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RESUMEN

Las enzimas Ciclooxigenasas (COX´s) o prostaglandina-endoperóxido sintasa (PGHS)
son importantes en la síntesis de prostaglandinas, que son las principales especies químicas
mediadoras de procesos inflamatorios. El cuerpo produce dos isoformas de COX altamente
homólogas, la ciclooxigenasas-1 (COX-1) y la ciclooxigenasas-2 (COX-2). La COX-1 partici-
pa en la producción de prostaglandinas que intervienen en procesos fisiológicos tales como:
protección del epitelio gástrico, mantenimiento del flujo renal, la agregación plaquetaria,
la migración de neutrófilos y también se expresa en el endotelio vascular; entre tanto la
COX-2 es inducible por estímulos proinflamatorios. Para contrarestar los síntomas de la
inflamación, hoy día es muy frecuente el uso de los antiinflamatorios no esteroideos (AI-
NEs); estos fármacos además de aportar muchos beneficios, también pueden causar efectos
secundarios sobre la salud de las personas (problemas cardiovasculares, respiratorios, en el
sistema nervioso, entre otros).

Debido a lo anterior, se hace necesario acelerar las investigaciones que permitan conocer
de manera más detallada los mecanismos de acción que involucren la utilización de pro-
ductos naturales de plantas como agentes farmacológicos. En la presente investigación se
utilizaron técnicas computacionales, especialmente las basadas en el Método de Acoplamien-
to Molecular para conocer la interacción proteina-ligando en sistemas de interés biológico.
Se logró determinar la relación estructura-actividad en procesos inflamatorios que involu-
cran la participación de una serie de metabolitos secundarios de plantas como la luteolina,
galangina, kaempferol, apigenina, morina y la quercetina sobre la inactivación de la enzima
Ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). En el acople COX-1/ligando se encontró que la apige-
nina fue el ligando que mostró la menor energía de acople con un valor de -8.88, mientras
que la quercetina arrojó el mayor valor (-6.65); para el acople COX-2/ligando la apigenina
también arrojó el menor valor energético (-8.93), entra tanto el kaempferol mostró el mayor
valor (-7.51). Esto muestra que la apigenina es el ligando con la mejor estabilidad dentro
del sitio activo de ambas enzimas.

Por otro lado, la quercetina fue quien mostró la mayor selectividad relativa con un índice
de selectividad proteína-ligando (ISPL) de 1.17, mientras que kaempferol muestró un ISPL
de 0.91. Teniendo en cuenta los parámetros de estabilidad y selectividad podemos decir que
de todos los ligandos utilizados, la quercetina sería el ideal para bloquear la COX-2.

Palabras claves: Enzima Ciclooxigenasa, Ligando, Metabolito, Antiinflamatorio, Aco-
plamiento Molecular.
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ABSTRACT

The enzymes Cyclooxygenase (COX) or prostaglandin-endoperoxide synthase (PTGS)
are important in the synthesis of prostaglandins, which are the main mediating chemi-
cals at inflammatory processes. The body produces two highly homologous COX isoforms,
cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2). COX-1 is involved in the pro-
duction of prostaglandins which take part in physiological processes such as: protection
of the gastric epithelium, maintenance of renal flow, platelet aggregation, neutrophil mi-
gration and also expressed in the vascular endothelium; Meanwhile COX-2 is inducible by
proinflammatory stimuli. To counteract the symptoms of inflammation, nowadays is very
frequent the use of nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs); These drugs in addi-
tion to other benefits, can also cause side effects on people’s health (cardiovascular and
respiratory problems, in the nervous system, among others). Due to the above, it is neces-
sary to accelerate the investigations that allow to know in more detail the mechanisms of
action that involve the use of natural plant products as pharmacological agents. In the pre-
sent research, computational techniques are used, especially those based on the Molecular
Docking Method to know the protein-ligand interaction in systems of biological interest.
It was possible to determine the structure-activity relationship in inflammatory processes
involving the participation of a number of secondary plant metabolites such as luteolin,
galangin, kaempferol, apigenin, morine and quercetin on the inactivation of the enzyme
cyclooxygenase (COX-1 and COX -2). In the COX-1 / ligand coupling it was found that
apigenin was the ligand which showed the lowest coupling energy with a value of -8.88,
whereas quercetin showed the highest value (-6.65); for the coupling COX-2 / ligand the
apigenin also showed the lowest energy value (-8.93), while kaempferol showed the highest
value (-7.51). This shows that apigenin is the ligand with the best stability within the active
site of both enzymes. On the other hand, quercetin showed the highest relative selectivity
with a protein-ligand selectivity index (PLSI) of 1.17, while kaempferol showed an PLSI of
0.91. Taking into account the parameters of stability and selectivity we can say that of all
the ligands used, quercetin would be the ideal to block COX-2.

Keybords: enzymes Cyclooxygenase, ligand, metabolites, antiinflammatory, Molecular
Docking.
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1. INTRODUCCIÓN

El impresionante desarrollo en la capacidad computacional de las últimas décadas ha
abierto las puertas a una nueva rama de las ciencias, a la que se refiere a menudo como
“la tercera forma” de hacer ciencia, y que se basa en la experimentación computacional, o
experimentación “In Silico”. En general, la forma de llevar a cabo un experimento compu-
tacional inicia por el modelamiento de un sistema real, a partir de principios físicos teóricos
y la posterior simulación computacional de su comportamiento utilizando algoritmos ma-
temáticos de cálculo. Por supuesto, tanto el modelo como el método de solución dependen
del propósito de la simulación.

En este trabajo, se utilizan métodos atomísticos y principios mecano-estadísticos para
estudiar el comportamiento de macromoléculas como las proteínas y su interacción con li-
gandos de bajo peso molecular, comportamiento enmarcado dentro de la relación estructura
actividad en sistemas biológicos. Para ello se utilizará una de las técnicas computacionales
de mayor importancia en el campo del modelado molecular y que es conocida como Acopla-
miento Molecular o Docking Molecular; dicha técnica nos permite predecir la conformación
más adecuada de una molécula al estar unida a otra, con el fin de formar un complejo
estable.

Hoy día uno de los sistemas biológicos de gran interés y en los cuales se hace necesario
la aplicación del Docking Molecular consiste en el estudio proteína/ligando con el fin de
descubrir fármacos con un gran potencial biológico. En este caso se busca conocer la relación
estructura/actividad de ambas moléculas desde el punto de vista atómico y así poder tener
información más detallada para descubrir o potencializar el efecto de un fármaco (ligando)
sobre una proteína (blanco).

Una de las macromoléculas importantes en el área clínica son las enzimas Ciclooxigenasa
(COXs); de las cuales se conocen principalmente dos isoformas, la Ciclooxigenasa-1 (COX-1)
y la Ciclooxigenasa-2 (COX-2). La COX-1 es constitutiva y cumple funciones indispensables
en el organismo, mientras que la COX-2 actúa como mediadora en los procesos de infla-
mación y por lo tanto se convierte en el blanco de los antiinflamatorios. Ambas enzimas
presentan una gran similitud entre sus sitios activos, los cuales varían solo en la posición de
tres de sus aminoácidos; esta particularidad ocasiona que la mayoría de los fármacos de tipo
antiinflamatorios no esterioideos (AINEs) no sean muy selectivos para la enzima COX-2,
sino que también bloquean a la COX-1 trayendo consigo graves consecuencias para el orga-
nismo. Debido a lo anterior, se hace necesario descubrir moléculas (ligandos) provenientes
de fuentes naturales, ya sea de plantas o animales, que sean bastante selectivas hacia la
COX-2 y así evitar o disminuir los efectos secundarios.

Para lo anterior se hace se hace necesario conocer desde el punto de vista atómico
los detalles que hacen parte del acople del ligando en la proteína con el fin de proponer
nuevas estructuras de ligandos y a la vez mejorar sus efectos terapéuticos. Es por ello
que en la presente investigación decidimos utilizar el Docking Molecular para describir la
relación estructura/actividad de metabolitos secundarios de plantas sobre la inhibición de
las isoformas de la Ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2).
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. Técnicas computacionales

Las técnicas computacionales basadas en métodos atomísticos han venido desarrollán-
dose y mostrando su utilidad en el estudio de procesos químicos con especial énfasis en sis-
temas catalíticos, orgánicos e inorgánicos.1,2 Prueba de ello es el actual grado de desarrollo
y complejidad de algoritmos y métodos computacionales para el estudio de macromoléculas,
tanto polímeros como sistemas proteínicos.3,4 Técnicas como la Dinámica Molecular (DM)
y el método de Monte Carlo (MC) han sido fundamentales para la correcta interpreta-
ción de resultados experimentales, muchas veces ambiguos o contradictorios.5 Los métodos
computacionales desarrollados para la descripción del comportamiento de la materia a nivel
molecular pueden dividirse en dos grandes tipos: métodos ab initio y métodos atomísticos.
Las técnicas ab initio describen la estructura electrónica y la reactividad de sistemas mo-
leculares a partir de postulados mecano-cuánticos, mientras que los métodos atomísticos
utilizan los principios de la mecánica clásica para simular sistemas a nivel atómico, pu-
diendo determinarse de esta manera propiedades macroscópicas a partir de postulados de
la física estadística.6–8 Esta metodología produce como resultado la información necesaria
para explicar los detalles del comportamiento proveniente de la interacción proteína-ligando
en sistemas de interés biológico.9

El acelerado desarrollo de software en los últimos tiempos ha generado una gran variedad
de programas de química computacional, de visualización de moléculas, de modelado, de si-
mulación molecular, etc., los cuales han permitido avanzar notoriamente en la comprensión
de muchos sistemas químicos y biológicos. Esto muestra que además de los métodos pura-
mente experimentales de estudio de la llamada relación “Estructura/Actividad”, tanto en
sistemas catalíticos sintéticos como en sistemas biológicos, también se han venido desarro-
llando metodologías in silico. Estas metodologías se basan en la representación y el análisis
de las interacciones entre las especies involucradas, proteína-ligando en el caso de sistemas
biológicos o reactivo-superficie catalítica en el caso de sistemas puramente químicos.10

Actualmente, mediante estos métodos computacionales se pueden generar y disponer de
algunos modelos y esquemas que pueden permitir el descubrimiento de potenciales dianas
terapéuticas para tratar determinadas patologías con nuevas opciones de tratamiento clí-
nico.11 Esta serie de avances en los cálculos teóricos ha elevado el uso y la popularidad de
los estudios in silico (computacionales) para el análisis de moléculas de interés biológico,
convirtiéndose esto en parte fundamental para el diseño y descubrimiento de fármacos de
gran interés.

Tanto ha sido el avance de la química computacional que el Premio Nobel de Química
2013 fue otorgado a tres químicos: Martin Karplus (Universidad de Strasbourg y Universidad
de Harvard), Michael Levitt (Escuela de Medicina de la Universidad de Stanford) y Arieh
Warshel (Universidad del Sur de California). Los tres galardonados contribuyeron en la
combinación de las dos metodologías, mecánica cuántica y mecánica molecular para tratar
sistemas complejos: usaron mecánica clásica para describir un sistema con muchos átomos
que sería imposible abordar con pura química cuántica y mecánica cuántica para estudiar
la región del sistema que lleva a cabo una reacción química.12
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Figura 1 . Acoplamiento Molecular Proteína-Ligando. De color amarillo se observa el
ligando que es un metabolito secundario de planta (apigenina) acoplado en el sitio activo
de la enzima Ciclooxigenasa-2.

2.2. Anclaje Molecular (Docking)

Una de las técnicas computacionales de mayor importancia en el campo de modelado
molecular es el Acoplamiento Molecular o Docking (del inglés, anclarse). Este es un método
que predice la conformación más adecuada de una molécula al estar unida a otra, con el
fin de formar un complejo estable. El conocimiento de la orientación preferida a su vez
puede ser usada para predecir la fuerza de la interacción o la afinidad de enlace entre dos
moléculas, usando por ejemplo, las funciones de puntuación (ó scoring functions).13

El Acoplamiento Molecular es una técnica muy usada para predecir la orientación del
enlace de moléculas pequeñas (ligandos), que serán candidatas a fármacos, con la proteína
que será el blanco donde ejercerán su acción, de esta forma se podrá predecir la afinidad y la
actividad del ligando (Figura 1). Es por ello que el Docking se convierte en un método muy
importante en el diseño racional de fármacos. Dada la importancia biológica y farmacéutica,
cada vez son mayores los esfuerzos que se llevan a acabo para mejorar el método usado para
predecir el Anclaje Molecula..14

El Acoplamiento Molecular puede ser relacionado con el modelo "llave-cerradura" pro-
puesto por Emil Fischer en 1894,15 al referirse a la especificidad que presentan las enzimas.
Como se muestra en la Figura 2, en dicho modelo lo que interesa es conocer la orientación
relativa de la "llave" la cual abrirá la "cerradura" sobre la cual estará la entrada de la “llave”.
En este caso la proteína representa la "cerradura" y el ligando la "llave". El Docking Mo-
lecular puede ser visto como la optimización de un mecanismo, lo cual se describiría como
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Figura 2 . Hipótesis modelo Llave-Cerradura (Fischer 1894). Este modelo plantea que
la enzima y su sustrato poseen complementariedad geométrica, es decir, sus estructuras
encajan exactamente una en la otra, por lo que este modelo ha sido denominado como
modelo de la "llave-cerradura", refiriéndose a la enzima como a una especie de cerradura y
al sustrato como a una llave que encaja de forma perfecta en dicha cerradura.

el "mejor encaje" del ligando que se une a una proteína de interés. Sin embargo, tanto el
ligando como la proteína son sistemas flexibles, por lo tanto durante el proceso, el ligando y
la proteína ajustan su conformación para lograr el "mejor encaje" global. El objetivo de esto
es simular computacionalmente el proceso de reconocimiento molecular con el fin alcanzar
una conformación óptima tanto para la proteína, como para su ligando, haciendo que la
orientación entre estos minimice la energía libre.

Para llevar a cabo un ensayo de acople proteína ligando, primero se necesita la estructu-
ra de la proteína, la cual ha sido determinada principalmente a través de técnicas biofísicas
como la cristalografía de rayos X (Rx) o Resonancia Magnética Nuclear (RMN). La estruc-
tura de la proteína y la base de datos de ligandos potenciales sirven como los valores a
ingresar en el programa que calcula el acoplamiento. El éxito del programa depende de dos
factores como lo son: el algoritmo de búsqueda y la función de puntuación. El algoritmo
de búsqueda consiste en la búsqueda espacial de todas las conformaciones (poses) y orien-
taciones posibles que pueden haber en el acople proteína-ligando. Entre tanto, la función
de puntuación toma una pose como dato a introducir y entrega un número, indicando si la
interacción puede ser favorable. La mayoría de las funciones de puntuación están basadas
en la mecánica de la física molecular por campos de fuerza que estiman la energía de la
pose; así una energía baja (negativa) indica un sistema estable y por tanto con una mayor
posibilidad de que así se lleve a cabo la interacción.14,16,17

Una interacción enzima-ligando pueden resultar en la activación o la inhibición de la
enzima. Si la proteína es un receptor, el resultado del enlace con el ligando puede resultar
en un agonismo o antagonismo. El acoplamiento molecular es usado en el campo del diseño
de fármacos, ya que la mayoría de estos son pequeñas moléculas orgánicas. Dentro de las
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aplicaciones del acoplamiento molecular encontramos las siguientes:

Identificar ligandos potenciales: las funciones de puntuación puede ser usada para en-
contrar rápidamente grandes bases de datos con fármacos in silico potenciales, de esta
manera se pueden descubrir ligandos que tienen una mayor probabilidad de enlazar a
una proteína de nuestro interés.

Optimización dirigida: el acoplamiento molecular puede ser usado para predecir dónde
y en qué orientación relativa el ligando enlazará con la proteína. Esta información
puede usarse para diseñar análogos más potentes y selectivos.

Biorremediación: El acoplamiento proteína-ligando puede ser usado para predecir con-
taminante que pueden ser degradados por enzimas.

El Acopamiento Molecular es un campo que ha venido creciendo mucho en los últimos
años; entre algunas de las principales aportaciones se encuentran las de David S. Good-
sell, quien fue el creador del programa llamado AutoDock, cuyo objetivo es el estudio de
compatibilidad de moléculas pequeñas llamadas ligandos con moléculas grandes llamadas
receptores como candidatas a la formación de fármacos; también está el Kuntz Group crea-
dor del programa llamado DOCK; Mark Thompson creador del software ArgusLab18 y
recientemente el Dr. Oleg Trott quien diseñó el programa AutoDock Vina en el Graphics
Lab molecular del Instituto de Investigación Scripps, dicho programa es de código abierto
para hacer acoplamiento molecular.19

En la presente investigación, para llevar a cabo el proceso de acople entre las COXs y
los ligandos de interés, se utilizó el programa AutoDock, el cual consta de un conjunto de
herramientas de conexión automatizados diseñado para predecir la forma en la cual pequeñas
moléculas, tales como sustratos o candidatos a fármacos, pueden unirse a un receptor de una
molécula cuya estructura 3D es conocida. Autodock consta de dos generaciones de software:
AutoDock 4 y AutoDock Vina. Para este estudio utilizamos AutoDock Vina, el cual es una
nueva generación de software que logra mejoras significativas en la exactitud promedio de
las predicciones del modo de unión en comparación con AutoDock 4 (Figura 3). Vina utiliza
una función de puntuación más simple que permite un método de búsqueda más rápido y
a la vez proporciona resultados reproducibles para sistemas más grandes con más de 20
enlaces flexibles.19

Se utilizó el algoritmo genético Lamarckiano (LGA), el cual es un algoritmo genético
híbrido con busqueda local. Un algoritmo genético es un método de búsqueda basado en
la macánica de la selección natural y de la genética natural (Figura 4). Combina la super-
vivencia del más apto entre estructuras de secuencias con un intercambio de información
estructurado, aunque aleatorizado, para constituir así un algoritmo de busqueda que tenga
algo de las genialidades de los procesos evolutivos naturales.20

2.3. Moléculas Blanco

La asociación entre moléculas biológicamente revelantes, tales como proteínas, ácidos
nucleicos, carbohidratos y lípidos juega un papel central en la transducción de señal. Por
tanto, la orientación relativa del dúo interactúante puede afectar el tipo de señal produci-
da (ejemplo, agonismos contra antagonismo). Por lo que el acoplamiento molecular gana
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Figura 3 . Representación esquemática para diferenciar la eficiencia en la predicción del modo
de unión entre AutoDock 4 (Autodock en la imagen) y Autodock Vina (Vina en la imagen).
Esta última versión mejora significativamente la exactitud promedio de las predicciones del
modo de unión Receptor-ligando.

Figura 4 . Representación gráfica de un Algoritmo Genético: Primero se da el intercambio
de información genética entre dos individuos para dar origen a la siguiente generación.
Posteriormente una mutación modifica al azar parte del cromosoma de los individuos y de
esta manera se repite el ciclo del algoritmo genético.
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importancia al predecir la fuerza y el tipo de señal producida.Dentro de las biomoléculas
blanco para la acción de ligandos específicos, las proteínas juegan un papel muy importante
debido a las diversas funciones que desempeñan (estructural, transporte, enzimática, regu-
lación, etc.); el estudio de estas biomoléculas es fundamental para entender el mecanismo
que se lleva a cabo en muchos procesos biológicos.

Para estudiar macromoléculas como las proteínas no basta con la utilización de las téc-
nicas experimentales, sino que para interpretar mejor la afinidad, selectividad y estabilidad
de dichas moléculas, es necesario utilizar modelos con detalle atómico de su estructura;
para ello el modelamiento y la simulación molecular computacional juega un papel muy
importante, principalmente en lo que respecta al modelado tridimensional de proteínas,
cuyo objetivo es el estudio de las interacciones que le confieren su estructura específica, la
predicción de sitios potenciales de reconocimiento de los ligandos que pudieran albergarse
en ellas (docking), así como simulaciones de su DM y de su reactividad estructural frente
a cambios del medio.21 Para el caso de la Dinámica de las proteínas, esta juega un papel
muy importante en el estudio de fenómenos bioquímicos, ya que nos ayuda a comprender
mejor los cambios de conformación que experimentan estas biomoléculas en un lapso de
tiempo. Sin embargo, describir la flexibilidad de las proteínas es un proceso muy complejo,
es por ello necesario recurrir a técnicas de simulación en las que partiendo de una estructura
promedio de alta calidad se analiza cómo la proteína se va deformando a lo largo del tiempo,
es aquí donde la DM juega un papel fundamental.22

2.4. Metabolismo del Ácido Araquidónico (AA)

Los eicosanoides abarcan a las familias de prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos
y otros compuestos que derivan de ácidos grasos esenciales de 20 carbonos que contienen
3, 4 ó 5 dobles ligaduras; entre estos ácidos se encuentra el 5, 8, 11, 14 eicosatetranoico,
también llamado Ácido Araquidónico (Figura 5), el cual es el precursor más abundante
de eicosanoides en los humanos y proviene del ácido linoleico de los alimentos o se ingiere
directamente de la dieta. La formula molecular del AA es C20H32O2, es un ácido graso
poliinsaturado de la serie omega-6, forma parte de los fosfolípidos de las membranas de las
células y es el precursor de la biosíntesis de eicosanoides.

El AA no existe en forma libre en el interior de las células, pero normalmente está
esterificado en los fosfolípidos de membrana especialmente en la posición del C2 de la
fosfatidilcolina y del fosfotidilinositol. Su liberación desde los depósitos celulares de lípidos
depende de la acción de acilhidrolasas y en particular de fosfolipasa A2 y en plaquetas del
ser humano por la diacilglicerol lipasa. El AA se libera de los fosfolípidos de membrana
por la activación de las fosfolipasas celulares (C, A2 o ambas) o también por el incremento
de las concentraciones citosólicas de calcio que también activan las enzimas anteriormente
enunciadas. Todo parece indicar que los estímulos físicos propenden a que penetre el ión-
calcio a la célula al alterar su membrana y así activar la fosfolipasa A2, la cual hidroliza los
fosfolípidos de membrana (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) con liberación de ácido
araquidónico. Por otro lado, la fosfolipasa C desdobla el enlace fosfodiester, con lo cual
se forma 1,2 diglicérido. Después de lo anterior, intervenciones sucesivas de la lipasa de
diglicérido liberan ácido araquidónico a partir del diglicérido.23,24

Una vez liberado el AA de la membrana celular, parte de este es metabolizado hasta
obtener productos oxigenados por acción de diferentes vias o sistemas enzimáticos como la
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Figura 5 . Estructura molecular del Ácido Araquidónico (C20H32O2)

ciclooxigenasa, lipooxigenasas o familias de citocromo P-450. Para el caso de la ciclooxige-
nasa, estas enzimas actúan sobre el AA y provocan 2 acciones diferentes: una que oxigena y
produce una estructura en anillo y forma el endoperóxido cíclico PGG2 y una actividad de
peroxidasa que transforma PGG2 en PGH2. Los endoperóxidos G y H son químicamente
inestables, pero por acción enzimática se transforman en diversos productos que incluyen
prostaglandinas (PGE2, PGD2 y PGF2), prostaciclina y tromboxano (TXA2). Para el caso
de la via de las lipooxigenasas (LOs), estas enzimas citosólicas catalizan la oxigenación de
los carbonos 5- 12- ó 15- del AA, originando como productos principales leucotrienos, HE-
TE y lipoxinas (Figura 6). Todos los productos mencionados derivados tanto de la via de
la ciclooxigenasa y lipooxigenasa son mediadores importantes de la inflamación.25,26

2.5. La Ciclooxigenasa como caso de estudio para el estudio de acople mole-
cular

En este trabajo nos vamos a enfocar en un tema de interés biológico como es el caso de
la inflamación. Analizaremos el impacto de especies activas sobre la inhibición selectiva de
la enzima Ciclooxigenasa-2 (COX-2) con el fin de minimizar la síntesis de prostaglandinas
y así disminuir el impacto negativo de los procesos inflamatorios. Cuando hablamos de
inflamación nos estamos refiriendo a la respuesta del sistema inmunológico del organismo
ante el daño causado a sus células y tejidos vascularizados ya sea por agentes patógenos,
traumatismos, necrosis, agentes químicos o físicos, o reacciones inmunitarias, entre otros.

La inflamación ejerce una respuesta protectora que tiene como fin aislar, contener la
lesión, destruir al agente agresor y posteriormente preparar al tejido dañado para su repa-
ración, proceso que consta de cambios vasculares y celulares mediados por factores químicos
que se manifiestan clínicamente. La inflamación se caracteriza por cambios en la permeabi-
lidad de los vasos sanguíneos del tejido afectado, que da lugar a la acumulación de líquido
y leucocitos en los tejidos extravasculares, lo cual causa enrojecimiento, tumefacción, calor,
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Figura 6 . Metabolismo del Ácido Araquidónico
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Figura 7 . Signos cardinales de la inflamación

Tabla 1
Comparación de las isoformas de la COX-1 y COX-2

COX-1 COX-2
Homología entre aminoácidos 60% 60%
Localización cromosómica Cromosoma 9 Cromosoma 1
Localización intracelular Retículo endoplasmático Membrana nuclear

Expresión tisular Células endoteliales, estómago,
riñón, musculo liso, entre otros.

Mayoría de los tejidos, especialmente
células inflamatorias (Requiere
estimulación por: factores de
crecimiento,citocinas y hormonas)

Regulación Constitutiva Inducible
Tamaño del gen 22.5 kb 8.3 kb

dolor y si no se trata a tiempo se puede llegar a la pérdida de la función del tejido (Figura
7). Normalmente, la inflamación termina cuando se elimina el estímulo lesivo y desaparecen
o se inhiben los mediadores inflamatorios. Entre los mediadores de la inflamación encon-
tramos las prostaglandinas, leucotrineos, tromboxanos, histamina, serotonina, citoquinas e
interleuquinas, entre otros como el ácido araquidónico (AA), el cual es liberado por células
bajo procesos de stress o muerte celular (necrosis) y cumple un papel importante en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria.27

Las enzimas Ciclooxigenasas (COX’s) o prostaglandina-endoperóxido sintasa (PGHS)
son importantes en la síntesis de prostaglandinas, que son las principales especies químicas
mediadoras de procesos inflamatorios. El cuerpo produce dos isoformas de COX altamen-
te homólogas, la COX-1 y la COX-2 (Figura 8). La COX-1 participa en la producción de
prostaglandinas que intervienen en procesos fisiológicos tales como: protección del epitelio
gástrico, mantenimiento del flujo renal, la agregación plaquetaria, la migración de neutró-
filos y también se expresa en el endotelio vascular; entre tanto la COX-2 es inducible por
estímulos proinflamatorios.28

En la tabla 1 se muestra una comparación entre las isoformas de la COX 1 y 2.
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Figura 8 . Estructuras secundarias de las enzimas COXs. (A) estructura de la COX-1. (B)
estructura de la COX-2. En ambas enzimas se observan las láminas Beta (amarillo), Hélices
Alafa (violeta) y los coils. Debido a la alta similitud que existe en la secuencia primaria de
ambas enzimas, sus estructuras secundarias son altamente homólogas.
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2.6. Caracterización de la COX-1

La estructura terciaria de la COX-1 puede ser dividida en tres unidades plegables distin-
tas: la primera formada por los residuos amino-terminal 34-72, los cuales forman un pequeño
dominio compacto unidos por tres enlaces disulfuro. La conformación global de este domi-
nio, incluyendo la disposición de los enlaces disulfuro, es muy similar a la del factor de
crecimiento epidérmico y se une covalentemente al cuerpo principal de la enzima por otro
puente disulfuro Cys-37 -Cys159. La segunda unidad de plegado la conforman los residuos
73-116. Esta consiste en una estructura en espiral de alfa hélices A, B, C y D localizadas
a un lado del monómero. Estas hélices son altamente anfipáticas y crean un nuevo motivo
para la inserción de la enzima a la bicapa lipídica. La hélice de transición, D, forma la ter-
cera unidad de plegado, la cual consiste en un dominio globular catalítico de gran tamaño
conformada por los residuos 117-587. El dominio catalítico es una estructura globular que
contiene los sitios activos ciclooxigenasa y peroxidasa. Ambos sitios comprenden dos lóbulos
distintos de la cadena del polipéptido aunque entrelazados entre si. El lóbulo más grande lo
constituye una estructura formada por siete hélices alfa y bucles intermedios de alrededor
de este núcleo de hélices. El lóbulo más pequeño del dominio catalítico está formado por
seis hélices alfa. Estas seis hélices forman un conjunto más o menos paralelo con sus ejes.
Los dos lóbulos (grande y pequeño) están conectadas por seis segmentos polipeptídicos.

El sitio activo de la COX-1 consiste en un largo y estrecho canal que se extiende desde
la superficie exterior del motivo de unión a la membrana a través de las hélices A, B y C
hasta el centro del monómero. La Tyr 385 es un resíduo que se encuentra en el vértice del
canal, cerca del grupo hemo y está rodeado por un anillo de seis residuos aromáticos. La Ser
530 está acetilada por la aspirina y se encuentra justo por debajo de Tyr 385 en un punto
donde su acetilación fácilmente podría bloquear el acceso a la parte superior del canal.

La Glu 524 se encuentra cerca de Arg 120, y estos dos residuos pueden formar un
puente salino; los dos aminoácidos mencionados son los únicos residuos iónicos canal. El
centro activo de la ciclooxigenasa se encuentra en la parte superior del canal cerca tyr
385. La existencia de arg 120 en el canal también proporciona un residuo importante para
proporcionar un grupo carboxilato al sustrato.28,29

2.7. Caracterización de la COX-2

La estructura tridimensional consiste en tres dominios distintos: el N-terminal muy
similar al dominio del factor de crecimiento epidérmico; el segundo es el dominio de unión a
membrana con la mayor parte de sus residuos orientados hacia fuera de la proteína, donde
pueden interaccionar con una de las capas lipídicas de la membrana y el tercero es el dominio
catalítico C-terminal donde se encuentran los sitios activos ciclooxigenasa y peroxidasa.

Debemos tener en cuenta que las comparaciones que se han descrito entre las dos enzimas
hacen parte de las estructuras cristalinas COX-1 de oveja y COX-2 de murino.

Según Picot,29 el gen de murino de la COX-2 codifica para 607 aminoácidos, incluyendo
17 residuos del péptido señal. La secuencia de la estructura proteica inicia con el residuo
Ala 18, residuo 33 en la numeración de la COX-1. Los autores mencionados para mostrar
mayor claridad, utilizaron la numeración de la COX-1, en la cual no se han podido localizar
los últimos 35 residuos en la región carboxi-terminal.
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La enzima COX-2 presenta un sitio activo hidrofílico de gran tamaño en el cual se dan
origen a diferentes tipos de prostanoides por la transformación del ácido araquidónico (AA).
Entre los aminoácidos contenidos en el centro activo de la proteína se encuentran Val523,
Arg513, Val434, Ser 530, Tyr 385, Leu 384, Phe 381, Tyr 355, Val 116, Leu 359, entre
otros. El bloqueo de dicha área por parte de medicamentos como, el celecoxib, naproxeno,
diclofenaco y otros analgésicos causan una disminución en la síntesis de prostaglandinas y
con ello una disminución de los signos y síntomas de la inflamación.30,31

Una diferencia notable entre los sitios activos de ambas isoformas de COX radica en que
para el caso de la COX-2 se encuentra el residuo Val 523 que tiene un tamaño menor a la Ile
523 presente en la COX-1, esto permite mayor libertad para el acceso de otros inhibidores
como la nimesulida y SC-558, ya que el bolsillo lateral de la COX-2 se hace más amplio.
Además, los AINES pueden acceder a una cavidad adyacente al sitio activo y establecer
interacciones adicionales con otros residuos de la enzima, por ejemplo la arginina que sus-
tituye a la histidina en la posición 513. Esta diferencia estructural es de gran importancia
ya que permite la inhibición selectiva de la COX-2 por fármacos específicos que disminuyan
la inflamación sin dar lugar a las toxicidades gastrointestinal y renal características de los
AINEs tradicionales que son el resultado de la inhibición de la COX-1.28,32

2.8. Ciclooxigenasa 3 (COX-3)

Además de las enzimas COX-1 y COX-2, también hay estudios que han identificado
otra isoforma de COX llamada Ciclooxigensas 3 (COX-3). En el año 2002 Simmons de
la Universidad Brigham Young de Estados Unidos descubrió de manera accidental tres
nuevas isoformas de la enzima COX que derivan de la COX-1, las llamadas Ciclooxigenasas
parciales 1a (PCOX-1a), 1b (PCOX-1b) y la Ciclooxigenasa-3 (COX-3).33 Tanto la COX-3
como las ciclooxigenasas parciales (PCOX) son sintetizadas a partir del gen que codifica
la COX 1. La COX-3 se ubicada en el cromosoma 9 y se diferencia de la COX-1 en la
retención de 1 intron en su mRNA; este cambio estructural hace que la COX-3 se oriente
a nivel celular hacia el retículo endoplasmático y la envoltura nuclear. La COX-3 posee
capacidad de realizar glicosilación similar a la realizada por la COX-1 y COX-2, es decir,
tiene la capacidad de sintetizar PGs a partir del AA; las PCOX no poseen esta capacidad y
hasta el momento no se ha postulado función alguna para estas.34 La COX-3 es una enzima
constitutiva como la COX-1 y no inducida como la COX-2. a la vez su concentración es
inversa a la concentración de peróxidos en los tejidos. Por esto no están en las zonas de
inflamación (ricas en peróxidos) y tampoco toman parte en la instauración del dolor a nivel
periférico, el cual es mediado por las PGs COX-2 principalmente.35

2.9. Los AINES como control de la inflamación

La inflamación aunque es un mecanismo homeostático del organismo, de acuerdo a su
duración puede tener consecuencias nocivas como la isquemia y la hipersensibilidad. Actual-
mente se usan medicamentos antiinflamatorios con capacidad analgésica y antiinflamatoria
como son los no esteroideos (AINEs), cuyo mecanismo de acción se basa en inhibir la enzima
COX, esto convierte dicho mecanismo en un estudio de gran interés biológico como veremos
más adelante. Los AINEs hacen parte de una ámplia gama de medicamentos utilizados para
el control de la inflamación, el dolor y la fiebre, pero a menudo causan un número de efec-
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Figura 9 . Los problemas gastrointestinales son uno de los principales efectos que se le atribu-
yen a los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), estos pueden causar úlceras, esofaguitis,
gastroduodenitis entre tros.

tos secundarios en el organismo, entre los cuales encontramos problemas gastrointestinales
(esofagitis, úlceras, gastroduodenitis, lesiones tópicas, indigestion, etc), renales (reducción
del flujo sanguíneo renal y de la tasa de filtración glomerular conllenvando a la retención
de sal y agua) y aumento de los niveles de la tensión arterial (Figura 9). La causa que se le
atribuye a los AINEs por producir dichos efectos, se debe a que la mayoría de estos medi-
camentos no son selectivos para la COX-2, sino que también inhiben la COX-1, enzima que
realiza funciones indispensables en el organismo. La razón por la cual dichos medicamentos
inhiben ambas isoenzimas se debe a que sus secuencias de aminoácidos son muy similares
y por ello sus sitios activos poseen características muy cercanas.36

Debido a lo anterior existe un gran interés en el diseño de nuevos fármacos selectivos
para la enzima COX-2, lo cual sería la solución para los efectos secundarios que se le atribu-
yen a muchos analgésicos inespecíficos.37 La búsqueda de nuevos candidatos con actividad
antiinflamatoria ha sido uno de los objetivos que hoy día se estan llevando a cabo para
controlar trastornos de tipo inflamatorio. Desde el punto de vista experimental estos ensa-
yos resultan muy costosos y requieren mucho tiempo para obtener resultados; debido a lo
anterior las técnicas computacionales resultan una alternativa de gran importancia para la
búsqueda de candidatos con actividad farmacológica, en este caso de tipo antiinflamatoria.

2.10. Los flavonoides como alternativa farmacológica antiinflamatoria

Debido a los efectos secundarios que producen los AINES,38–41 se ha despertado un gran
interés por el uso de productos naturales de plantas como fuente importante de princípios
activos para la creación de nuevos medicamentos. Muchos compuestos vegetales han demos-
trado tener una variedad de estructuras bioactivas con actividad farmacológica, incluyendo
anti-tumorales, con propiedades antiinflamatorias, anticancerígena, antivirales, hepatopro-
tectora, sedantes, entre otras (Figura 10).

Entre los principios activos mencionados encontramos los flavonoides, estos son meta-
bolitos secundarios que se caracterizan por tener efectos antialérgico, antitrombótico, car-
diotónico, antimicrobianos, con actividad antioxidante, antiinflamatorios, entre otros. Los
flavonoides son compuestos que se encuentra en casi todas las plantas gracias a la rela-
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Figura 10 . Los productos naturales de plantas son una fuente esencial para la producción
de fármacos.

Figura 11 . Estructura base de un flavonoide.

ción que tienen en los procesos de germinación y transporte de azúcares. Son un grupo de
moléculas generadas por el metabolismo secundario de las plantas que, como otros princi-
pios activos vegetales, se originan mediante una ruta biosintética mixta (en el caso de los
flavonoides, a través de la ruta del ácido Shikímico y la ruta de los Policétidos).

Los flavonoides son compuestos fenólicos diaril-propánicos, es decir, su estructura es del
tipo C6-C3-C6, con dos anillos aromáticos (bencénicos) unidos entre sí por una cadena de
3 carbonos ciclada a través de un oxígeno. El anillo A se biosintetiza a través de la ruta
de los Policétidos, el B y la unidad C3 proceden de la ruta del ácido Shikímico. Todos los
flavonoides son estructuras hidroxiladas en el anillo aromático y, por tanto, son polifenólicas;
poseen un carbonilo en posición 4 y las variaciones se producen en las posiciones 1, 2 y 3 de la
unidad C3 y en el anillo B. Los flavonoides se clasifica en Flavonoles, Flavonas, Catequinas,
Antocianidinas, Dihidrochalconas e Isoflavonas, de acuerdo a la variación de la oxigenación
del anillo C.42,43

Los estudios fitoquímicos juegan un papel muy importante en el descubrimiento de me-
tabolitos secundarios de plantas con actividad biológica, ya que nos permiten evaluar el
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potencial terapéutico de extractos obtenidos de especies vegetales, fraccionando la com-
posición en partes que pueden ser objeto de evaluación de actividad biológica específica.
La finalidad del estudio fitoquímico es reconocer los princípios activos específicos responsa-
bles de la actividad ya sea farmacológica, insecticida, antioxidante, bactericida, mutagénica,
entre otras.

Existen estudios en los que se utilizan técnicas fitoquímicas, a través de las cuales se
evalúa la actividad biológica de extractos y principios activos vegetales, que son complemen-
tadas con técnicas experimentales in silico, por ejemplo anclaje molecular, para determinar
la acción y el mecanismo de una cierta estuctura químicas sobre un determinado blanco
molecular. Un ejemplo claro de lo anterior, donde se utilizan las dos técnicas para la eva-
luación de la actividad analgésica del extracto etanólico de Erythrina variegata (Fabaceae),
seguido de un análisis de acoplamiento molecular, es el presentado por Muhammad et al..44
En el citado trabajo, se estableció la presencia de metabolitos de tipo alcaloide y flavonoide
en el extracto de Erythrina variegata, cuyos efectos analgésicos fueron confirmados in vivo
utilizando ratones. Para el caso del anclaje molecular se encontró que la faseolina presen-
tó características energéticas y estéricas favorables como ligando inhibidor de las enzimas
COXs.

Carvajal et al 45 determinaron la actividad bactericida de extractos de tres especies
de plantas sobre bacterias patógenas para el humano. Determinaron la citotoxicidad de
extractos y fracciones de este, encontrando que los extractos de la familia Verbenaceae
no presentaron actividad antibacteriana, mientras que los de la familia Chrysobalanaceae
inhibieron la replicación de bacterias grampositivas. También encontramos trabajos fitoquí-
micos enfocados en evaluar la actividad biológica de extractos de plantas, ya sea de tipo
insecticida, antioxidante, citotóxica y mutagénica entre otras actividades biológicas.46–49

En la Universidad de Sucre, el grupo de investigación en productos naturales cuenta con
muchos trabajos donde han encontrado efectos biológicos apartir de extractos obtenidos de
plantas, tal es el caso de la evaluación química y biológica del extracto etanólico de las
hojas frescas de Muntingia calabura (Elaeocarpaceae), donde evaluaron específicamente su
actividad insecticida. Además elucidaron las estructuras químicas de flavonoides como el
3,5,7,4-tetrahidroxi-3- metoxiflavonol; 8-metoxiflavona; 3,5,7-trihidroxiflavanonol y el 5,7,8-
trihidroxiflavanona.50

Estudios han demostrado que los flavonoides presentan actividad inhibitoria de la enzima
Ciclooxigenasa ayudando así a la disminución de los procesos inflamatorios, mientras que
su especificidad no ha sido evaluada rigurosamente.44,51,52

Teniendo en cuenta lo mencionado, a través de la presente investigación queremos utilizar
herramientas computacionales como lo es el Anclaje Molecular para describir la relación
estructura-actividad entre las isoenzimas COX 1 y 2 con metabolitos secundarios de plantas,
específicamente flavonoides (flavonas y flavonoles); esto con el fin de evaluar el mecanismo
de acción de dichos principios activos desde el punto de vista atomístico y enegético y así
poder clasificar su acción de acuerdo a su estructura química; lo anterior se convierte en
una alternativa de gran importancia para el descubrimiento de fármacos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Utilizar herramientas de la química computacional para describir la relación estructura-
actividad en procesos de inhibición de la inflamación que involucran la acción de metabolitos
secundarios de plantas sobre la enzima Ciclooxigenasa (1 y 2).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

• Llevar a cabo la categorización de estructuras químicas con actividad biológica a través
de parámetros de interacción energética provenientes de estudios de anclaje molecular.
• Describir los parámetros que intervienen en el proceso de inactivación/activación de

sitios activos en proteínas por medio de estructuras químicas idóneas.
• Describir los mecanismos de interacción en sistemas proteína-ligando y cuantificar

dichos mecanismos en términos de parámetros energéticos, energías libres, entalpías y en-
tropías.
• Cuantificar el nivel energético de anclaje de acuerdo a las energías de unión de cada

interacción proteina-ligando.
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Figura 12 . Ilustración del proceso de difracción de rayos X

4. METODOLOGIA

A continuación describiremos los procedimientos que se llevaron a cabo para la presente
investigación. Estos se basan en los siguientes puntos: caracterización de estructuras protéi-
cas, preparación de las enzimas e identificación del sitio activo, caracterización de ligandos,
optimización geométrica, Docking Molecular, Índice de Estabilidad e Índice de selectividad.

4.1. Caracterización de estructuras protéicas (COXs)

Las estructuras fueron obtenidos de la base de datos de acceso libre Protein Data Bank
(PDB)53 (http://www.rcsb.org/pdb) utilizando los siguientes códigos: para la COX-1 ex-
traida de Ovis aries (PDB ID: código 3N8Z) y COX-2 de Mus musculus (PDB ID: código
1CX2).

En la base de datos del Protein Data Bank podemos encontrar mucha información de
un gran número de proteínas y ácidos nucleicos, como su estructura primaria, secundaria y
terciaria, las especies de las cuales han sido extraidas, los artículos relacionados con estu-
dios de las macromoléculas, los métodos experimentales utilizados para su elucidación, entre
los cuales se encuentran: cristalografía de rayos X (R-X), Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), Microscopía Electrónica (ME), cristalografía electrónica, difracción de neutrones,
dispersión de solución, entre otras.Para el caso de las proteínas COXs, estas fueron diluci-
dadas por cristalográfia de rayos X, la cual es una técnica que se basa en el fenómeno de
difracción de rayos X por sólidos en estado cristalino (Figura 12). Dichos rayos son difracta-
dos por los electrones que rodean los átomos por ser su longitud de onda del mismo orden de
magnitud que el radio atómico. El haz de rayos X emergente tras esta interacción contiene
información sobre la posición y tipo de los átomos impactados. Los cristales, gracias a su
estructura periódica , dispersan elásticamente los haces de rayos X en ciertas direcciones y
los amplifican por interferencia constructiva, originando un patrón de difracción.54

Una busqueda en el PDB, con la palabra clave COX-1 arroja 217 estructuras directamen-
te relacionadas con la enzima COX-1. Las estructuras COX-1, discriminadas de acuerdo a la
especie de la cual han sido extraidas, presentan la siguiente distribución: Homo sapiens (51),
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Bos taurus (29), Mus musculus (25),Ovis aries (22),Escherichia coli (12),Rattus norvegicus
(12),Zea mays (10), otras especies (53). La estructura tridimensional de dichas enzimas ha
sido obtenida en diferentes laboratorios y utilizando tres de los métodos experimentales
mencionados anteriormente: R-X, RMN y ME. Para elucidar dichas estructuras se han uti-
lizado diferentes tipos de ligandos como drogas y otros inhibidores con los cuales forman
complejos estables. En la actualidad hay un registro de 171 ligandos para la COX-1, en-
tre los cuales se encuentran unos muy conocidos como: flurbiprofeno, ácido araquidónico,
ibuprofeno, ión sodio, óxido nítrico.

Para el caso de la COX-2, encontramos un total de 220 estructuras, las cuales han sido
extraidas de especies como: Homo sapiens (51), Mus musculus (43),Bos taurus (28), Ovis
aries (21),Escherichia coli(12), Rattus norvegicus (12),Saccharomyces cerevisiae(8), otras
(42). Los métodos experimentales que han sido utilizados para determinar su estructura
tridimensional son los mismos empleados para COX-1, es decir R-X, RMN y ME. Para
elucidar las estructuras de la COX-2 se han utilizado diferentes tipos de inhibidores con
los cuales forman complejos estables. Actualmente hay un registro de 178 ligandos para
la COX-2, entre los cuales se encuentran: ácido acetilsalicílico flurbiprofeno, urea, ácido
araquidónico,ibuprofeno.53

Como se mencionó al inicio de la metodología, las estructuras de las enzimas que se
utilizaron para la presente investigación corresponden a las extraidas deMus musculus para
COX-2 y Ovis aries para COX-1. La razón por la cual seleccionamos dichas estructuras
se debe a que segun Kurumbail et al la COX-2 de humano presenta una similitud del 87%
con la enzima de murinos y además se conserva la secuencia de aa que hecen parte del sitio
activo, por lo tanto se espera que la estructura de la COX-2 humana sea muy similar a la
enzima murina.32

4.2. Preparación de las enzimas COX e identificación del sitio activo

Al observar el archivo pdb de la enzima COX-2 (prostaglandina endoperóxido sintasa-2)
encontramos que esta pertenece al grupo de las oxidorreductasa, se encuentra formando un
complejo con un inhibidor selectivo SC-558. Las moléculas se mostraban como tetrámeros,
es decir que se observaban cuatro cadenas (A, B, C y D). El organismo del cual fue extraída
dicha enzima es Mus musculus, comunmente llamado ratón de casa.32 La línea celular
utilizada fue un cultivo SF21.

Para el caso de la COX-1, también llamada prostaglandina endoperóxido sintasa-1 per-
tenece al grupo de las oxidorreductasa. Su estructura cristalina forma un complejo con
flurbiprofeno. La molécula se observaba como un dímero (cadena A y B). El organismo del
cual fue extraída la enzima fue Ovis aries, comunmente llamado oveja.55

Las estructuras se visualizaron en el Visual Molecular Dinamycs (VMD), el cual es un
programa para modelar y visualizar moléculas.56 Para obtener el monómero con el cual se
trabajó, las enzimas fueron cortadas utilizando el programa para visualización de moléculas
PyMOL, el cual también fue utilizado para eliminar los grupos hemos, las moléculas de
agua y los ligando presentes en su estructura. Posteriormente se identificó el sítio activo
de las enzimas, el cual ya ha sido plenamente identificado en la literatura científica y fue
caracterizado previamente en la introducción.29,32
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4.3. Caracterización de ligandos

Los ligandos fueron obtenidos de la base de datos ChemSpider, la cual ofrece acceso
libre y rápido a más de 40 millones de estructuras químicas de las cuales podemos tener
información de sus propiedades físicas y químicas, estructura molecular, datos espectrales,
métodos sintéticos, información de seguridad y la nomenclatura.

Los ligandos utilizados son metabolitos secundarios de plantas pertenecientes al grupo
de los flavonoides (flavonas y flavonoles). Para el presente estudio se utilizaron los siguientes
(Figura 13).:

Apigenina(5,7-Dihidróxi-2-(4-hidróxifenil)-4H-1-benzopirano-4-one)

Luteolina (2-(3,4-Dihidróxifenil)-5,7-dihidróxi-4-chromenone)

Quercetina(2-(3,4-dihidróxifenil)-3,5,7-trihidróxi-4H-chromen-4-one)

Morina(2-(2,4-dihidróxifenil)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one);

Galangina(3,5,7-trihidróxi-2-phenylchromen-4-one)

Kaempferol(3,5,7-Trihidróxi-2-(4-hidróxifenil)-4H-chromen-4-one))

4.4. Optimización Geométrica

La optimización geométrica es una técnica del modelamiento molecular, cuyo objetivo es
obtener las conformaciones estructurales de más baja energía por medio de la determinación
de los puntos críticos de la función de la energía potencial frente a las rotaciones de los
enlaces químicos que forman la molécula, con esto se predice la disposición tridimensional
de los átomos en una molécula. Durante la realización de los cálculos de la mejor geometría
molecular se obtienen valores de energía para cada conformación, los cuales varían según
el estado de rotación de los enlaces químicos. Para los estados de transición se obtienen
valores que equivalen a máximos de la función energética, mientras los valores más bajos
corresponden a mínimos locales o globales en función de su geometría. Dos átomos se dice
que están unidos entre sí por un enlace si hay una fuerza de oposición contra separándolos.
Asociado con un bono es una energía de enlace, que es la energía total requerida para
separar los átomos. Excepto a muy alta temperatura, los átomos forman enlaces entre sí
y conglomerado en moléculas y agregados más grandes, tales como cadenas atómicas o
moleculares, clusters, y cristales.

La técnica de optimización calcula la función de onda y la energía a partir de la geome-
tría inicial (entiéndase por geometría a una dada distribución espacial de los átomos en la
molécula) y luego procede a buscar una geometría de menor energía. Esto se repite hasta
que la geometría de menor energía es encontrada. Es decir se calcula la fuerza sobre cada
átomo evaluando el gradiente (primera derivada) de la energía con respecto a las posicio-
nes atómicas. Sofisticados métodos son usados sobre cada paso para seleccionar la nueva
geometría. Al final, la fuerza sobre cada átomo de la geometría de mínima energía es cero.

El objetivo de la geometría de optimización es encontrar una disposición atómica en la
cual la molécula sea más estable, es decir cuando su energía es baja. Para optimizar una
geometría molecular se deben evaluar varias posibilidades para ver cuál tiene el valor más
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Figura 13 . Metabolitos secundarios utilizados en la investigación: apigenina, galangina,
kaempferol, luteolina, morina y quercetina.
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bajo de energía. Una forma de hacerlo es mediante la creación de una superficie de energía
potencial (SEP). Una SEP es una relación matemática entre diferentes geometrías molecula-
res y sus energías de punto único correspondientes. Estos valores se muestran normalmente
en un gráfico tridimensional, donde las tres dimensiones representan el ángulo de enlace, la
distancia del enlace y el valor de la energía de Hartree-Fock.

Las superficies de energía potencial se caracterizan por puntos distintos:
Máximo local: es el punto de la superficie de energía potencial con el valor más alto

en una sección particular o región de la SEP.
Máximo Global: es el punto de la superficie de energía potencial con el valor más alto

en toda la SEP.
Mínimos locales : es el punto de la superficie de energía potencial con el valor más

bajo en una sección particular o región de la SEP.
Minimo Global: Es la energía mas baja y nos indica la conformación más estable. Solo

existe un mínimo global para cada molécula.
Punto de silla: Es el punto entre dos energías extremas. El punto silla se define como

un punto en la SEP en el cual hay un incremento de energía en todas las direcciones excepto
una, y para el cual la pendiente (primera derivada) de la superficie es cero.

Luego de obtener las estructuras químicas de los ligandos, estas fueron optimizadas
utilizando MOPAC, el cual es un programa de química cuántica que utiliza métodos semi-
empíricos para la predicción de las propiedades de estructuras químicas y modelización de
reacciones químicas. Los Hamiltonianos MNDO, MINDO/ 3, AM1 y PM3 se utilizan en la
parte electrónica del cálculo para obtener los orbitales moleculares, el calor de formación y
su derivada con respecto a la geometría molecular; con estos resultados MOPAC calcula los
espectros de vibración, las cantidades termodinámicas y constantes de fuerza para las molé-
culas, radicales, iones, y polímeros. Posterior a la optimización de los ligandos, se definieron
ciertos parámetros como el centro de torsiones y los enlaces rotables de los ligandos.

4.5. Docking Molecular

Antes de iniciar con el proceso de Docking, las estructuras de las proteínas obtenidas del
PDB tuvieron que ser preparadas tal como se mencionó anteriormente, además se les hizo
la respectiva adición de los hidrógenos. Esto se hace debido a que los átomos de hidrógeno,
por tener tener un núcleo muy pequeño y por ser muy móviles, no logran ser detectados
por los rayos X en el proceso cristalográfico. Para el caso de las flavonas y flavonoles, estos
previamente también fueron preparados como se describe en la caracterización de ligandos.

Para el proceso de Acoplamiento Molecular se utilizó el programa AutoDock Vina, esto
se logró por acercamiento directo de cada uno de los ligandos al sitio activo de las enzimas,
además fueron consideradas diéz conformaciones o poses diferentes para cada interacción
proteína-ligando.

La versión actual de AutoDock utiliza un algoritmo genético Lamarckiano y unafunción
de puntuación empírica de energía libre más simple que permite un método de búsqueda
más rápido y a la vez proporciona resultados reproducibles para sistemas más grandes.

AutoDock Vina utiliza un campo de fuerza semiempírico para evaluar la energía libre
de las conformaciones durante simulaciones de acoplamiento. El campo de fuerza se para-
metriza usando información experimental obtenida a partir de un gran número de sistemas
proteína-inhibidor, donde tanto sus estructuras, como sus constantes de inhibición o Ki se
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conocen a priori. El campo de fuerza evalúa la unión en dos etapas: primero se calcula la
energía intramolecular de la proteína y del ligando por separado y luego se calcula la ener-
gía intermolecular del complejo proteína-ligando. Por último se calcula la diferencia entre
la energía libre del sistema en estado acoplado y sus partes.

El campo de fuerza incluye tres términos energéticos (V, energía potencial) más una
estimación de la entropía conformacional perdida luego de la unión (delta Sconf):

4G =
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V L−L

bound − V L−L
unbound

)
+
(
V P −P

bound − V P −P
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)
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V P −L
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Donde P se refiere a la proteína, L se refiere al ligando, V son las evaluaciones por pares
mencionados anteriormente, y delta de Sconf indica la pérdida de entropía conformacional
tras la unión (R Huey et al., 2006).

Cada uno de los términos energéticos por pares incluye evaluaciones de dispersión /
repulsión, enlace de hidrógeno, la electrostática, y solvatación:
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AutoDock Vina utiliza un algoritmo genético Lamarckiano. Un algoritmo genético es
una técnica de programación que imita a la evolución biológica, es decir se basa en la re-
producción de los seres vivos como estrategia para resolver problemas. Para el caso del
Acoplamiento Molecular, este se lleva a cabo mediante el método de búsqueda de conforma-
ciones denominado Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). La búsqueda de conformacio-
nes y poses comienza con una población inicial de estados al azar, donde las conformaciones
que muestran mayor estabilidad son elegidas como "padres". Seguidamente, el método LGA
realiza cruzamientos y mutaciones para dar origen a una población que representaría las con-
formaciones "hijas", luego selecciona la conformación "hijaçon la puntuación más alta para
poblar la siguiente generación, finalmente se repite el proceso para un número determinado
de interacciones (Graham,2009).

4.6. Índice de Estabilidad e Índice de Selectividad

Despues de realizar el proceso de Docking Molecular y obtener las energías de unión para
cada interacción proteína-ligando, se determinó un índice de establidad y de selectividad
para cada uno de los ligandos con respecto al sitio activo de las enzimas COXs. El índice
de estabilidad se determinó dividiendo cada valor energético entre el menor de ellos. Para
el caso del índice de selectividad, se dividió la energía de unión de cada interacción ligando-
COX-2 entre la energía de unión de cada interación ligando-COX-1 teniendo en cuenta la
correspondencia entre los ligandos. Seguidamente los valores obtenidos fueron normalizados.
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Figura 14 . Tres unidades plegables de la COX-1. La primera de color verde, la segunda de
color naranja y la tercera de color violeta.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterización Molecular de COX’s

Como se mencionó en la parte introductoria, las estructuras terciarias de las COX son
muy parecidas y por lo tanto estas isoenzimas comparten las mismas unidades de plegado.
Debido a lo anterior se tomó como modelo la estructura de la COX-1 para caracterizar
dichas isoenzimas.

La estructura terciaria de las COX’s pueden ser dividida de forma general en tres uni-
dades plegables como se muestra a continuación.

En la Figura 14 Se muestran las tres unidades plegables de la COX-1. La primera
formada por los residuos amino-terminal 34-72. La segunda la conforman los residuos 73-
116 y la tercera unidad de plegado consiste en un dominio globular catalítico de gran tamaño
conformada por los residuos 117-587.

A continuación se describen con más detalle cada una de las unidades de plegado que
conforman las COX’s:

La primera unidad de plegado formada por los residuos amino-terminal 34-72 forma
un pequeño dominio compacto unidos por tres enlaces disulfuro. La conformación global
de este dominio, incluyendo la disposición de los enlaces disulfuro, es muy similar a la del
factor de crecimiento epidérmico y se une covalentemente al cuerpo principal de la enzima
por otro puente disulfuro Cys-37 -Cys159 (Figura 15) .

La segunda unidad de plegado conformada por los residuos 73-116 consiste en una
estructura en espiral de alfa hélices A, B, C y D localizadas a un lado del monómero. Estas
hélices son altamente anfipáticas y crean un nuevo motivo para la inserción de la enzima a
la bicapa lipídica (Figura 16).

La tercera unidad de plegado consiste en un dominio globular catalítico de gran tamaño
conformada por los residuos 117-587. El dominio catalítico es una estructura globular que
contiene los sitios activos ciclooxigenasa y peroxidasa. Ambos sitios comprenden dos lóbulos
distintos de la cadena del polipéptido aunque entrelazados entre si. El lóbulo más grande
lo constituye una estructura formada por siete alfa hélices. Mientras que el lóbulo más
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Figura 15 . En color verde la primera unidad de plegado de la COX-1

Figura 16 . En color naranja la segunda unidad de plegado de la COX-1

pequeño del dominio catalítico está formado por seis alfa hélices; estas seis hélices forman
un conjunto más o menos paralelo con sus ejes.

5.2. Caracterización de la estructura secundaria de las COX’s

Teniendo en cuenta los archivos PDB de cada una de las enzimas en estudio y posterior-
mente visualizadas en VMD, se identificaron los aminoácidos que forman cada una de las
estructuras secundarias de cada isoenzima (coil, hélices alfa, láminas beta y 3-10 hélices).
Dichas estructuras se muestran en la Tabla 2 para el caso de la COX-1 y en la Tabla 3 para
la COX-2 como
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Figura 17 . Tercera unidad de plegado de la COX-1. (A) En color violeta se muestra la
tercera unidad representada a través de hélices alfa y láminas beta. (B) La tercera unidad
representada a través de barras, donde las de color rojo corresponden a las siete alfa hélices
que forman el lóbulo de mayor tamaño y las verdes a las seis hélices que forman el lóbulo
pequeño.

Tabla 2
Caracterización de la estructura secundaria de la COX-1

Coil 3-10 Hélices Hélices alfa Láminas Beta
32-34 324 35-38 74-81 46-50
39-41 354-362 281-283 86-93 54-58
63 370-377 363-366 97-105 64-65
70 391-394 388-390 107-121 71-72
73 403 498-500 139-143 130-131

82-85 411 538-540 174-182 149-150
94-96 418 547-550 196-207 245-248
106 428-429 238-244 251-252
129 431 296-319 255-257

135-138 433-439 325-353 260-262
148 459-462 379-385 395-397

154-155 471-477 404-407 400-402
167 483-484 412-417

172-173 496-497 419-427
188 501-502 445-458
211 510-511 463-470

236-237 517-518 478-482
253-254 537 485-495
263-264 546 503-509
271-275 551-552 520-536
280 562-563 553-561
284 571 564-570
286 576-580

582-584
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Tabla 3
Caracterización de la estructura secundaria de la COX-2

Coil 3-10 Hélices Hélices alfa Láminas Beta
33 263-264 363-366 74-81 46-49
40 271-275 388-390 86-94 55-58
63 324 498-500 97-104 64-65
70 354-362 538-540 106-121 71-72
73 370-377 139-143 245-248

82-85 391 174-182 251-252
95-96 396 196-209 255-257
105 401 238-243 260-262

129-130 403 296-317
138 418 325-353
148 428-431 379-384

154-155 437-439 404-407
167 459-461 411-417

172-173 471-477 419-427
188 483-484 444-458
195 501 463-470

210-212 510-511 478-482
236-237 561-563 485-495
244 576-580 503-509

253-254 520-533
553-560
564-571

5.3. Caracterización Molecular y Topológica del sitio activo

Como se ha mencionado previamente, el sitio activo de ambas COXs presenta una alta
similitud, este consiste en un canal hidrofóbico con un tamaño aproximado de 25 Angstrom,
el cual se origina en el dominio de unión a membrana (DUM) y se extiende hacia el núcleo
del dominio globular.29,32 Los aminoácidos que recubren el canal hidrófobo del sitio activo
de la ciclooxigenasa incluyen Leu117, Arg120, Val 434 (COX-2), Ile 434 (COX-1), Phe205,
Phe209, Val344, Ile345, Tyr348, Val349, Leu352, Ser353, Tyr355, Leu359, Phe381, Leu 384,
Tyr385, Trp387, Phe518,Ile 523 (COX-1), Val523 (COX-2), Gly526, Ala527, Ser530, His
513 (COX-1), Arg 513 (COX-2), Leu531, Gly533, Leu534 (Figura 18). Sólo tres de los
resíduos del canal son polares (Arg120, Ser353 y Ser530). El resíduo Ser530 es acetilado por
la aspirina,57,58 mientras que la Arg120 se une a los grupos carboxilato de los ácidos grasos
y muchos AINE.59,60

El tamaño del sitio activo de la COX-2 es aproximadamente un 20% más grande que
el de la COX-1. Esta diferencia entre los sitios activos es muy importante y se debe a la
variación de tres resíduos presentes en las posiciones 434, 513 y 523 de ambas isoenzimas.
Para el caso de la COX-2 corresponden a Val 434, Arg 513 y Val 523; para la COX-1 son
Ile 434, His 513 y Ile 523 (Figura 19). La variación en el tamaño del sitio activo de ambas
isoenzimas ha sido una característica muy importante para el desarrollo de AINEs que sean
específicos para la COX-2.61

Para observar de forma más detallada los tres aa que marcan la diferencia en el sitio
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Figura 18 . En la parte central de ambas figuras se muestran los aminoácidos que conforman
el sitio activo de la COX.

Figura 19 . Aminoácidos que diferencian los sitios activos de las COX’s. (A) Se resaltan los
aa Ile 434 (amarillo), His 513 (verde) e Ile 523 (rojo) de la COX-1. (B) Se muestran los aa
Val 434 (amarillo), Arg 513 (verde) y Val 523 (rojo) de la COX-2.

activo de las COXs, se realizó una superposición de las estructuras de la COXs y así resaltar
el mismo residuo de ambas enzimas en un mismo punto. Se resalta la superposición del aa
434 (Figura 20), superposición del aa 513 (Figura 21) y superposición del aa 523 (Figura
22).

5.4. Optimización Geométrica

En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos para el cálculo de las energías de mi-
nimización y los cálculos de los orbitales moleculares HOMO y LUMO de cada ligando,
ordenados según la energía HOMO desde el mejor nucleófilo al mejor electrófilo.

Debemos tener en cuenta que el orbital HOMO es el último orbital que se encuentra
doblemente ocupado e indica donde se encuentra el par de electrones más susceptible a los
ataques electrofílicos. De acuerdo a los valores de la tabla 2 podemos notar que de todos
los ligandos la galangina corresponde al mejor nucleófilo, mientras que el peor nucleófilo es
la apigenina.



5.4 Optimización Geométrica 29

Figura 20 . Superposición de las COXs, de color verde la COX-1 y en color violeta la COX-
2. Se resalta la superposición del aa ubicado en la posición 434. El residuo de color rojo
corresponde a Isoleucina (COX-1) y el amarillo a valina (COX-2).

Figura 21 . Superposición de las COXs, de color verde la COX-1 y en color violeta la COX-
2. Se resalta la superposición del aa ubicado en la posición 513. El residuo de color rojo
corresponde a Histidina (COX-1) y el amarillo a Arginina (COX-2).
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Figura 22 . Superposición de las COXs, de color verde la COX-1 y en color violeta la COX-
2. Se resalta la superposición del aa ubicado en la posición 523. El residuo de color rojo
corresponde a isoleucina (COX-1) y el amarillo Valina (COX-2).

Tabla 4
Valores de energías de minimización y orbitales moleculates HOMO y LUMO

Molécula Energía total HOMO LUMO
Galangina -3452.94934 -8.974 -0.755
Kaempferol -3748.7424 -9.075 -0.997
Quercetina -4044.03544 -9.099 -1.084
Morina -4043.90081 -9.147 -0.8
Luteolina -3749.01699 -9.351 -1.18
Apigenina -3453.72377 -9.458 -1.071

Hay que resaltar que el cálculo de las energías de los orbitales moleculares de alta y
baja energía HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital u Orbital Molecular ocupado
más alto) y LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital u Orbital Molecular vacante
más bajo) se realizó con el fin de conocer la distribución de las cargas eléctricas por toda la
molécula. De esta manera, las interacciones con grupos electrofílicos son controlados por el
orbital HOMO, mientras que los ataques nucleofílicos son controlados por el orbital LUMO.
Por lo tanto, la gráfica de los mapas de zonas electrónicas (ver imagen 10) permiten mostrar
en forma espacial la distribución de la densidad de carga y por lo tanto las regiones de la
molécula susceptibles de ataques electrófilos y nucleófilos.

Al observar los mapas de densidades electrónicas de los ligandos, podemos ver que las
zonas marcadas de color rojo y azul señalan las zonas de alta densidad electrónica, dichas
zonas también muestran el potencial electrostático de la molécula, el color rojo denota la
parte negativa y la azul la positiva. Para el caso de las regiones verde y amarillo, estas
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Figura 23 . Mapas de densidad electrónica de la Apigenina. (A) Orbital HOMO, la región
roja muestra la zona más rica en electrones y por lo tanto la más susceptible al ataque de un
electrófilo. (B) Orbital LUMO, indica la región más susceptible al ataque de un nucleófilo,
por lo que se encuentra cargada positivamente.

Tabla 5
Energías de optimización y posacople de cada ligando acoplado a la COX-1

LIGANDOS LUTEOLINA GALANGINA APIGENINA KAEMPFEROL MORINA QUERCETINA
ENERGIA DE OPTIMIZACIÓN -3749.01699 -3452.94934 -3453.72377 -3748.7424 -4043.90081 -4044.03544
ENERGIA MOPAC -3746.45777 -3452.89399 -3307.05232 -3745.36427 -4042.01444 -4043.43506
DIFERENCIA DE ENERGÍA -2.55922 -0.05535 -146.67145 -3.37813 -1.88637 -0.60038

muestran las regiones pobres en electrones (Figura 23).
En la Tabla 5 se muestran las energías de optimización de cada ligando en su estado

gaseoso (antes del acople), como también las energías de dichos ligandos luego del acople
(posacople). A partir de ellas se presentan las diferencias de energía (esto para el caso de la
interacción COX-1/ligando); mientras que los valores contenidos en la Tabla 6 corresponden
a la interacción y COX-2/ligando.

5.5. Docking Molecular

Para cada acople proteína-ligando se seleccionaron díez conformaciones diferentes, para
cada una de ellas se evaluó la energía de unión del complejo formado. En la Tabla 7 se
muestran los resultados de las díez conformaciones del acople COX-1/Galangina. Se ob-
serva la energía de interacción de cada conformación, los aminoácidos que intervienen y
la formación de los puentes de hidrógeno (pH). Los aminoácidos resaltados en color azúl
son aquellos que interaccionan con el ligando en todas las conformaciones obtenidas por
el proceso de Docking. También podemos notar que en casi todas las conformaciones se
muestra la formación de un pH, a excepción de la pose número 9 donde hay 3 pH. Para
el caso de los valores energéticos, la conformación 9 es la que presenta el valor más bajo,
lo cual indica que en dicha conformación el ligando presenta mayor estabilidad en el sitio
activo de la COX-1 con respecto a las demás conformaciones.

El código de números y colores que se muestran en la tabla tiene la siguiente represen-
tación:

Tabla 6
Energías de optimización y posacople de cada ligando acoplado a la COX-2

COX-2
LIGANDOS LUTEOLINA GALANGINA APIGENINA KAEMPFEROL MORINA QUERCETINA

ENERGIA DE OPTIMIZACIÓN -3749.01699 -3452.94934 -3453.72377 -3748.7424 -4043.90081 -4044.03544
ENERGIA MOPAC -3746.81835 -3452.80192 -3449.54643 -3745.3617 -4041.95174 -4042.4092
DIFERENCIA DE ENERGÍA -2.19864 -0.14742 -4.17734 -3.3807 -1.94907 -1.62624
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Tabla 7
Acople Galangina/COX-1. Se muestran las díez conformaciones obtenidas con cada uno de
los valores energéticos (energía de unión), como también los aminoácidos que interaccionan
con el ligando en cada conformación y la formación de Puentes de Hidrógeno (pH).

COX-1 ACOPLADA CON GALANGINA
CONFORMACIONESAMINOÁCIDOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TYR 355 X X X X X X X X X X
SER 530 X X X X X X X X X X
ILE 523 X X X X X X X X X X
MET 522 X X X X X X X X X X
LEU 531 X X X X X X X X X X
VAL 349 X X X X X X X X X X
ALA 527 X X X X X X X X X X
TRP 387 X X X X X X X X X
SER 353 X X X X X X X X X
LEU 352 X X X X X X X X X
TYR 385 X X X X X X X X
PHE 518 X X X X X X X X
GLY 526 X X
TYR 348 X X
PHE 381 X
ARG 120 X
VAL 116 X
LEU 359 X
LEU 384 X
Energía de unión -6.96 -6.96 -6.97 -7.2 -7.18 -7.19 -7.18 -7.18 -7.26 -7.18

1-10 Número de conformaciones o poses seleccionadas por cada acople proteína-
ligando.

X aa que interaccionan con el ligando en cada conformación.

Color Azul Presencia de Puentes de Hidrógeno.

Color Rojo aa que interaccionan con el ligando y que a la vez se repiten en las
conformaciones señaladas

5.6. Selección de la mejor configuración

De las díez conformaciones obtenidas por cada acople proteína-ligando se seleccionó la
que arrojó el menor valor energético, lo que indica una mayor estabilidad del complejo
formado. El criterio de selección utilizado para determinar el mejor acople está basado en
términos energéticos, mientras menor es la energía de interacción, mayor será la estabilidad
del complejo formado.

Para cada una de las 6 parejas Ligando-Proteína se seleccionó la mejor conformación
basada en los términos energéticos antes mencionado. Se compararon los valores de energía
de unión entre todos los ligandos con el fin de determinar cuál de ellos se acopla mejor al
sítio activo de la proteína. En la tabla 8 se muestra la mejor conformación seleccionada
para cada una de las 6 parejas ligando-COX-1. Además, se señalan los aminoácidos que
interaccionan con el ligando en dicha conformación a través de Puentes de Hidrógeno, in-
teracciones electrostáticas, fuerzas de atracción y de dispersión de Van der Waals. En la
Tabla 9 también se muestra la información anterior para cada pareja ligando-COX-2.
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Tabla 8
Selección de la mejor conformación de cada uno de los acoples COX-1/ligando

COX-1
Ligando Apigenina Kaempferol Luteolina Morina Galangina Quercetina

Conformación (es) 1-10 1 5 6 9 3
Energía de unión -8.88 -8.24 -7.79 -7.71 -7.26 -6.65

TRP 387 TRP 387 TRP 387 TRP 387 TRP 387 TRP 387
VAL 349 HIS 388 VAL 349 LEU 390 VAL 349 VAL 349
SER 530 HIS 386 SER 530 PHE 210 SER 530 SER 530
ILE 523 LEU 390 ILE 523 ALA 202 ILE 523 ILE 523
GLY 526 MET 391 LEU 384 GLN 203 GLY 526 TYR 355

AMINOÁCIDOS ALA 527 TYR 385 TYR 385 HIS 207 MET 522 SER 353
LEU 384 ASN 382 MET 522 ASN 382 ALA 527 TYR 385
LEU 531 ALA 202 ALA 527 TYR 385 LEU 531 LEU 352
MET 522 THR 206 ARG 120 THR 206 PHE 518 VAL 116
LEU 352 HIS 207 VAL 116 HIS 388 ARG 120 TYR 348
ARG 120 PHE 210 PHE 381 HIS 386 LEU 384 ARG 120
TYR 355 PHE 518 TYR 355 MET 522
VAL 116 LEU 352 ALA 527

Tabla 9
Selección de la mejor conformación de cada uno de los acoples COX-2/ligando

COX-2
Ligando Apigenina Morina Quercetina Luteolina Galangina Kaempferol
Conformación (es) 7 1 1 y 9 1 3 y 8 3
Energía de unión -8.93 -7.91 -7.76 -7.58 -7.55 -7.51

SER 530 HIS 90 TYR 355 VAL 523 TYR 355 SER 353
ALA 378 SER 353 VAL 523 TYR 355 VAL 523 VAL 523
ILE 377 VAL 349 SER 530 SER 530 HIS 90 HIS 90
PHE 381 LEU 352 TYR 385 LEU 352 SER 353 LEU 352
PHE 209 SER 530 LEU 352 TYR 385 LEU 352 TYR 355

AMINOÁCIDOS PHE 205 VAL 523 SER 353 ALA 527 ALA 527 PHE 518
VAL 228 TYR 355 GLN 192 HIS 90 PHE 518 ILE 517
LEU 534 MET 522 HIS 90 ARG 513 ALA 516 GLN 192
GLY 533 LEU 384 PHE 518 TYR 348 ILE 517 ALA 516
ASN 375 TYR 385 ALA 527 SER 353 GLN 192 GLY 526
PHE 529 TRP 387 PHE 381
LYS 532 PHE 518
ILE 124
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Figura 24 . Acople COX-2-Apigenina. En el centro de la figura se encuentra el ligando
rodeado por los aminoácidos del sitio activo de la enzima que intervienen en la interacción.
En color verde se observa la formación de un Puente de Hidrógeno.

Al comparar la menor energía de acople entre la COX-1 con cada ligando, podemos
ver que la apigenina fue la que arrojó el menor valor, lo cual indica que energéticamente
dicho ligando tiene una ventaja respecto a los demás. También podemos notar algo muy
particular en el acople apigenina-COX-1 y es que en todas las díez conformaciones (1-10)
el ligando interacciona con los mismos aa, además de presentar el mismo valor energético.
En cuanto a mayor estabilidad energética, después de la apigenina sigue el Kaempferol,
luteolina, morina, galangina y la quercetina.

De todos los acople ligando-COX-2, la apigenina (pose 7) fue la que arrojó el menor
valor de energía de acople, es decir, que energéticamente dicha conformación del ligando es
la más estable una vez se acopla al sitio activo de la enzima. Para el caso de ligandos como
la quercetina y la galangina podemos notar que dos de las diéz conformaciones muestran
los mismos parámetros de energía de acople y los mismos aa con quien interacciona, para la
quercetina (poses 1 y 9) y para la galangina (poses 3 y 8). En cuanto a mayor estabilidad,
después de la apigenina sigue la morina, quercetina, luteolina, galangina y el Kaempferol.
Los términos energéticos que tuvieron mayor relevancia fueron los electrostáticos.

En la Figura 24 se observan cinco zonas de alta densidad electrónica del ligando apigeni-
na representada por las zonas de color rojo, en la cual se encuentran los grupos hidroxilos de
la molécula. Debido a la alta densidad de electrones es posible la formación de interacciones
de tipo electrostática. Los aminoácidos que interaccionan con el ligando apigenina son: SER
530, ALA 378, ILE 377, PHE 381, PHE 209, PHE 205, VAL 228, LEU 534, GLY 533, ASN
375, PHE 529, LYS 532 e ILE 124. Se observa la formación de un Puente de Hidrógeno
entre el grupo amino de la ALA 378 y un grupo hidroxilo (OH-) de la Apigenina, el cual
ayuda a estabilizar dicha conformación.

En la tabla 10 podemos ver una comparación entre cada unas de las interacciones
ligando/COX-1 y ligando/COX-2, donde se muestra que la apigenina fue el ligando que en
términos energéticos presentó una mayor estabilidad en el sítio activo de la COX-1 (-8.88) y
de la COX-2 (-8.93). Ahora bien, si comparamos la energía de acople de la apigenina entre
ambas enzimas, notamos que la estabilidad fue mayor en el complejo apigenina-COX-1.



5.7 Índice de Estabilidad (IE) 35

Tabla 10
Comparación entre los acople ligando/COX-1 y ligando/COX-2
Ligando Apigenina Galangina Kaempferol Luteolina Morina Quercetina
Enzimas COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2
Energía de unión -8.88 -8.93 -7.26 -7.55 -8.24 -7.51 -7.79 -7.58 -7.71 -7.91 -6.65 -7.76

TRP 387 SER 530 TRP 387 TYR 355 TRP 387 SER 353 TRP 387 VAL 523 TRP 387 HIS 90 TRP 387 TYR 355
VAL 349 ALA 378 VAL 349 VAL 523 HIS 388 VAL 523 VAL 349 TYR 355 LEU 390 SER 353 VAL 349 VAL 523
SER 530 ILE 377 SER 530 HIS 90 HIS 386 HIS 90 SER 530 SER 530 PHE 210 VAL 349 SER 530 SER 530
ILE 523 PHE 381 ILE 523 SER 353 LEU 390 LEU 352 ILE 523 LEU 352 ALA 202 LEU 352 ILE 523 TYR 385
GLY 526 PHE 209 GLY 526 LEU 352 MET 391 TYR 355 LEU 384 TYR 385 GLN 203 SER 530 TYR 355 LEU 352

AMINOÁCIDOS ALA 527 PHE 205 MET 522 ALA 527 TYR 385 PHE 518 TYR 385 ALA 527 HIS 207 VAL 523 SER 353 SER 353
LEU 384 VAL 228 ALA 527 PHE 518 ASN 382 ILE 517 MET 522 HIS 90 ASN 382 TYR 355 TYR 385 GLN 192
LEU 531 LEU 534 LEU 531 ALA 516 ALA 202 GLN 192 ALA 527 ARG 513 TYR 385 MET 522 LEU 352 HIS 90
MET 522 GLY 533 PHE 518 ILE 517 THR 206 ALA 516 ARG 120 TYR 348 THR 206 LEU 384 VAL 116 PHE 518
LEU 352 ASN 375 ARG 120 GLN 192 HIS 207 GLY 526 VAL 116 SER 353 HIS 388 TYR 385 TYR 348 ALA 527
ARG 120 PHE 529 LEU 384 PHE 210 PHE 381 PHE 381 HIS 386 TRP 387 ARG 120
TYR 355 LYS 532 TYR 355 PHE 518 PHE 518 MET 522
VAL 116 ILE 124 LEU 352 ALA 527

5.7. Índice de Estabilidad (IE)

Teniendo en cuenta los valores de las energías (energías de unión) de cada interacción
proteína-ligando, se ha establecido un índice de estabilidad con el fin de cuantificar la fuerza
ejercida por la interacción del sitio activo de la proteína con el ligando, limitando este análisis
al sitio activo de la proteína. Para ello seleccionamos cada uno de los valores energéticos de
las interacciones proteína-ligando y lo dividimos entre el menor de ellos, posteriormente los
valores fueron normalizados.

IE = Ei

Emenor
(3)

Donde: Eicorresponde a la energía de enlace de cada interacción proteina-ligando y
Emenor es la menor energía de enlace de todas las interacciones proteína-ligando.

El IE es normalizado de la siguiente manera:

IEN = / (Ei − Emenor) /

(Emayor − Emenor) (4)

Donde: IEN significa índice de estabilidad normalizado; Eies la energía de enlace de cada
interacción proteina-ligando; Emenor es la menor energía de enlace de todas las interacciones
proteína-ligando y Emayor es la mayor energía de enlace de todas las interacciones proteína-
ligando.

De acuerdo a la Figura 25, podemos ver que la apigenina muestra mayor estabilidad
en el sítio activo de la COX-1 seguido del kaempferol, luteolina, morina, galangina y la
quercetina con la menor estabilidad. Para el caso de la COX-2, la apigenina también fue
el ligando que presentó mayor estabilidad en el sítio activo de dicha enzima seguido de la
morina, quercetina, luteolina, galangina y el kaempferol.

En la zona de baja estabilidad de la COX-1, es decir de 0.51 hacia abajo, se encuentra
la luteolina, morina, galangina y quercetina. La estabilidad relativa más baja de todos los
ligandos, en el sitio activo de la COX-1, corresponde a la quercetina, mientras que este
compuesto en la COX-2 tiene un índice de estabilidad mayor (IE 0.18), lo cual sugiere que
puede ser la estructura con mayor diferencias energética entre uno y otro sitio activo.

Contrario al comportamiento de la quercetina encontramos al kaempferol, el cual tiene
un índice de estabilidad mayor en la COX-1 (IE 0.71), mientras que en la COX-2 el IE es
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Figura 25 . Índice de estabilidad para cada ligando. (A) Índices de los ligandos acoplados a
la COX-1. (B) Índices de los ligandos acoplados a la COX-2.

Tabla 11
Parámetros energéticos y formación de puentes de hidrógeno de los tres ligandos más repre-
sentativos (apigenina, quercetina y kaempferol

APIGENINA QUERCETINA KAEMPFEROL
COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2

HEAT OF FORMATION (KJ/mol) -362.62864 -235.66856 -917.03939 -813.96778 -467.7163 -469.34097
TOTAL ENERGY (EV) -3307.05232 -3449.54643 -4043.43506 -4042.4092 -3745.36427 -3745.3617
ELECTRONIC ENERGY (EV) -21346.53568 -21448.12504 -25951.82629 -25836.36062 -23672.58692 -23641.45437
CORE-CORE REPULSION (EV) 18039.48337 17998.57861 21908.39124 21793.95143 19927.22265 19896.09267
IONIZATION POTENTIAL (EV) 9.207163 9.515667 9.170946 9.092964 9.061133 9.171155
HOMO ENERGY (EV) -9.207 -9.516 -9.171 -9.093 -9.061 -9.171
LUMO ENERGIES (EV) -1.361 -0.994 -1.213 -1.367 -1.527 -1.435

prácticamente cero. Esto muetra que este compuesto se encuentra en un estado de menor
energía cuando se encuentra dentro del sitio activo de la COX-1.

Teniendo en cuenta el IE, en la tabla 11 resaltamos los tres ligandos más representati-
vos con el fin de comparar los parámetros energéticos y la formación de interacciones que
correspondientes a cada uno de ellos.

En la Figura 26 se muestra la interacción de la apigenina con cada una de las COXs
donde se resaltan los aa del sitio activo de la enzima y la formación de puentes de hidrógeno.

En la Figura 27 se muestra la interacción de la quercetina con cada una de las COXs
donde se resaltan los aa del sitio activo de la enzima y la formación de puentes de hidrógeno.

En la Figura 28 se muestra la interacción del kaempferol con cada una de las COXs donde
se resaltan los aa del sitio activo de la enzima y la formación de puentes de hidrógeno.

5.8. Índice de Selectividad Proteína-Ligando (ISPL)

Otro parámetro importante al momento de cuantificar el potencial de los ligandos para
la inactivación de una proteína es el índice de selectividad proteína-ligando (ISPL). El ISLP
muestra de manera numérica y relativa la afinidad por una u otra forma isomérica de la
COX. Al determinar el ISLP para cada ligando se encontró que la quercetina fue el ligando
que mostró una mayor selectividad por el sitio activo de ambas enzimas, seguido de la
galangina, morina, apigenina, luteolina y kaempferol.

El ISPL se calcula dividiendo la energía de unión de cada interacción ligando-COX-2
entre la energía de unión de cada interación ligando-COX-1 teniendo en cuenta la corres-
pondencia entre los ligandos. Seguidamente los valores obtenidos fueron normalizados.
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Figura 26 . Interacción COX-apigenina. (A) Apigenina acoplada a la COX-1. (B) Apigenina
acoplada a la COX-2. En ambos casos se muestra el ligando rodeado por los aminoácidos
del sitio activo de la enzima, de igual manera se muestra en color verde los puentes de
hidrógeno formados.

Figura 27 . Interacción COX-quercetina. (A) quercetina acoplada a la COX-1. (B) quercetina
acoplada a la COX-2. En ambos casos se muestra el ligando rodeado por los aminoácidos
del sitio activo de la enzima, de igual manera se muestra en color verde los puentes de
hidrógeno formados.
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Figura 28 . Interacción COX-kaempferol. (A) kaempferol acoplada a la COX-1. (B) kaempfe-
rol acoplada a la COX-2. En ambos casos se muestra el ligando rodeado por los aminoácidos
del sitio activo de la enzima, de igual manera se muestra en color verde los puentes de hi-
drógeno formados.

Figura 29 . Índice de selectividad de cada ligando.

IS =
Ei,cox2−Emin,cox2

Emay,cox2−Emen,cox2
Ei,cox1−Emin,cox1

Emay,cox1−Emen,cox1
(5)

Donde Ei,cox2 es la energía de enlace de cada interacción Cox-2-ligando; Emen,cox2
es la menor energía de enlace de todas las interacciones Cox-2-ligando; Emay,cox2 es la
mayor energía de enlace de todas las interacciones Cox-2-ligando; Ei,cox1 es la energía
de enlace de cada interacción Cox-1-ligando; Emen,cox1es la menor energía de enlace de
todas las interacciones Cox-1-ligando; Emay,cox1 es la mayor energía de enlace de todas las
interacciones Cox-1-ligando.

En la figura se observa un descenso en los ISPL de la la siguiente manera: primero
encontramos la quercetina con el mayor índice de selectividad, seguido de la galangina,
morina, apigenina, luteolina y kaempferol. La mayor selectividad relativa de los ligandos
corresponde al de la quercetina con un valor de (ISPL 1.17), mientras que el kaempferol
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muestra el menor valor con un ISPL de 0.91.
En la observa que la quercetina fue el ligando que mostró una mayor selectividad por

el sitio activo de ambas enzimas, seguido de la galangina, morina, apigenina, luteolina y
kaempferol. Podemos notar que la diferencia en el índice de selectividad no es muy marcada
entre los ligandos, lo cual sí ocurre con el índice de estabilidad donde la diferencia es mayor.
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6. CONCLUSIONES

• Las interacciones de los flavonoides con los aminoácidos del sitio activo de las enzimas
se dan principalmente a través de los grupos hidróxilos que presentan en su estructura. El
número de dichos grupos -OH varían de acuerdo al tipo de flavonoide, pero es importante
notar que un metabolito por tener más grupos -OH que otro no lo hace más estable o
selectivo.
• Los Puentes de Hidrógeno, aunque son un tipo de interacción muy importante, no

definen la estabilidad de los ligandos durante el el acople, es decir que el hecho que un
metabolito forme mayor número de enlaces de hidrógenos que otro no garantiza que siempre
será el más estable.
• Con base a lo anterior, es de resaltar que tanto la estabilidad como la selectividad

de los ligandos son parámetros independientes, es decir, que el hecho que un ligando sea
estable en el sitio activo de la enzima no quiere decir que también sea muy selectivo por
la misma; esto se puede ver al comparar las gráficas de estabilidad y selectividad donde
para el primer caso, la apigenina presentó un mayor índice de estabilidad que el resto de
los ligandos, lo cual no sucedió en el índice de selectividad.
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