportamiento de las energias de acoplamiento molecular (Figura 22a) lo que implica un
comportamiento equiparable entre ambos programas. Asi mismo, cuando utilizamos Mcr-Lr
observamos que también se enlaza con Tyr385 logrando asi interaccionar con los sitios clave para
la inhibicion del Acido Araquidonico, ademas entre ambos programas existe un Anpistacnia de enlace =
0.28 y 0.33 A en Tyr385 y Ser530, siendo una diferencia entre distancias de enlace minimas, lo
que puede explicar su comportamiento similar en energias de union, al mismo tiempo que se
posiciona como el nanofarmaco més afin hacia COX-1 por Mcr-Lr cuando comparamos su
interaccion en COX-2 ya que si observamos la Figura 23a y 23e por Mr-Lr notaremos que
Loxorribina en ambos programas interacciona con Ser530 con distancias de enlace de 2.03 y 2.15
A siendo estas superiores a las encontradas en COX-1, otorgando mayor libertad al nanofarmaco,
lo que refleja una minimizacion en sus energias por acoplamiento molecular rigido, sin embargo
cuando se analizan sus interacciones por acoplamiento molecular flexible notamos que en MOE
unicamente posee una doble interaccion con Ser530 con distancias de enlace de 2.16 y 2.33 A
ocasionando un AEacopiamiento = 3.72 kcal/mol y en AutoDock si se une con Tyr385 y Ser530 como
en el caso de COX-1. No obstante presenta un Apistacnia de enlace = -0.13 y 0.31 A respectivamente, lo
que implica que la distancia de interaccion con Tyr385 se vea aumentada, con Ser530 disminuye
dando como resultado una diferencia en energias entre ambas COX igual a 0.15 kcal/mol. Si bien,
el Loxorribina es capaz de inhibir a ambas COX, muestra una ligera selectividad hacia COX-1.

Al examinar, UC-1v150 en COX-1 para MOE (Figura 24b) presentd diferentes interacciones por
MRr-LF con una distancia de enlace de 1.87 y en el acoplamiento molecular de M.-Lr creciendo la
distancia de enlace 0.03 A cuando interacciona con Ser530, ademés de exhibir una interaccion con
Arg120 a una distancia de enlace PH de 2.19 A. Una diferencia notable se aprecia en AutoDock
(Figura 24f) que en el ejercicio Mr-Lr se logro obtener una posicién donde el farmaco podia
interaccionar con Tyr385 y Ser530 con sus respectivas distancias de enlace de 1.78 'y 1.76 A lo que
explica la diferencia en el comportamiento de las Figuras 22a 'y 22b. Asi mismo en el caso Mcr-Lr
en AutoDock el farmaco interacciona con Ser530 por lo que presenta una energia de unién mayor
en comparacioén a los otros conférmeros. En COX-2 (Figura 25b y 25f), UC-1v150 interacciona
en Mr-Lr con Ser530 (Figura 25b) como en el caso de COX-1 con una diferencia de distancias de
0.24 A, lo que concuerda con el aumento en la energia de acoplamiento molecular observable en
la Figura 22a. Mientras que en la Figura 25f podemos notar que UC-1v150 si presenta interaccion
con Tyr385 y Ser530 como en COX-1, asi como presenta un aumento en las distancias de enlace
de 0.21 y 0.26 A aunque no interacciona con Arg120 lo que implica un aumento en la energia de
acoplamiento molecular de 1.95 kcal/mol a comparacion de COX-1 (Figura 22b). Cuando
observamos las interacciones en MOE para Mr-Lr (Figura 25b) veremos que el nanofarmaco
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interactdia con Arg120 y Ser530 con distancias de enlace de 2.59, 2.34 y 1.99 A respectivamente.
Por lo que, al cerrar la cavidad otorgamos estabilidad al compuesto lo que se traduce en un
decaimiento en la energia de acoplamiento molecular en comparacion con COX-1. En su caso, los
resultados obtenidos en AutoDock describen una interaccion Unica del nanofarmaco con Ser530
con una distancia igual a 2.14 A, comparando estos resultados con COX-1 observamos que en
COX-2 se manifestd un crecimiento en las distancias de 0.25 A lo que explica el decremento en la
energia de acoplamiento molecular de -0.38 kcal/mol. Cuando tomamos en cuenta las
interacciones con las energias reveladas por ambos programas notamos que UC-1v150 tiene la
capacidad de inhibir a ambas especies, aunque presenta una selectividad preferente hacia COX-2.

En el caso de Doxorrubicina, si observamos la Figura 24c notaremos que en COX-1 en MOE por
acoplamiento molecular rigido presenta interaccion con Ser530 con una distancia de enlace de
2.01A, por su parte AutoDock (ver Figura 24g) interacciona con Arg120 y Ser530 con distancias
de enlace de 1.47 y 1.79 A respectivamente. No obstante, las energias de unién en ambos
programas (ver Figura 22) muestran un comportamiento equiparable, donde el farmaco no se
encuentra comodo a causa del tamafio en la cavidad de la diana. En la molécula de Doxorrubicina
en Mr — Lr sobre COX-2 (ver Figura 25c) se aprecia en MOE que interacciona con Arg120 y
Ser530 a distancias de enlace de 2.19 y 2.02 A, respectivamente, desencadenando una energia de
acoplamiento molecular igual a 3.22 kcal/mol. Ademas, en la Figura 24g con COX-1notamos que
presenta interaccion con Tyr385 y Ser530 con distancias de enlace de 2.11 y 1.91 A con los a.a.
correspondientes, que ocasiona un decaimiento en la energia de acoplamiento molecular de -3.01
kcal/mol. Si bien, en AutoDock se logré obtener un conférmero cuya energia de union es negativa,
el resto de factores indican que el farmaco Doxorrubicina no es selectivo hacia COX-1.

En el caso de COX-2, para la Figura 25¢ notamos que en MOE la molécula de Doxorrubicina
interacciona por Mr -Lr con Ser530 con una distancia de enlace de 1.84 A, ademas de poseer una
energia de acoplamiento molecular de -18.74 kcal/mol. Asi mismo, en AutoDock (Figura 25g) el
nanofarmaco interacciona con Arg120 con una distancia de 1.59 A y para el a.a. de Ser530 posee
una doble interaccién con longitudes de 2.11 y 2.15 A y reporta una energia de acoplamiento
molecular de -1.26 kcal/mol. Las energias en comparacion con COX-1 son notablemente mas
electronegativas en COX-2, lo que implica que este nanofarmaco prefiere una posicion mas
comoda debido al aumento de tamafio en la cavidad.

Al mismo tiempo, cuando utilizamos Mr — Lr observamos que en la Figura 25¢ Doxorrubicina
interacciona con Arg120 y Ser530 con distancias de enlace de 2.35 y 2.28 A respectivamente lo
que comparado con Mr— Lr explica el decremento en la energia de acoplamiento molecular (AE =
—32.37 kcal/mol). En la Figura 25g en Mr — Lr veremos que Doxorrubicina pierde interaccion
con Arg120, no obstante, conserva su interaccion con Ser530 con distancia de enlace de 1.83 A
por lo que su energia de acoplamiento molecular se ve atribuida por el espacio que posee la cavidad
de la diana, para el anclaje del nanofarmaco proporcionando la facilidad de desplazarse dentro del
bolsillo de la cavidad, lo que resulta que Doxorrubicina es selectivo hacia COX-2.
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Tabla 3. Condensado de las interacciones moleculares y energia en COX-1 y COX-2 de los
nanofarmacos utilizados.

Programa COX Metodologia Energia (kcal/mol) Interacciones Distancia de enlace (A)
COX-1 Rigido -253.73 Ser530 1.87
MOE Flexible -314.87 Tyr385y Ser530 2.32y 1.90
COX-2 Rigido -255.24 Ser530 2.03
- Flexible -311.15 Ser530 216y 2.33
Loxorribina -
COX-1 ngl-dO -5.56 Ser530 211y 2.16
AutoDock Flexible -5.26 Tyr385y Ser530 2.04y 223
COX-2 Rigido -5.3 Ser530 2.15
Flexible -5.11 Tyr385y Ser530 2
COX-1 Rigido -107.99 Ser530 1.87
MOE Flexible -134.36 Arg120y Ser530 219y 1.90
COX.2 Rl'gi_do -270.65 Ser530 2.11
UC-1v150 Flexllble -272.98 Arg120y Ser530 2.59,2.34y1.99
COX-1 Rigido -8.31 Arg120, Tyr385y Ser530 2.04,1.78y 1.76
Flexible -6.19 Ser530 1.89
AutoDock L.
COX-2 Rigido -6.96 Tyr385y Ser530 199y 2.02
Flexible -6.26 Tyr385 2.14
COX-1 ngl-dO 15.38 Ser530 2.01
MOE Flexible 3.22 Argl120y Ser530 219y 1.90
COX-2 Rigido -18.74 Ser530 1.84
.. Flexible -51.11 Arg120y Ser530 235y 2.28
Doxorrubicina .
COX-1 Rigido 4.78 Argl120y Ser530 147y 1.79
AutoDock Flexible -1.77 Tyr385y Ser530 211y 1.91
COXD Rigido -1.26 Arg120y Ser530 159,211y 2.15
Flexible -3.51 Ser530 1.83
COX-1 ngl-dO -96.66 Ser530 1.92
MOE Flexible -101.79 Ser530 1.99
COX-2 Rl'gi_do -105.35 Tyr385y Ser530 1.53y2.09
Resiquimod Flex_lble -115.95 Ser530 215y 231
COX-1 Rigido -8.05 Tyr385y Ser530 1..80y1.79
AutoDock Flexible -9.99 Tyr385y Ser530 1.87y 1.90
COX-2 Rigido -9.19 Tyr385y Ser530 1.79y 1.99
Flexible -9.08 Ser530 2.17

Por ultimo, se probd el nanofarmaco Resiquimod en ambas enzimas. En COX-1 por Mr — LF el
nanofarmaco interacciona con Ser530 en MOE (Figura 24d) con una distancia de enlace de 1.92 A
y una energia de acoplamiento molecular de -96.66 kcal/mol por lo que, cuando utilizamos Mr —
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Lr Resiquimod mantiene su interaccion con Ser530 con un incremento en la distancia de enlace
de 0.7 A lo que ocasiona un decremento en la energia de acoplamiento molecular de -5.1 kcal/mol.
En el caso de AutoDock (ver Figura 24h) se encontré un conférmero del nanofarmaco en Mr — LF
que interacciona con Tyr385 y Ser530 con distancias de enlace de 1.80 y 1.79 A con una energia
de acoplamiento molecular de -8.05 kcal/mol. Comparando estos resultados con Mr — Lr (Figura
24h) vemos que Resiquimod mantiene sus interacciones con Tyr385 y Ser530, sin embargo,
aumento sus distancias de enlace a 1.87 y 1.90 A respectivamente lo que implica un decremento
en la Eacoplamiento molecular = -1.94 kcal/mol.

En COX-2, se puede apreciar en la Figura 24d que a diferencia de COX-1, Resiquimod
interacciona con Tyr385 y Ser530 por Mr— Lr con una energia de acoplamiento molecular de -
105.35 kcal/mol, con distancias de enlace de 1.53 'y 2.09 A, lo que implica que el nanofarmaco se
encuentra en una posicion mas comoda en COX-2 que en COX-1 debido a que posee un mayor
tamafo de la cavidad donde desplazarse e interacciona con los a.a. clave para la inhibicion del
Acido Araquidénico. Asi mismo, en Me-Lr (Figura 25d) el nanofarmaco presenta una doble
interaccion con Ser530 cuyas distancias de enlace son 2.15 y 2.31 A perdiendo interaccion con
Tyr385, lo que implica una disminucion en la energia de -10.6 kcal/mol. Este comportamiento en
la energia y sus interacciones es conservado en AutoDock donde en Mr — Lr (ver Figura 25h) El
Resiquimod interacciona con Tyr385 y Ser530 con distancias de enlace de 1.79 y 1.99 A
respectivamente. Al igual que en Mr — L (Figura 25h) donde pierde interaccion con Tyr385
enlazandose unicamente con Ser530 cuya distancia de enlace es mayor a la de Mr — Lr (Figura
25d) por 0.18 A ocasionando un decaimiento en la energia de acoplamiento molecular de -0.8
kcal/mol, lo que supone que Resiquimod tiene preferencia a COX-2.

5.7 Estimacion I1Cso

Una manera de presentar una estimacion comparativa entre la parte computacional y lo
experimental es tomar un valor que conlleva el referir su accion con respecto a su funcion, en este
caso se tomd el ICsp para analizar y explicar nuestros resultados y poderlos comparar con los Ki
de los AINEs tradicionales y los nanofarmacos funcionalizados obtenidos en AutoDock.

Las constantes de inhibicion (Ki) se obtuvieron mediante el programa AutoDock, el Ki describe la
capacidad de un ligante para unirse a un receptor y su accion se refleje en una inhibicion especifica.
Por lo que, nos proporciona informacion sobre la afinidad relativa de un AINE por la enzima COX
(Yung-Chi & Prusoff, 1973).

Los ICso fueron obtenidos de los reportes bibliograficos en articulos experimentales. (ver Tabla 8S
del Apéndice) Con estos valores obtenidos se obtuvieron graficos de correlacion directa entre
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ICso/-log(Ki) se dividieron en 4 cuadrantes utilizando la media del 1Cso , con el objetivo de poder
estimar el 1Cso de nuestros éxitos encontrados (ver Figura 26).
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Figura 26. ICso/-log(Ki) de AINEs selectivos y no selectivos en a) COX-1y b) COX-2.y la
aproximacion de la prediccion de la actividad antiinflamatoria en un modelo quimico aislado
dividida en cuatro cuadrantes obtenidos utilizando la media de 1Csp.

Para estimar en que cuadrante se podrian encontrar los nanofarmacos, se calcularon 7 descriptores
moleculares para identificar su comportamiento comparados con los AINEs tradicionales, para
caracterizar el comportamiento de nuestros sistemas (ver Tabla 4).
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Tabla 4. Descriptores moleculares de los AINEs selectivos, no selectivos y los nanofarmacos
funcionalizados. Weight es el peso molecular del farmaco, ASA_H hace referencia a la superficie
hidrofobica, SlogP es el coeficiente octanol/agua, vdw_vol es el volumen de las interacciones Van
Der Walls, a_acc hace referencia al nimero de carbonos, a_nO hace referencia al nimero de
oxigenos y Z-score se refiere a una prueba estadistica para la validacion del modelo.

AINEs selectivos COX-1
Weight ASA H SlogP vdw_vol a acc a nO Z-SCORE

AAS 180.16 235.28 131  223.70 3 4 0.92
Diclofenaco 295.14 38832 3.03 346.21 0 2 0.75
Flurbiprofeno 24426 356.12 3.68  329.97 2 2 0.17
Indometacina 357.79 436.32 393  450.45 4 4 1.48
Ketoprofeno 254.28 33355 311 35244 3 3 0.43
Paracetamol 151.16 239.34 135  203.72 2 2 1.16
AINEs selectivos COX-2
Acido Mefenamico ~ 240.28 379.68 241  338.73 0 2 0.26
Celecoxib 381.38 32433 3.83 43548 3 2 0.50
Lumiracoxib 293.73 40091 4.16  362.22 2 2 0.83
Parecxib 37245 44981 3.60 476.05 4 4 1.78
Rofecoxib 31436 390.53 2.56 397.12 3 4 1.15
Valdecoxib 31436 379.93 296  394.07 3 3 1.15
AINEs no selectivos
Ibuprofeno 206.28 302,55 3.07  309.58 2 2 0.2
Ketorolaco 255.27 33045 256  337.92 3 3 0.39
Meloxicam 35141 39226 195  399.09 5 4 0.25
Naproxeno 230.26 33439 3.04 31897 3 3 0
Piroxicam 331.35 386.09 158  395.23 5 4 0.11
Sulindac 356.42 43580 4.37  457.16 3 3 0.14
| Nanofarmacos |
Doxorrubicina 51245 32164 0.10 596.44 10 11 1.21
Loxorribina 331.24 179.65 -1.93  369.18 5 6 0.41
Resiquimod 31439 348.10 3.01 43456 4 2 0.73
UC-1Vv150 308.23 16751 -2.02  343.07 6 6 1.63
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Se graficaron los descriptores Weight, ASA_H, SlogP, vdw_vol, a_acc y a_anO para los AINEs de
ambas COX. Si observamos la Tabla 4 el peso del Loxorribina, Resiquimod y UC-1v150 se
encuentran en un rango aproximado al de Piroxicam y Diclofenaco por ejemplo UC-1v150 es de
308.23 g/mol y el Diclofenaco es de 295.14, mientras que el Doxorrubicina supera el peso de todos
los AINEs tradicionales. Para el descriptor area de la superficie hidrofébica (ASA_H) los dos
nanofarmacos Loxorribina y UC-1v150 presentaron un indice relativamente bajo, por lo que si
corroboramos con su SlogP (Coeficiente octanol/agua) integraria un comportamiento hidrofilico.
A pesar de esto Resiquimod y Doxorrubicina se asemejan en ASA_H y SlogP a los AINESs
Naproxeno, Ketoprofeno y Diclofenaco. Con valores de 314.39, 331.24, 230.26, 254.28 y 295.14
respectivamente en ASA_H y con valores de SlogP de 3.01, 0.10, 3.04, 3.11 y 3.03. Implicando
que su forma de accion podria ser similar, y concuerda con nuestros resultados donde las
interacciones presentaron AE pomedio = 0.3 A en sus distancias de enlace similares. Las
observaciones que integran los demas descriptores se describen en el Apéndice en la Figura 3S 'y
48S.

Una vez analizado el comportamiento de los nanofarmacos podemos concluir que en la Figura 26a,
Loxorribina probablemente se encontraria en el sector 1 debido a su similitud con Meloxicam y
Piroxicam, indicando asi un comportamiento no selectivo. Asi mismo, UC-1v150 se podria
encontrar en el sector 1 debido a su similitud con los AINEs Diclofenaco y Piroxicam
corroborando su comportamiento no selectivo. Para el caso de Doxorrubicina presenta un
comportamiento hidrofébico que no es equiparable con el resto de AINEs para los demés
descriptores, indicando que es poco probable que pueda inhibir a COX-1 de manera natural. Por
altimo, en la Figura 25a, Resiquimod también se ubicaria en el primer cuadrante por su similitud
a los farmacos encontrados. A diferencia de la Figura 26b donde Loxorribina deberia encontrarse
en el sector 1 debido a su comportamiento parecido al de Meloxicam y Piroxicam implicando una
naturaleza no selectiva. De manera analoga, UC-1v150 se encontraria en el sector 1 debido a su
similitud con los AINEs encontrados en ese sector en especial Lumiracoxib, mostrando una
naturaleza no selectiva pero dirigida hacia la inhibicion de COX-2. Si bien, Doxorrubicina exhibe
energias de afinidad con COX-2 no muestra similitudes en comportamiento de AINEs, por lo que
se puede atribuir su selectividad a la cavidad en COX-2 y su interaccion con los sitios clave Tyr385
y Ser530. Por ultimo, Resiquimod se encontraria en el cuadrante 4 debido a su similitud con los
AINEs tradicionales de Celecoxib, Ibuprofeno y Naproxeno.
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Capitulo 6 Conclusién y perspectivas

Los AINEs tradicionales al momento de la calibracion con la cavidad de las COXs interaccionan
con los aminodacidos Tyr385 y Ser530 lo que concuerda con lo reportado experimentalmente en la
literatura.

Los AINEs tradicionales selectivos hacia COX-2 presentan un incremento en energias de
acoplamiento molecular por la amplia extension del bolsillo de la cavidad en comparacion a la
COX-1, debido a que su conformacion muestra un cambio en el grupo de a.a de Isoleucina-225
por Valina-225 promoviendo un aumento en su cavidad y mejorando el acoplamiento molecular
farmaco — enzima.

El nanofarmaco Doxorrubicina exhibe un gran tamafio y no es un buen candidato para la inhibicion
de las COXs. Mostrando energias positivas para COX-1 y aunque presenta energias negativas en
COX-2, estas no son lo suficientemente negativas y que puedan competir con las que presentan
los AINEs tradicionales.

Los éxitos de esta investigacion Loxorribina, UC-1v150 y Resiquimod muestran mejores energias
de acoplamiento molecular comparadas a la de los AINEs tradicionales. Esto se refuerza con las
interacciones que presentan al interaccionar con Try385 y Ser530, por lo que se podria suponer
que a su vez presentan selectividad hacia estas dianas moleculares con un comportamiento
antinflamatorio.

Algunas perspectivas para el proyecto serian complementar el modelo teérico mediante simulacion
de tipo dinamicas moleculares para detallar el comportamiento tedrico de los nanofarmacos
evaluados, considerando otras variables como el tiempo y la temperatura, asi como probarse
experimentalmente para observar y contrastar el comportamiento real con los resultados de esta
investigacién comprobando su eficacia y la concentracion requerida.
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Tabla 1S. Acontecimientos importantes en AINEs.

Afo Acontecimiento

Se demuestra la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, el cual es el
mecanismo de accién de la aspirina y los AINEs. Se emplea el uso de

1970 indometacina, cido acetilsalicilato de sodio y salicilato de sodio, comparando el
porcentaje de inhibicion de prostaglandinas mediante su expresion (Vane, 1971).
Descubrimiento de la encapsulacion de los AINEs en sistemas de

1988 nanoadministracion, la cual puede reducir su contacto con la capa de moco después

de la administracion oral, disminuyendo sus efectos irritantes locales sobre el
epitelio (Soehngen et al., 1988).

Identificacion de la ciclooxigenasa COX-2 por Phillip Needleman, en este mismo
1989 afio, bidlogos moleculares identifican un gen temprano inmediato, por homologia
ala COX-1, que es responsable de esta actividad. (Fu et al., 1990; Xie et al., 1991).

Creacidn de la primera generacion de inhibidores selectivos de la COX-2 (Lanzo

1991-1993 et al., 1998; Seidenberg, 1999).

Descubrimiento del mecanismo de accién de los AINES no selectivos y los
1992 inhibidores selectivos de la COX-2 debido a que obstruyen la entrada del precursor
del &cido araquidonico (Lanzo et al., 1998).

1994 Se publica la primera estructura cristalina de la COX-1 (Picot et al., 1994).

Se desarrollan ensayos clinicos de inhibidores selectivos de COX-2 dentro de esta
clasificacion se encuentra el Celecoxib y Rofecoxib. Estos demuestran que pueden

1995 reducir el dolor y la inflamacion tanto de forma aguda como cronica (Fitzgerald &
Patrono, 2001).
1995 Descubrimiento del primer nanofarmaco (Doxorrubicina) lanzado al mercado para

cancer (Barenholz, 2012).

1996 Se publica la estructura cristalina de la COX-2 (Luong et al., 1996).

La FDA recomienda que los inhibidores de la COX-2 se utilicen en pacientes con
factores de riesgo, como la enfermedad cardiovascular e hipertensién” (Schnitzer,
2000 2002).

Se detecta que el uso desmedido de la aspirina la convierte en una causa de
sangrado generando Ulceras (Sox, 2002).

Se descubre que en la encapsulacion de los AINEs no influye su selectividad, pero
si su biodistribucion, permitiendo acumular tejidos con patologias inflamatorias,
2011 mismas que se pueden identificar en la artritis reumatoide, a través del efecto
mejorado de permeabilidad y retencién o por sus siglas EPR (Pham, 2011; Prasad
& Mary, 2015).

94



Apéndice

Se reporta una gran variedad nanoportadores con farmacos de tipo AINEs para el

2014 tratamiento de cancer y enfermedades infecciosas (Sundar & Kumar Prajapati,
2012; Weissig et al., 2014).
Algunos nanoportadores usados segun (Stoffels, 2017) son:
e Liposomas.
e Nanoparticulas de lipidos sélidos.
e Nanocristales.
e Nanoformulaciones a base de polimeros.
2017 e Nanoparticulas conjugadas de proteina-farmaco.
e Nanoformulaciones a base de tensioactivos.
e Nanoparticulas a base de metales
e Dendrimeros.
e Virosomas.
e Virus modificados.
Se descubre que el uso de nanoportadores mejora la solubilidad, biodisponibilidad
2019 0 actividad de los AINEs, segun una recopilacién de estudios preclinicos (Al-

Lawati et al., 2019Db).
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Tabla 2S. Acontecimientos importantes en la biogquimica computacional.

Afo

Antecedentes de la bioguimica computacional

1687

1925

1926

1946

1947

1953

1954

1964

1967

1968-
1976

1985

1990

1994

1998

Issac Newton publicé la primera version del libro Mathematical Principles of Natural
Philosophy que engloba toda su teoria de la mecénica clasica. (Sebastia, 2013)
Werner Heisenberg desarrollé un sistema llamado mecénica matricial, el cual se
basaba en las frecuencias y amplitudes de la radiacion absorbida y emitida por el
atomo y en los niveles de energia del sistema atomico.(Heisenberg, 1925)

Erwin Schrodinger propone el modelo Cuantico-Ondulatorio a partir de los estudios
de De Broglie, Bohr y Sommerfeld.(Schrédinger, 1926)

Terrel L. Hill fue un pionero de la quimica computacional debido a que propuso un
método semiempirico aproximado para estimar curvas de energia potencial por Van
Der Walls. (Hill, 1946)

Gracias al trabajo de Terrel L. Hill se llevd a cabo una investigacion similar
independiente dirigida a calcular la tasa de racemizacion de derivados de difenilo
Opticamente activos (es decir, estéricamente impedidos). (Westheimer & Mayer,
1946)

Rudolph Pariser, Robert Parr y John Pople desarrollan el método Pariser—Parr—Pople
(PPP) aplicando métodos semi-empiricos a la prediccion cuantitativa de estructuras y
espectros electronicos, en moléculas de interés en el campo de la quimica
organica.(Pople, 1953)

Roberto W. Zwanzig propone una Ecuacién de estado de alta temperatura por un
método de perturbacion en gases no polares dando inicio al método computacional de
Free Energy Perturbation (FEP) siendo pionero en el desarrollo de la mecanica
clasica computacional.(Zwanzig, 1954)

Hohenberg-Kohn establecen un teorema llamado Density Functional Theory que
consiste en que el estado fundamental de cualquier sistema de muchas particulas que
interactlan con una interaccion entre particulas fija dada es un funcional Unico de la
densidad electrénica n(r).(Hohenberg & Kohn, 1964)

Se desarrolla un modelo semi-empirico de Estados fundamentales de moléculas con
enlace sigma (SCF) para el tratamiento orbital molecular de hidrocarburos.(Dewar &
Klopman, 1918)

En 2013 se otorgo a los investigadores Lifson Warshel y Levitt Karplus por su autoria
en las dos primeras publicaciones que utilizaron el concepto de métodos combinados
de mecéanica cuantica y mecanica molecular (QM/MM). (Liu et al., 2014)

Se realizaron simulaciones de tipo Monte Carlo de alcanos en agua.(Jorgensen et al.,
1985)

Dio origen a la realizacion de simulaciones de dindmica molecular de proteinas y
complejos proteina-proteina.(Wampler et al., 1990)

Para complementar el planteamiento de Khon-Sham se proponen funcionales como
Aproximaciones de Gradiente Generalizado (GGA). Sin embargo, no solucionaban el
problema de repulsion Coulombiana y el principio de exclusion de Pauli por lo que se
desarrollaron métodos hibridos como B3YLP. (Stephens et al., 1994)

En 1998 se dividio a partes iguales entre Walter Kohn "por su desarrollo de la teoria
funcional de la densidad" y John A. Pople " por su desarrollo de métodos
computacionales en quimica cuéntica " (Gaussian70). (Radom, 2004)
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1999 Themis Lazaridisl and Martin Karplus llevan a cabo una investigacion sobre
discriminacion de los modelos nativos de proteinas mal plegadas con una funcién
energética que incluye la solucién implicita. (Lazaridis & Karplus, 1999)

2004  Se desarrolla el modelo Car-Parrinello CPMD.(lannuzzi, 2005)

2010-  Se busca refinar el modelo DFT para céalculos cada vez mas finos. Stephan Ehrlich,

2022  Jonas MOEIlImann, and Stefan Grimme propusieron un modelo de DFT corregido por
dispersion para interacciones aromaticas en sistemas complejos.(Ehrlich et al., 2013)
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Tabla 3S. Funciones de las ciclooxigenasas.

Apéndice

Su funcién renal.

Su injerencia en la artritis.

Otras funciones

La inhibicion de estas
prostaglandinas  tiende a
disminuir la perfusién renal
total y a redistribuir el flujo
sanguineo hacia la corteza. En
situaciones extremas, esto
culmina en una
vasoconstriccion renal aguda
e isquemia medular que puede
desembocar en fallo renal
agudo. La PGE2 tiene un
efecto diurético y natriurético,
de ahi la retencion hidrosalina
que producen los AINEs (J E
Dinchuk, et al., 1995).

En diversos estudios
expresados por Crofford y
colaboradores (Crofford et al.,
1994; Iiiguez et al., 1998)
mencionan que el liquido
sinovial en los pacientes con
artritis se ha detectado COX-1
y COX-2 a nivel proteico y de
ARNmM. En ambos casos las
células  responsables  son

células mononucleadas de
estirpe monocitico-
fagocitario.

98

La COX-1 se encuentra en las
neuronas de todo el cerebro,
en especial en el area frontal.
En neonatos existen valores
elevados de expresion de
COX-2 en la region frontal,
que se mantienen mas
reducidos en la edad adulta.
En algunos animales, y quizas
también en seres humanos la
COX-2 también se expresa en
la médula espinal (Kaufmann
etal., 1997).

Gracias a estudios
epidemioldgicos la conexion
entre la COX y la enfermedad
de  Alzheimer, se ha
comprobado; Debido a que el
contenido de COX-2 en el
tejido cerebral de los pacientes
con Alzheimer es mas bajo de
lo normal, lo que puede
reflejar una excesiva pérdida
de neuronas en los estadios
avanzados de la enfermedad
(Breitner et al., 1995).
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Tabla 4S. Definicién de los métodos de direccionamiento de nanofarmacos.

Métodos de mejora del direccionamiento de Definicion
nanofarmacos
Direccionamiento pasivo Se basa en el efecto EPR, el cual, promueve

la permeacion y acumulacion de farmaco en
el tejido tumoral. Esto gracias a que los vasos
sanguineos del tumor presentan un endotelio
fenestrado con espacios entre 100 nmy 780
nm, la nanomedicina entra al lugar de accion
por procesos de conveccién y difusién sin
necesidad de un ligando especifico en la
superficie del nanotransportador, Por
ejemplo:Doxorrubicina o Abraxane (Shi et
al., 2017; Wicki et al., 2015).

Direccionamiento activo Consiste en la adicion de un ligando de alta
afinidad en la superficie del
nanotransportador. El ligando puede ser
elegido de manera que s6lo se una a las
células enfermas, mientras que no lo hace a
las células sanas (Shi et al., 2017; Wicki et
al., 2015).

Liberacion dependiente de estimulos Es realizada mediante sistemas que actdan en
respuesta a estimulos fisicos, quimicos y
bioldgicos. En otras palabras, cuando estos
estimulos interfieren con la fase, la estructura
o conformacién del nanotransportador se
produce la liberacion del farmaco. (Shi et al.,
2017; Wicki et al., 2015)
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Tabla 5S. Métodos Descriptivos utilizados en Bioquimica Computacional (Taylor et al., 2002).

Método Descripcion

e Es una de las técnicas de optimizacion y prediccion de
estructuras mas utilizadas debido a la combinacion de modelos
de energia potencial atomistica con técnicas de busqueda
estocastica.

e Aplica movimientos cartesianos aleatorios al sistema, aceptar o
rechazar el movimiento en funcion de una probabilidad de
Boltzmann.

Monte Carlo (MC) e Puede usar una funcion de energia simple que no requiere
informacion derivada facilitando el poder navegar por una hiper-
superficie accidentada.

e Las primeras implementaciones de software como AutoDock
utilizd Metropolis con una evaluacion de la energia basada en
una cuadricula, formulada en el campo de fuerza AMBER, para
acoplar ligandos flexibles en el bolsillo de la cavidad de union
de un receptor rigido.

e Se definen como la division del ligando en porciones o
fragmentos separados.

e Se requieren decisiones subjetivas sobre la importancia de los
diversos grupos funcionales en el ligando, ocasionando la
omision de posibles soluciones debido a las suposiciones
realizadas sobre el panorama energético potencial.

e Una eleccion juiciosa del fragmento de base es esencial para
estos métodos y puede afectar significativamente la calidad de
los resultados.

Basados en
fragmentos.

e El acoplamiento molecular de ligandos al sitio de unién de un
receptor se realiza utilizando puntos de complementariedad
entre la proteina y el ligando.

e La superficie molecular se representa como una serie de cubos
de superficie (junto con la superficie normal) y cubos de

Complementariedad volumen (cubos dentro de la molécula).

puntual. e La descripcion del cubo del ligando se gira y se traduce para
obtener el nimero méximo de coincidencias entre los cubos de
la superficie del ligando y de la proteina, menos el nimero de
superposiciones del cubo de volumen.

e Las soluciones de acoplamiento molecular se agrupan luego en
funcion de los vectores de traslacion y los angulos de rotacion.
Posteriormente, el valor promedio para cada grupo se califica
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utilizando una suma geométrica de descriptores de atomos, que
se basan en cargas, donantes/aceptores de enlaces de hidrégeno
e hidrofobicidad.

Geometria de
Distancia.

Determinan los modos de unidén entre la proteina y el ligando
considerando unicamente los enlaces de hidrégeno.

Muestra el espacio conformacional identificando modos de
enlace locales que luego se utilizan para dirigir un algoritmo de
incrustacion.

Busquedas tabu.

Son aquellos métodos que pueden describirse como una
evolucidn estocastica del sistema utilizando una busqueda tabu
con una funcion de puntuacion generalizada.

Se genera una conformacion de ligando aleatorio inicial
(solucién actual). Luego se aplican movimientos aleatorios al
ligando para generar una poblacién de soluciones (tipicamente
100 soluciones).

Estas soluciones se califican y clasifican en orden ascendente.
La solucion de mayor rango se acepta como la nueva solucion
actual (suponiendo que es la de menor energia hasta el
momento).

Se genera una nueva poblacién aleatoria a partir de esta nueva
solucién actual y el proceso se repite para un numero de
iteraciones definido por el usuario.

101



Apéndice

Tabla 6S. Energias del acoplamiento molecular, distancias de enlace, tipos de enlace e
interacciones de AINEs tradicionales y nanofarmacos en COX-1 y COX-2 por Acoplamiento
molecular rigido.

MOE
AINEs selectivos COX-1
Acoplamiento . . .
molecular Energia RMSD Aminoécidos  Tipo de enlace Donador o Aceptor Dlstanmaode enlace
rigido (kcal/mol) (A)
AAS -20.79 0.51 Ser530 HH Ser:D 1.86
. Tyr385y . .

Diclofenaco -68.21 0.39 3er530 HH Tyr:Dy Ser:D 1.83y 1.98
Flurbiprofeno -33.51 0.78 Arg120 HH Arg:D 244
Indometacina -27.02 0.54 Argl120 HH Arg:D 2.16
Ketoprofeno -34.66 0.44 Arg120 HH Arg:D 2.29
Paracetamol -22.79 0.91 Ser530 HH Ser:D 2.06

AINEs selectivos COX-2
Parecoxib -60.75 0.66 Ser530 HH Ser:D 2.1
Celecoxib -53.51 0.58 Ser530 HH Ser:D 2.2
Rofecoxib  -49.56 0.51 Arg120 y HH Arg:Dy Ser:D 217Y1.71

' ' Ser530 ) : ' '
Acido Tyr3ssy _ _
mefenamico -89.95 0.23 3er530 HH Tyr:Dy Ser:D 1.68y 1.67
L i His90, Argl20y His:A, Arg:Dy

Etoricoxib 35.76 0.42 Sers30 HH Ser'D 244,237y 1.74
Lumiracoxib -36.91 0.64 Arg120 HH Arg:D 2.04

Valdecoxib  -55.49 0.73 Tg’gfggoy HH Tyr:-DySer:D  2.16, 2.24, 2.33

AINES no selectivos COX-1
Meloxicam -28.36 0.48 Ser530 HH Ser:D 1.66
Piroxicam -28.52 0.52 Ser530 HH Ser:D 1.72

Sulindac -33.14 0.96 Tyr385 HH Tyr:D 2.04

Naproxeno -38.18 0.67 Tyr385 HH Tyr:D 2.2

Ibuprofeno -32.81 0.55 Argl120 HH Arg:A 2.4
) Argl20y .

Ketorolaco 43.29 0.76 Ser530 HH Ser:D 2.53y 197

AINEs no selectivos COX-2

. i Argl20y i i

Meloxicam 29.25 0.63 Tyr3ss HH Arg:Dy Tyr:A 2.05y2.15

Ibuprofeno -32.2 0.57 Arg120 HH Arg:D 2.18

Ketorolaco -42.66 0.61 Ser530 HH Ser:D 2.24

Naproxeno  -37.17 0.52 Argl20y HH Arg:Dy Tyr:A 213y 2.18

: : Tyrass : : : :
Piroxicam -21.43 0.53 Ser530 HH Ser:D 2.33
Sulindac -31.04 0.5 Tyr385 HH Tyr:D 1.93

102



Apéndice

nanofarmacos COX-1
Doxorrubicina 15.38 0.63 11e523 y Ser530 HH lle:Dy Ser:D 212y 2.01
Loxorribina -253.73 0.91 11e523 y Ser530 HH lle:Dy Ser:A 2,29y 1.87
- Tyr385y . .
Resiquimod -96.66 0.69 3er530 HH Tyr:Dy Ser:D 2.07y1.92
UC-1V150  -107.99 0.26 Metl13y HH Met:A y Ser:A 378y 1.87
Ser530
nanofarmacos COX-1
Doxorrubicina ~ -18.74 0.78 Asrgrlszgoy HH Arg:Dy Ser:D 2.03y1.84
Loxorribina ~ -255.24 056  Tyrass, Ser530 HH Arg‘g’érT_g‘D Y 237,223y203
- Tyr385y . .
Resiquimod -105.35 0.7 Sers30 HH Tyr:Dy Ser:D 1.53y 2.09
} ) Argl20y . )
UC-1V150 270.65 0.44 Ser530 HH Arg:Dy Ser:D 210Y 211
AutoDock
AINEs selectivos COX-1
Acoplamiento . . .
molecular Energia Corrida Aminoacidos  Tipo de enlace Donador o Aceptor Dlstanuaode enlace
rigido (kcal/mol) (A)
Paracetamol -5.38 670 Ser530 HG COX-1:A 1.885
AAS -7.09 341 Tyr385, Ser530 HGy HH COX-1:A 1.907 y 1.95
Diclofenaco -8.61 928 Tyr385, Ser530  HH Y HG COX-1:A 1.813y 1.853
Flurbiprofeno -7.96 95 Argl120 HE COX-L.A 1.988
Indometacina -8.56 496 Tyr385 HH COX-1:A 1.6999
Ketoprofeno -8.93 422 Tyr385, Ser530 HHY HG COX-1:A 1.909y 1.666
AINEs selectivos COX-2
Parecoxib -8.67 708 Tyr385, Ser530 HH Y HG COX-2:A 2.232y 1554
Celecoxib -8.94 654 Tyr385 HH COX-2:A 1.96
. Arg120, .
Ro’fecoxm -9.27 414 Arg120, Ser530 HE, HH Y HG COX-2:A 1.845y 1.832
Acido -8.05 565 Tyr3ss, Ser530  HH Y HG COX-2:A 1.737y 2.083
Mefenamico
Etoricoxib -8.97 11 Ser530 HG COX-2:A 2.25
Lumiracoxib -8.24 918 Tyr385, Ser530 HHY HG COX-2:A 1.001y 1.615
Valdecoxib -8.74 154 Tyr385 HH COX-2:A 2.122
AINESs no selectivos COX-1
Ibuprofeno -7.09 56 Tyr385, Ser530  HH Y HG COX-1:A 1.762y 1.726
Ketorolaco -7.99 135 Tyr385, Ser530  HH Y HG COX-1:A 1.972 'y 1.662
Meloxicam -8.84 564 Ser530 HG COX-1L:A 1.967
Naproxeno -7.36 974 Argl120, Argl20 HE Y HH COX-1:A 1.845y2.12
Piroxicam -8.59 213 Ser530 HG COX-1L:A 1.799
Sulindac -8.82 268 Argl120 HE COX-1:A 2.148

103



Apéndice

AINESs no selectivos COX-2
Meloxicam -9.48 568 Ser530 HG COX-2:A 1.786
Ibuprofeno -6.48 987 Tyr385, Ser530 HH Y HG COX-2:A 1.893 Y 2.109
Ketorolaco -8.48 578 Argl120, Ser530 HH Y HG COX-2:A 2.031Y 2.245
Naproxeno -7.13 648 Argl120 HH COX-2:A 1.932
Piroxicam -9.46 24 Val 325 O:H COX-2:A 2.123

Sulindac -10.23 548 Argl120 HH COX-2:A 1.814
nanofarmacos COX-1
Loxorribina -5.56 9 Ser530 HG COX-1:A 2.109
Argl20,
Doxorrubicina 4,78 683 Arg120,Ser530, HE, HHY HG COX-1.A 1.47,1.711Y 1.79
Val349
Resiquimod -8.05 957 Try385, Ser530 HHY HG COX-1:A 1.865 Y 1.899
Arg120, . 2.044,1.758 Y
UC-1Vv150 -8.31 593 Try383, Ser530 HE, HH Y HG COX-1:A 1781
nanofarmacos COX-2
Loxorribina -5.3 81 Ser530 HG COX-2:A 2.154
Doxorrubicina  -11.26 835 Tyr3ASrg.182e?’530, HH Y HG COX-2:A 1588y 2.113
Tyr385,
Resiquimod -9.19 206 Met522, Ser HHY HG COX-2:A 1.79,1.994 y 1.993
530
UC-1Vv150 -6.96 644 Tyr385, Ser530 HH Y HG COX-2:A 1.988 Y 2.025
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Tabla 7S. Energias del acoplamiento molecular, distancias de enlace, tipos de enlace e
interacciones de AINEs tradicionales y nanofarmacos en COX-1 y COX-2 por Acoplamiento

molecular flexible.

MOE
AINEs selectivos COX-1
Acoplamiento
molecular Energia RMSD Aminoécidos  Tipo de enlace Donador o Aceptor Distancia de enlace
flexible
AAS -34.62 Ser530 HH Ser:A 2.11
. Tyr385y . .
Diclofenaco -70.63 0.3655021 Ser530 HH Tyr:Dy Ser:D 199y 1.96
Flurbiprofeno -36.41 Arg120 HH Arg:D 247,217
Indometacina -32.71 Tyr385 HH Tyr:D 2.14
Ketoprofeno -72.51 Ser530 HH Ser:D 2.37
Paracetamol -27.78 Ser530 HH Ser:D 1.92
AINEsS selectivos COX-2
Celecoxib -59.72 Ser530 HH Ser:D 2.16
. Argl20y . )
Rofecoxib -57.74 Ser530 HH Arg:Dy Ser:D 211y 214
Acido Tyr3ssy _ _
Mefenamico -90.29 Ser530 HH Tyr:Dy Ser:D 181y 1.79
L i His90, Arg120y His:A, Arg:Dy
Etoricoxib 62.57 Ser530 HH SerD 2.51,2.42y1.99
Lumiracoxib -68.33 Ser530 HH Ser:A 1.9
Parecoxib -73.18 Ser530 HH Ser:A 2.22
. ) Tyr385y : .
Valdecoxib 65.42 Ser530 HH Tyr:Dy Ser:D 235y 214
AINES no selectivos COX-1
Ibuprofeno -37.08 Arg120 HH Arg:D 2.13
Ketorolaco -45.08 Ser530 HH Ser:D 2.38
. i Argl20y . .
Meloxicam 35.45 Sers30 HH Arg:Dy Ser:D 195y 1.79
Tyr385y ) )
Naproxeno -41.69 Ser530 HH Tyr:Dy Ser:D 209y 2.2
Piroxicam -37.51 Tyr385 HH Tyr:D 2.39
Sulindac -39.67 Ser530 HH Ser:A 2.02
AINES no selectivos COX-2
Ibuprofeno -36.17 Argl120 HH Arg:D 221
Argl20y . .
Ketorolaco -45.41 Sers30 HH Arg:Dy Ser:D 2.14,2.30y 1.86
. i Arg120, Argl20, Tyr:Dy
Meloxicam 33.91 Tyr385, Ser530 HH ser'D 2.46,2.68y1.72
Naproxeno -39.27 Tyr385 HH Tyr:D 2.03
L. Argl20y . .
Piroxicam -35.6 Val523 HH Arg:Dy Val:D 219y 2.37
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Argl20y

Sulindac -38.25 Tyrass HH Arg:Dy Ser:D 221y 2.27
nanofarmacos COX-1
. Argl20y . .
Doxorrubicina 3.22 Ser530 HH Arg:Ay Ser:D 219y 2.02
- Tyr385y . .

Loxorribina -314.87 Sers30 HH Ser:Ay Tyr:D 2.32y 1.90
Resiquimod -101.79 Ser530 HH Ser:A 1.99
UC-1VIS0  -134.36 MetL13, Arg120 HH Met:a Arg:D. 361 219,219

y Ser530 Ser:A
nanofarmacos COX-2
Doxorrubicina -51.11 Arg120, Ser530 HH Arg:Dy Ser:D 235y 2.28

Loxorribina -311.15 Arg120, Ser530 HH Arg:Dy Ser:A 22211é222§3y

Resiquimod -115.95 Ser530 HH Ser:Dy Ser:A 231y 2.15
UC-1V150 -272.98 Ser530 HH Arg:Dy Ser:D 2.34,2.59y 2.46

AutoDock
AINEs selectivos COX-1
Acoplamiento
molecular Energia Corrida Aminoacidos  Tipo de enlace Donador o Aceptor Distancia de enlace
flexible
i Arg120, HH, HH'Y AAS:A'y COX-
AAS 7.63 673 Tyrass, Ser530 HG 1A 2.021,1.784 y 2.061
. ) Tyr385, Tyr385, HH,HHY . .

Diclofenaco 9.68 544 Ser530 HG diff Ay COX-1:A 2.106y 2.098
Flurbiprofeno ~ -6.17 30 ngfggoy HHYHG FlurAyCOX-L:A  1.749y 2.15
Indometacina -9.65 391 Tyr385 HH COX-1.A 1.981

Tyr385, Tyr385, HH, HHY , ,
Ketoprofeno -9.14 11 Ser530 HG Ket:Ay COX-1:A 2.081y 1.752
Arg120, HH, HH'Y , 2.164,1.885y
Paracetamol -6.39 157 Tyrass, Ser530 HG Par:A 2109
AINEs selectivos COX-2
Acido Arg120, o .

Mefenamico -8.43 227 Tyrass, Ser530 HH Y HG id8:Ay COX-2:A 2.236,2.168y 2.16
Celecoxib -8.77 722 Tyr385, Ser530  HH Y HG C%)EE::‘ Y 1.957y 2.249
Etoricoxib -8.22 249 Tyr385, Ser530  HH Y HG COX-2:A 175y 2.15

Lumiracoxib  -9.08 466 Tyr3gg’;5T§’0r385’ HH Y HG COX-2:A 2118y 2.151
Parecoxib -9.37 862 Argl120, Ser530 O:Hy HG COX-2:A 1.86Y 1.736

. ) Arg120, PAR:Ay COX-
Rofecoxib 11.68 914 Tyr38s, Ser530 HHY HG oA 1.983, 1.68 Y 2.087
. Argl120, VAL:A, COX-
Valdecoxib -9.7 794 Tyrass, Ser530 HHY HG 2:A VAL'A 1.583,1.86y 2.08
AINES no selectivos COX-1
Ibuprofeno -8.02 25 Tyr385, Ser530  HH Y HG COX-1:A 1.749y 2.15
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Tyr385, Tyr385, KET:AY COX- 2.083,1.825y
Ketorolaco -9.55 781 Ser530 HHY HG 1A 2151
. Ser530 'Y . .
Meloxicam -8.17 891 Tyrass HHY HG  mel:Ay COX-1:A 1.815Y 2.173
i Argl120, Tyr385 NAP:A'Y COX- 2.133,2.116y
Naproxeno 8.51 853 Y Ser530 HE Y HH 1A 1911
Piroxicam -9.87 543 Ser530 HG PIR:Ay COX-1:A 1.702
. Argl20Y SUL:A'Y COX-
Sulindac -11.13 23 Ser530 HE Y HG 1A 2.071Y 1.811
AINESs no selectivos COX-2
Ibuprofeno -7.68 514 Tyr385, Ser530  HH Y HG COX-2:A, IBU:A 2.146y 2.041
Ketorolaco -11.16 589 Ser530 HG COX-2:A 1.871
Meloxicam -8.56 802 Arg120,Ser530 HEYHG  mel:Ay COX-2:A 1.667y 1.851
Naproxeno -8.23 72 Tyr385, Ser530 HHY HG  COX-2:AY nap:A 1.895y 1.69
Piroxicam -9.07 465 Ser530 HG COX-2:A 2.111
Sulindac -9.56 696 Argl120 HH COX-2:AY Sul:A 2.228'y 1.545
nanofarmacos COX-1
Doxorrubicina -1.77 11 Argl120, Ser530 HE Y HG COX-1:A 2.11y 1.906
- Try385, Ser530, loxo:A, loxo:Ay 2.040,1.794y
Loxorribina -5.26 450 Sers30 HHY HG COX-1A 2931
Resiquimod ~ -9.99 963 Tyrass, Ser530  HH Y HG Amggs)l?i‘_‘zA Y 1804y1798
UC-1V150 -6.19 228 Tyr385,Ser530 HHYHG  UC:AY COX-1:A 1.781y 1.889
nanofarmacos COX-2
Arg120, )
Doxorrubicina -11.51 687 Argl20, HH,HE,HG DOX'AZ‘_X COX- 1.647, 2.205, ,1.836
Arg120, Ser530 '
Loxorribina -5.11 113 Val523, Ser530 O:HY HG COX-2:A 2.172'Y 1.918
Resiquimod -9.08 733 Tyr385, Ser530 HH Y HG COX-2:A 1.842Y 2.167
Arg120, , . 1.691, 2.025 Y
UC-1V150 -6.26 401 Tyrass, Ser530 HHYHG UC:AY COX-2:A 5 199
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Tabla 8S. Valores de Ki calculados por AutoDock y los ICso de AINESs tradicionales.

AINESs selectivos COX-1
Ki (mM) ICso (MM) CID/PMID/DOI
AAS -1.568 1.2 PMID: 17218763
Diclofenaco 0.307 0.15 PMID: 11160644
Flurbiprofeno -1.662 0.048 PMID: 17218763
Ketoprofeno 0.546 0.078 PMID: 17218763
Indometacina 0.277 0.018 PMID: 17218763
Paracetamol 0.940 2.3 CID 1983
AINES selectivos COX-2
Acido mefenamico -1.397 2.9 10.1074/jbc.M116.725713
Celecoxib -1.897 6.7 PMID: 11160644
Etoricoxib 0.574 0.081 CID 123619
Lumiracoxib 0.039 0.13 10.18433/J3T886
Parecoxib 0.355 0.005 CID 119828
Rofecoxib 0.796 18.8 PMID: 11160644
Valdecoxib 0.403 26.1 PMID: 11160644
AINES no selectivos COX-1
Ibuprofeno -1.041 5.05 PMID: 17218763
Ketorolaco -1.591 0.02 10.2147/0OPTH.S7633
Meloxicam 0.481 1.4 PMID: 11160644
Naproxeno -0.301 0.82 PMID: 17218763
Piroxicam 0.292 1.3 CID 54676228
Sulindac 0.463 1.02 10.3390/ph3051652
AINES no selectivos COX-2
Ibuprofeno -1.249 12 PMID: 17218763
Ketorolaco 0.213 0.23 10.6026/97320630008353
Meloxicam 0.947 0.7 PMID: 11160644
Naproxeno -1.968 14 PMID: 17218763
Piroxicam 0.930 6.1 10.1211/0022357011778070
Sulindac 1.497 10.4 10.3390/ph3051652
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Figura 1S. Metodologia Force Field para Acoplamiento molecular en donde se toma en cuenta
interacciones Intra e Inter moleculares, asi como la energia de solvatacion libre.
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Figura 2S. Se muestran las combinaciones creadas por Algoritmos genéticos para n poblacion.
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Figura 3S. Descriptores moleculares (Weigth, ASA_H, SlogP, vdw_vol, a_accy a nO) de
AINEs tradicionales y nanofarmacos en COX-1. Al observar el comportamiento de los
nanocompuestos en los descriptores notamos que Loxorribina comparte un peso molecular
similar al de Meloxicam, Sulindac, Piroxicam, mientras que UC-1v150 y Resiquimod poseen
valores similares al de Lumiracoxib, VValdecoxib y Rofecoxib. Mientras que para ASA_H'y
SlogP, Loxorribina y UC-1v150 presentan comportamientos similares a los analizados en COX-
1. Doxorrubicina y Resiquimod si comparten un indice ASA_H equiparable con Valdecoxib,
Naproxeno, Celecoxib, Ibuprofeno y Ketorolaco. Puesto que Doxorrubicina comparte un valor
SlogP bajo, el unico que comparte un comportamiento similar a los AINES en este descriptor es
el Resiquimod siendo similar al de Ibuprofeno, Naproxeno y Valdecoxib.
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Al observar el comportamiento de los nanofarmacos en los descriptores notamos que
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Figura 4S. Descriptores moleculares (Weigth, ASA_H, SlogP, vdw _vol, a_accy a nO) de
AINEs tradicionales y nanofarmacos en COX-2. Si observamos al descriptor vdw_vol notaremos
gue Loxorribina exhibe un volumen similar al de Valdecoxib, Rofecoxib, Meloxicam y
Piroxicam, mientras que UC-1v150 muestra similitud con el Acido mefenamico, Ketorolaco y
Lumiracoxib. Por su parte Resiquimod asemeja el comportamiento de Sulindac, Etoricoxib y
Celecoxib. Se observa que como en COX-1, Loxorribina, UC-1v150 y Doxorrubicina exhiben el
mismo comportamiento, mientras que Resiquimod comparte similitud con Celecoxib, Etoricoxib
e Ibuprofeno.



