INTERACCION POTENCIAL DE COMPUESTOS NATURALES BIOACTIVOS DE
LA DIETA CON LA CICLOOXIGENASA-2 Y BUSQUEDA DE BLANCOS
POTENCIALES PARA EL ACIDO ALFA LIPOICO

WILSON MALDONADO ROJAS

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
MAESTRIA EN QUIMICA
CARTAGENA DE INDIASD.TYC
2012



INTERACCION POTENCIAL DE COMPUESTOS NATURALES BIOACTIVOS DE
LA DIETA CON LA CICLOOXIGENASA-2 Y BUSQUEDA DE BLANCOS
POTENCIALES PARA EL ACIDO ALFA LIPOICO

WILSON MALDONADO ROJAS
Trabajo de grado presentado como requisito para optar el titulo de Magister

en Quimica.

Director
JESUS OLIVERO VERBEL, Q.F. Ph.D.

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
MAESTRIA EN QUIMICA
CARTAGENA DE INDIASD.TYC
2012



Nota de Aceptacion

Presidente del Jurado

Jurado

Jurado

Director de trabajo de grado

CARTAGENA DE INDIAS, 2012



DEDICATORIA

A Dios creador del universo, gestor y participe de cada uno de mis planes 'y
suefos, por los cuales fue posible alcanzar este logro...

A mi madre Emilse Rojas Blanco y a mi padre Antonio Maldonado Rodriguez por
ser motivacion de superacion en todo momento, ensefiarme el verdadero valor de
las cosas y la constancia para conseguir las metas propuestas, aunque no estén
conmigo, pero recordandolos mucho les dedico este triunfo desde lo mas profundo
de mi corazon...

A mis hermosas hijas Carolina y Paula Andrea, mi motivacién principal, mis tesoros
mas preciados, fuente constante de carifio, ternura y amor...

A mis hermanos Oscar, Antonio, Luis Alfonso y Luz Marina, y a toda mi familia por
el apoyo incondicional brindado en todos estos afios de gran esfuerzo y dedicacion
a pesar de las adversidades...

A mis amigos y comparieros por su gran ayuda...

Esto es para ustedes y por ustedes



AGRADECIMIENTOS

En este espacio expreso mi gratitud principalmente a Dios, por darme la vida, la
fortaleza y para seguir adelante en cada etapa de mi formacion personal, por su
inmensa misericordia e incomparable amor, que no tengo como pagarle; a El sea la

gloria y la honra para siempre.

A mis hermanos y a mi familia por su apoyo, motivacion, confianza y tiempo, en

verdad mil gracias, han sido cada uno de ustedes constructores de este logro.

Al Profesor Jesus Olivero Verbel por sus ensefianzas, consejos, paciencia, apoyo
incondicional, por darme la oportunidad de conocerle y permitirme ser parte de su
grupo de trabajo, por los conocimientos impartidos y consideracion, mil gracias por
todo. A todos los integrantes del Grupo de Quimica Ambiental y Computacional, un
excelentisimo grupo de personas y profesionales gracias a todos sin excepcion, por

su inmensa colaboracion.

A todos mis profesores de la maestria en quimica, en especial al profesor Boris
Gabriel Johnson Restrepo, por su valioso apoyo durante todo el proceso de
formacion, la confianza depositada, los consejos y conocimientos transmitidos, a
todo el personal de Laboratorio, a todos los administrativos, y a todo el personal en
general. A la Universidad de Cartagena, alma mater, muchas gracias por brindarme

las opciones para continuar mi proceso de formacion profesional.

Y a todas aquellas personas que me apoyaron y creyeron en mi, un millén de

gracias.



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Productos naturales bioactivos a evaluar y sus fuentes.
Tabla 2. Resultados del acoplamiento molecular para los
compuestos naturales bioactivos sobre las estructuras de COX-2
utilizando diferentes programas.

Tabla 3. Afinidades calculadas (AutoDock Vina, AV), valores de las
puntuaciones de enlace (GOLD, G, y Surflex Dock, S) y los
promedios de las concentraciones inhibitorias (CI50) para
compuestos reportados como inhibidores de COX-2.

Tabla 4. Afinidad (AutoDock Vina) y los valores de puntuacion
(GOLD y Surflex Dock) para la curcumina (formas cetOnica y
endlica) y celecoxib (inhibidor), en diferentes sitios de union
predichos (1, 2 y 3) sobre la COX-2.

Tabla 5. Proteinas predichas por TarFisDock para interactuar con
las formas del ALA (R-ALA, S-ALA y DHLA).

Tabla 6. Afinidades calculadas con AutoDock Vina para inhibidores

conocidos de proteinas blanco para el R-ALA.



LISTA DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Formas existentes del acido alfa lipoico. =~ ... 7
Figura 2. Conversion del acido araquidonico a prostaglandinas y ............ 9
tromboxanos por accion de las ciclooxigenasas (COX-1/COX-2).
Figura 3. Estructuras 3D de las ciclooxigenasas COX-1y COX-2.  ............ 10
Figura 4. Diferencias entre los sitios activos de las ciclooxigenasas 1 ............ 11
y 2.
Figura 5. Inhibicion selectiva de celecoxib para COX-2. ... 12
Figura 6. Superposicion tridimensional de las estructuras COX-2 ............ 27
(1CVU, 1PXX y 1CX2).
Figura 7. Estructura 3D de los complejos COX-2 (1CVU)-ligandos.  ............ 30
Figura 8. Conformacion de acoplamiento de la curcumina y el ............ 31

sustrato acido araquidonico (experimental) en el sitio activo de la

COX-2 (1CVU).

Figura 9. Correlacion entre los datos calculados de acoplamiento ............ 35
para los inhibidores de la COX-2 (PDB: 1CX2, 1IPXX y 1CVU) y la

media de la concentracion maxima inhibitoria (LogIC50).

Figura 10. Sitios de union de celecoxib(A) y curcumina (cetonica, C; ............ 38
endlica E) sobre la COX-2, y las preferencias del ligando por cada

uno de ellos (B, D y F, respectivamente).

Figura 11. Diagrama de cajas y bigotes, para los datos de ............ 41
afinidades de unién obtenidos para el R-ALA con veinte proteinas
seleccionadas al azar dela base de datos PDB.

Figure 12. Complejos proteinas-ligando mostrando los sitios de ............ 46
unién con R-ALA (izquierda), y los principales residuos participantes

en la interaccién proteina-ligando (derecha), de R-ALA con

leucotrieno A4 hidrolasa (A,B), canal de potasio dependiente de

voltaje (C,D), alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa (E,F) y epo6xido

hidrolasa (G,H), respectivamente.



Figura 13. Estructuras 2D de inhibidores para las proteinas
seleccionadas (izquierda) y su superposicion 3D con R-ALA
(derecha).



LISTA DE ANEXOS

Anexo A: Estructura de los compuestos naturales bioactivos
evaluados.

Anexo B:Articulo titulado “Potential interaction of natural dietary
bioactive compounds with COX-2".

Anexo C: Articulo titulado “Searching of Protein Targets for Alpha

Lipoic Acid”.



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS UTILIZADOS

COX: Ciclooxigenasa

COX-1: Ciclooxigenasa-1

COX-2: Ciclooxigenasa-2

COX-3: Ciclooxigenasa-3

ALA: Acido alfa lipoico

R-ALA: Acido R-alfa lipoico

S-ALA: Acido S-alfa lipoico

DHLA: Acido dihidrolipoico

AINEs: Antiinflamatorios no esteroidales

GOLD: Genetic Optimization for Ligand Docking

TFDk: TarFisDock

TFD: Teoria funcional de la densidad

DDDC: Centro de Disefo y Descubrimiento de Farmacos
PDB: Protein Data Bank

Clso: Media (el 50%) de la concentracion inhibitoria maxima
LogClsp: Logaritmo de la media concentracion inhibitoria maxima
ANOVA: Analisis de varianza

kcal/mol: Kilocalorias por mol

RMSD: Desviacion de la media cuadrada de la raiz

PDTD: Potential Drug Target Database

MM: Concentracion micromolar

nM: Concentracion nanomolar

NFxf: Factor nuclear-kappa B

STAT-1: Transductores de sefiales y activacion de la transcripcion-1
PPARy: Receptor activado por proliferadores de peroxisoma gamma
Nrf2: Factor relacionado con el factor nuclear eritoide-2
MAPK: Proteina quinasa activada por mitbgenos

LTA4 hidrolasa: Leucotrieno A4 hidrolasa

Ki: Constante de inhibicion

CDU: 1-ciclohexil-3-dodecil urea

A: Amstrong (1x10™° m)



DEFINICIONES

Con relacion al presente trabajo se entendera por:

Ligando: Moléculas que pueden interaccionar con bolsillos especificos presentes

en la estructura de una proteina.

Receptor: Macromolécula que interacciona con un ligando especifico para iniciar
un proceso de transduccion de sefiales que concluye con un cambio en la funcion

celular.

Acoplamiento molecular in silico: Método computacional que busca formas de
unién entre ligandos potenciales (un farmaco) y un blanco macromolecular
(normalmente células, proteinas o procesos quimicos), cuya estructura es conocida
experimentalmente. Esta herramienta permite encontrar la orientacion y posicion de

un ligando en el sitio activo de su blanco macromolecular.

Interaccion Proteina-Ligando: Medida en términos de la afinidad de union entre el
ligando y la proteina receptora. Una alta afinidad de unién al ligando resulta de una

mayor fuerza intermolecular entre el ligando y su receptor.

Inhibidor: Molécula con la capacidad de atenuar la actividad enzimatica de una

proteina.

Expresion génica: Proceso mediante el cual la informacion contenida en el
material genético de un organismo (ADN) es usada para dirigir la sintesis de RNA

mensajero.

Inhibicién alostérica: Cuando el inhibidor se unen a una zona de la enzima
diferente del sitio activo, cambiando la configuracion del sitio de unién del sustrato

natural de la enzima impidiendo la interaccion receptor-sustrato.

Superposicion estructural de proteinas: Alineamiento de secuencias de

proteinas basado en la comparacion de la forma. Con el fin de establecer



diferencias o similitudes entre dos 0 mas estructuras de proteinas basandose en su

forma y conformacion tridimensional.

Protomol: Marco orientado a objetos, basado en componentes para simulaciones

de acoplamiento y dinamica molecular.



INTERACCION POTENCIAL DE COMPUESTOS NATURALES BIOACTIVOS DE
LA DIETA CON LA CICLOOXIGENASA-2 Y BUSQUEDA DE BLANCOS
POTENCIALES PARA EL ACIDO ALFA LIPOICO

WILSON MALDONADO ROJAS
Grupo de Quimica Ambiental y Computacional-Universidad de Cartagena

RESUMEN

Productos bioactivos naturales presentes en la dieta, juegan un papel importante
en numerosos procesos bioldgicos, siendo muchos de ellos involucrados en la
atenuacion y control de enfermedades, efectos que han sido relacionados con la
modulacion de expresion génica y la interaccion directa con enzimas involucradas
en diferentes patologias. Este trabajo consta de dos partes. En la primera varios
compuestos de la dieta, conocidos como reguladores de genes involucrados en
inflamacion, fueron examinados in silico como ligandos de la COX-2, utilizando
AutoDock Vina, GOLD y Surflex Dock (Sybyl) como protocolos de acoplamiento.
Curcumina y acido all-trans-retinoico presentaron el maximo valor absoluto de las
afinidades derivadas por AutoDock Vina (9.3 kcal/mol). Las afinidades obtenidas de
AutoDock Vina y las puntuaciones de GOLD para varios inhibidores conocidos de
la COX-2 correlacionaron con las medias de concentraciones inhibitorias maximas
reportadas (R2=0.462, P<0.001 y R2=0.238, P=0.029, respectivamente). Ademas,
los resultados sugieren que la accion sinérgica de la curcumina sobre la inhibicion
de la COX-2 inducida por celecoxib, puede ocurrir alostéricamente. La segunda
parte del trabajo consistié en la busqueda de blancos moleculares para el acido
alfa lipoico, un antioxidante de interfase, empleando herramientas de acoplamiento
inverso, donde las proteinas encontradas en mamiferos, tales como la leucotrieno
A4 hidrolasa, el canal de potasio dependiente de voltaje, la alfa hidroxiesteroide
deshidrogenasa y la epéxido hidrolasa, fueron predichas como potenciales blancos
farmacologicos para esta molécula. Todas estas observaciones permiten un
acercamiento (teorico) para explicar la forma de como estos compuestos naturales
podrian estar ejerciendo sus efectos benéficos sobre la salud.

PALABRAS CLAVE: Inflamacion, inhibicidn enzimatica, acoplamiento, actividad

bioldgica.



POTENTIAL INTERACTION OF NATURAL DIETARY BIOACTIVE COMPOUNDS
WITH COX-2 AND SEARCHING OF POTENTIAL TARGETS FOR ALPHA
LIPOIC ACID

WILSON MALDONADO ROJAS

Environmental and Computational Chemistry Group-University of Cartagena

ABSTRACT

Bioactive natural products present in the diet play an important role in several
biological processes, and many have been involved in the alleviation and control of
inflammation-related diseases. These effects have been linked with modulation of
gene expression and direct interaction of enzymes involved in different pathologies.
This work consists of two parts. The first, several food-related compounds with
known gene regulatory action on inflammation have been examined in silico as
COX-2 ligands, utilizing AutoDock Vina, GOLD and Surflex-Dock (SYBYL) as
docking protocols. Curcumin and all-trans retinoic acid presented the maximum
absolute AutoDock Vina-derived binding affinities (9.3 Kcal/mol). AutoDock Vina
affinities and GOLD scores for several known COX-2 inhibitors significatively
correlated with reported median inhibitory concentrations (R?=0.462, P<0.001 and
R?=0.238, P=0.029, respectively). Moreover, the results suggest that the synergistic
action of curcumin on the inhibition of COX-2 induced by celecoxib, can occur
allosterically. ii) The second part consisted in the search for molecular targets for
alpha lipoic acid using inverse docking, where the proteins found in mammals, such
as: leukotriene A4 hydrolase, potassium channel voltage-dependent, alpha-
hydroxysteroid dehydrogenase and epoxide hydrolase, were predicted as potential
pharmacological targets for this molecule. These observations allow an approach
(theory) to explain the way how these natural compounds exert their beneficial
effects on health.

KEYWORDS: Inflammation; enzymatic inhibition; docking; biological activity.
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1. INTRODUCCION

Muchos de los alimentos que consumimos contienen pequefias cantidades de
compuestos bioactivos que actian como componentes nutricionales adicionales
(Kitts, 1994). La diversidad de estos productos quimicos es muy amplia, y
algunos de los mas representativos incluyen flavonoides, isotiocianatos,
proantocianidinas, terpenos, carotenoides, antocianinas y acidos grasos omega-
3 poliinsaturados (Pan et al., 2009), y el antioxidante natural &cido alfa lipoico el
cual ha sido ampliamente referenciado por sus efectos benéficos sobre la salud
(Satoh et al., 2008).

La presencia de estas moléculas bioactivas naturales en frutas y alimentos de la
dieta natural ha sido considerada relevante, no so6lo por sus propiedades
organolépticas unicas, sino también por sus efectos beneficiosos sobre la salud
humana, como ha sido demostrado en numerosos estudios (Bohlin et al., 2010;
Shen et al., 2009). En un articulo de revision, Pan et al., 2009, indican la forma
natural de como los compuestos bioactivos ejercen su actividad antiinflamatoria
por la modulacion de la expresion genética de varios genes relacionados con
procesos de inflamacion. Sin embargo, también es muy conocido que algunas
moléculas anti-inflamatorias llevan a cabo su accion inhibiendo directamente
proteinas inflamatorias tales como la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Chakraborti et
al., 2010). Esta enzima cataliza el primer paso en la sintesis de prostaglandinas,
tromboxanos y otros eicosanoides en varios procesos inflamatorios (Kiefer et
al., 2000). Para el caso del acido alfa lipoico, los mecanismos moleculares por
los cuales ejercen sus efectos benéficos sobre la salud son aun menos
conocidos, y solo ha sido relacionado en la mayoria de los casos con la
activacion del receptor de insulina por unién directa al dominio tirosina quinasa

del receptor de insulina (Diesel et al., 2007).

Aunque se ha demostrado que varios productos naturales tienen la capacidad
de modular la expresion de COX-2 (Wilken et al., 2011; Frasca et al., 2010, Jin
et al., 2010), aun no esté claro si estos son capaces de interactuar directamente
con el producto del gen (proteinas) o por la modulacion de sus factores de

transcripcion. Para el &cido alfa lipoico es mucho menos la informacion



conocida hasta ahora en cuanto a sus posibles mecanismos de accion,
atribuyendo sus propiedades terapéuticas principalmente a su poder
antioxidante (Goraca et al., 2011). Sin embargo, la identificacion de los blancos
farmacolégicos de esta molécula podria dar informacion valiosa acerca de la

forma como ejerce su accion bioldgica en la salud humana.

La quimica computacional ofrece la posibilidad de estudiar interacciones a
través de los procedimientos de acoplamiento de varios ligandos a una sola
proteina ligando-proteina (Trott y Olson, 2010), y de varias proteinas alrededor
de una molécula pequefia (Li et al., 2008). Los métodos de acoplamiento son
herramientas valiosas para el desarrollo de farmacos, y los enfoques mas
actuales suponen una estructura rigida de los receptores para el cribado virtual
de un gran namero de posibles ligandos y supuestos sitios de unidon sobre una
molécula receptora (May y Zacharias, 2005). Entre los programas utilizados
para este fin encontramos AutoDock Vina, GOLD y Surflex-Dock (Sybyl) (Trott y
Olson, 2010, Verdonk et al.,, 2003, Jain et al., 2007). Estas herramientas
computacionales de acoplamiento generan valores de unién o afinidad para
sitios y poses diferentes sobre las proteinas blanco, y los mejores compuestos
identificados para estos receptores, los cuales pueden servir como posibles
candidatos para una posterior validacion experimental (Tang et al., 2006,
Utsintong et al., 2009). Por otra parte, el acoplamiento inverso, permite conocer
cuales son los potenciales blancos farmacoldgicos para una molécula en
particular (Li et al., 2006). Es por eso que estos métodos computacionales
pueden ser utilizados para la generacién de informacion que nos permita un
acercamiento de como compuestos naturales bioactivos presentes en la dieta

podrian estar ejerciendo sus efectos benéficos sobre la salud humana.



2. MARCO TEORICO

2.1. COMPUESTOS NATURALES BIOACTIVOS CON CAPACIDAD
ANTIINFLAMATORIA

Los compuestos naturales han sido ampliamente utilizados en la medicina
tradicional, considerados como una alternativa viable para el desarrollo de nuevos
medicamentos, convirtiéendose en una valiosa fuente a largo plazo para
descubrimiento de nuevos y eficaces farmacos. Datos estadisticos demuestran que
compuestos bioactivos naturales y sus derivados, contribuyen aproximadamente a
un tercio de los medicamentos mas vendidos actualmente en el mercado (Zhou et
al., 2010).

Compuestos naturales bioactivos en frutas y verduras, que poseen potentes
propiedades anti-inflamatorias, han sido considerados como opciones
prometedoras para diferentes ensayos clinicos destinados a la busqueda de
alternativas para la prevencion de enfermedades que involucran procesos
inflamatorios en alguna de sus etapas (Thoppil y Bishayee, 2011; Lucas et al.,
2011).Muchos de estos compuestos naturales bioactivos han presentado
importantes efectos farmacolégicos, los cuales pueden alterar de manera
significativa la actividad de agentes con funcion terapéutica mediante la
modulacién de vias bioquimicas(Lila y raskin, 2005). Muchas éareas terapéuticas se
han beneficiado de gran manera por la abundante diversidad de plataformas para
medicamentos generadas por el estudio de las propiedades y caracteristicas fisico-
guimicas de los productos naturales, debido a su capacidad de interactuar con
muchos objetivos farmacoldgicos especificos dentro de la célula y de hecho
durante los Ultimos afios han sido fuente de inspiracién para la mayoria delos
medicamentos aplicados en enfermedades de gran incidencia a nivel mundial,
principalmente en enfermedades inflamatorias y de naturaleza oncolégica (Mishra
y Tiwari, 2011).



2.2. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS NATURALES CON
CAPACIDAD ANTIINFLAMATORIA

Debido a la gran variedad que existe de estos compuestos en la naturaleza, es
posible hacer una clasificacion somera de los compuestos bioactivos relacionados

directamente con procesos inflamatorios de la siguiente manera.

2.2.1. Flavonoides. Poseen una gran diversidad y son muy abundantes en las
plantas, donde casi todos los tejidos son capaces de sintetizar flavonoides. Estos
compuestos pueden ser clasificados en siete grupos: flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavononoles, flavonoides, isoflavonas, y antocianidinas (Pan et al.,

2009). Entre estos compuestos pueden ser destacados los siguientes:

Apigenina, una flavona presente en el perejil y el apio (Yao et al., 2010).

Tangeretina, pertenece a las flavonas polimetoxilatadas, es abundante en la
cascara delos citricos (Stuetz et al., 2010).

5-hidroxi-3-,6,7,8,3",4" hexametoxiflavona, que también es encontrado en citricos
(Lai et al., 2007).

Kaempferol, un flavonol presente en el brocoli y el té verde (vasanthi et al., 2009).

Quercetina, este flavonol es uno de los metabolitos secundarios de las plantas, es
encontrado tipicamente en las cebollas, brocoli, manzanas, uvas, vino, té, y las
verduras de hoja verde (Vasanthi et al., 2009).

Naringenina, un flavanona esta principalmente presente en las naranjas (Lien et al.,
2008).

Epicatequina y epicatequina-3-galato son los compuestos polifendlicos mas
abundantes en el té verde (Wang et al., 2010).

Genisteina, isoflavona considerada como el principal componente nutricional en la
soya (Weng et al., 2010).

Cianidina, una antocianidina presente en las cerezas y las fresas (Reber et al.,
2011).

Delfinidina, una antocianina principalmente presente en los frutas oscuras
(Castellarin y Di Gaspero, 2007).

Silibinina, es un flavonolignano presente en la flor de cardo (Abenavoli et al., 2010).



2.2.2. Isotiocianatos, proantocianidinas, y terpenoides. Los isotiocianatos son
formados durante la masticacion de algunos vegetales cruciferos, los cuales
pertenecen al género brassica, estos incluyen; col, brocoli, col rizada, coliflor y
coles de Bruselas, son las principales fuentes de glucosinolatos y productos
relacionados (Pan et al., 2009), entre estos compuestos podemos destacar los
siguientes: Sulforafano, fenetil isotiocianato, y bencil isotiocianato, los cuales estan
contenidos principalmente en las coles (Skupinska et al., 2009, Visanji et al.,
2004).

Las proantocianidinas, son polimeros naturales presentes en muchas plantas y
frutas, cuyas unidades basicas son flavonoides. También reciben el nombre de
taninos condensados. Son encontradas en muchas plantas, especialmente en las

bayas, legumbres, frutos secos, cacao, y el vino (Déziel et al., 2010).

Los terpenos, son una clase de metabolitos secundarios en los vegetales tales
como frutas citricas, cerezas, menta verde y zanahorias, tienen un origen comun de
mevalonato pirofosfato eisopentenil que son lipofilicos en la naturaleza (Akihisa et
al., 2000) los mas relevantes son: Mentona, presente en la menta verde (Shaig-Ali
et al., 2002). Acido all-trans-retinoico, presente principalmente en zanahorias,

pimientos y brocoli (Theodosiou et al., 2010, Ambrosini et al., 2008).

2.2.3. Otros compuestos polifendlicos. Ademas delos flavonoides, muchos otros
compuestos polifendlicos presentes en los alimentos muestran efectos benéficos
en la salud adicionales a su aporte en las propiedades organolépticas. Entre estos

compuestos pueden ser destacados los siguientes:

Resveratrol, un compuesto encontrado principalmente en la cascara de las uvas, el
mani, moras, arandanos y en los vinos tintos (Kalantari et al., 2010),

Pterostilbeno, presente en las bayas de Vaccinium (Alosi et al., 2010),

Curcumina, componente mayoritario del rizoma seco de la curcuma (Cudrcuma
longa Linn.) (Kaura et al., 2010; Rasyid et al., 2002),

[6]-gingerol y [6]-shogaol, son los principales componentes del rizoma de jengibre

(Zingiber officinale Roscoe) perteneciente a la familia del jengibre zingiberaceae



(Weng et al., 2010). Carnosol, es un componente antioxidante presente en el
romero (Bernardes et al., 2010).

2.2.4. Carotenoides y acidos grasos poliinsaturados omega-3. Los
carotenoiedes son pigmentos naturales liposolubles que proporcionan una
coloracion brillante a las plantas y a los animales. Entre estos podemos resaltar los

siguientes compuestos:

Licopeno, un carotenoide encontrado en tomates, sandia, papaya, albaricoques,
naranjas y pomelo rosado (Vogel et al., 2010),

B-caroteno, es el mas comdn de los carotenoides encontrado principalmente
zanahorias, calabazas, mangos y papayas (Thirmann et al., 2002),

Luteina, es encontrada en vegetales de color verde oscuro, tales como la espinaca
y la col rizada, es un pigmento amarillo que pertenece a la clase de carotenoides

no-provitamina A (Burns-Whitmore et al., 2010).

Los acidos grasos poliinsaturados omega-3, son aceites esenciales cuya
denominacion omega-3 indica la posicion del primer doble enlace contando desde
el metilo terminal (-CH3), es decir que tiene su primer doble enlace en el tercer
carbono contando a partir del —CH3 terminal (omega), entre estos se destacan los

siguientes compuestos:

Acido eicosapentaenoico y Acido docosahexaenoico, encontrados principalmente

en pescado de mar (Mann et al., 2010).

Las estructuras bidimensionales y sus respectivas fuentes naturales de cada uno

de los compuestos anteriormente mencionados son presentadas en el Anexo A.

2.2.5. Acido alfa lipoico. El &cido alfa lipoico (ALA) es una molécula relativamente
pequefa, formado por un acido carboxilico de cinco carbonos unido a un anillo
ciclico disulfuro de cinco atomos. ALA es un antioxidante de los &cidos grasos. Es
considerado un metabolito importante para la produccién de energia en las
mitocondrias, y también sirve como un potente limpiador de radicales libres en

medios acuosos Y lipofilicos. Este compuesto es utilizado como farmaco en muchos



paises europeos, principalmente para el tratamiento de trastornos del higado y
neuropatias (Packer et al.,, 1999).La forma oxidada de este compuesto bioactivo
tiene dos enantiomeros (R-ALA, y S-ALA), y la forma reducida es conocida como
acido dihidrolipoico (DHALA) como es presentado en la Figura 1(Kramer et al.,
2001).

Forma Oxidada
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SH SH
Acido dihidrolipoico

Figura 1. Formas existentes del acido alfa lipoico.

De las dos formas enantioméricas del ALA solo el enantiomero R (R-ALA) es
sintetizado biol6gicamente, encontrandose naturalmente en los alimentos unido de

forma covalente a lisina como lipoillisina (Packer et al., 1999).

2.2.6. Importancia terapéutica de compuestos naturales bioactivos. Los
efectos antiinflamatorios atribuidos a estos compuestos naturales ha despertado un
especial interés entre los investigadores y médicos (Pan et al., 2009) inspirado por
dos factores importantes: el amplio reconocimiento de la observacion etnomédica y
el tratamiento de la inflamacion con plantas silvestres cultivadas y cosechadas
(Lansky et al., 2008; Balick y Lee, 2005), y los grandes avances en el desarrollo de

métodos sofisticados y confiables para la deteccion con fines terapéuticos de



compuestos con capacidad anti-inflamatoria (Hamza et al., 2011; Soikkeli et al.,
2011).

2.3. INFLAMACION MEDIADA POR CICLOOXIGENASAS

La inflamacién es una respuesta normal a cualquier estimulo nocivo que amenaza
el organismo y puede variar de una respuesta localizada a una generalizada. Los
anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs) han sido ampliamente utilizados para el
tratamiento de las enfermedades que presentan proceso inflamatorios, debido a la
inhibicion de una enzima de membrana llamada ciclooxigenasa (COX), que
participa en la biosintesis de prostaglandinas (Fernandez-Tome et al., 2004). La
COX es una enzima clave en la transformacion del acido araquidonico en
prostaglandinas y tromboxanos (Figura 2). En 1971 fue identificada como el blanco
molecular de la aspirina y los AINEs por John Vane y fue aislada en 1976 y clonada
solo hasta 1988 (Kam et al., 2009). La isoforma COX-2 fue descubierta entre 1989
y 1992 por tres laboratorios independientes (Xie et al., 1991; Kujubu et al., 1991;
O'Banion et al.,, 1991).Desde entonces existen dos muy bien conocidas y
caracterizadas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2. La elucidacion de la estructura y
clonacion de COX-2 revoluciond la forma de entender la farmacologia de los
AINEs (Kam et al.,, 2009). Sin embargo, existe una nueva isoforma de
ciclooxigenasa, la cual fue aislada en 2002 como una variante de COX-1,
encontrandose en altas concentraciones en el corazon y la corteza cerebral de los
perros, esta nueva isoforma fue reportada como COX-3 (Chandrasekharan et al.,
2002), siendo posteriormente identificada como blanco farmacoldgico del

paracetamol.
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Figura 2. Conversion del acido araquiddnico a prostaglandinas y tromboxanos por

accion de las ciclooxigenasas (COX-1/COX-2).

2.3.1. COX-1 y COX-2. Las enzimas ciclooxigenasas 1 y 2 (Figura 3) han sido las
mas relacionadas con procesos inflamatorios. COX-1 es una enzima constitucional
isoenzima que es muy importante en el mantenimiento de la funcién renal, de las
plaquetas, y el epitelio gastrointestinal (Mitchell y Warner, 1999). COX-2 es la
isoenzima inducible que es expresada por la inflamacién de los tejidos, auque ha
sido relacionada con funciones homeostaticas en el rifidn, sistema cardiovascular y
el cerebro (FitzGerald y Patrono, 2001).
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Figura 3. Estructuras 3D de las ciclooxigenasas COX-1y COX-2.

2.3.2. Inhibicién selectiva de COX-2. Actualmente, una gran cantidad de
compuestos inhibidores de COX-2 han sido reportados en la literatura (Uddin et al.,
2011; Sobolewski et al., 2011; Vinogradova et al., 2011). La selectividad por la
COX-2 resulta principalmente por las diferencias estructurales entre las isoforma
COX-1 y COX-2. En primer lugar, la sustitucion del aminoacido isoleucina 523
(le523) en la COX-1 por el aminoacido menos voluminoso valina 523 (Val523) en
COX-2, lo cual permite el acceso a un bolsillo lateral hidrofilico adicional. La
existencia de éste en COX-2 permite la interaccion con otros aminoacidos como la
arginina 513 (Arg513), reemplazada por una histidina en COX-1 (Figura 4). Esta
modificacidn seria otro factor contribuyente a la especificidad a COX-2 (Michaux et
al., 2006).



Figura 4. Diferencias entre los sitios activos de las ciclooxigenasas 1y 2.

En segundo lugar, la conservacion Leu384, ubicado en la parte superior del canal,
se orienta de manera diferente en las dos isoformas. De hecho, en COX-1, la
presencia de una fenilalanina en la posicion 503 (Phe503) obliga a la cadena lateral
de la leucina 384 (Leu384) hacia el punto interior del sitio activo. Por otro lado, en
COX-2, la leucina con un volumen menor en esta posicién (503) permite que la
cadena lateral de Leu384 alejarse de la parte activa y genera un espacio accesible
en el vértice del sitio de union de la COX-2 (Bayly et al., 1999). Estas dos
diferencias principales aumentan el volumen del sitio activo de la COX-2 (20% mas)
en comparacion con COX-1, lo cual es utilizado para el disefio de nuevos
inhibidores selectivos de la COX-2 (Zarghi et al., 2011) como es observado en la

Figura 5.
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Figura 5. Inhibicion selectiva de celecoxib para COX-2.

2.4. PROTOCOLOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR PARA EL
DESCUBRIMIENTO DE INHIBIDORES DE COX-2

El descubrimiento de inhibidores de COX-2 representa un logro importante de los
esfuerzos en las ultimas décadas para desarrollar tratamientos terapéuticos para la
inflamacion. Para obtener informacion sobre la identificacion de nuevos inhibidores
de COX-2, generalmente nos dirigimos a la base estructural por medio de un
protocolo de acoplamiento molecular, como paso anterior a las pruebas
experimentales (Park y Lee, 2005), entre los programas mas comunmente
utilizados para este fin encontramos GOLD, Surflex-Dock y AutoDock Vina,

descritos a continuacion.

2.4.1. GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking). Este programa utiliza
una funcidon de puntuacion llamado conveniencia (fithess) para clasificarlos
diferentes modos de unién del ligando a la proteina. Estd compuesto de cuatro
términos: a) la puntuacién de enlaces de hidrogeno proteina-ligando, b) la
puntuacion de fuerzas de van der Waals proteina-ligando, c) la contribucion a la

conveniencia, debido a los enlaces de hidrégeno intramoleculares en el ligando, y



d) la contribucién debida a la tension intramolecular del ligando. Ademas, tiene un
mecanismo para colocar el ligando en el sitio de unién con puntos de fijacion, y por
altimo, utiliza un algoritmo de busqueda para explorar los posibles modos de unién
(Verdonk et al., 2003).

2.4.2. Surflex-Dock (Programa Sybyl). Surflex-Dock, utiliza una funcion de la
puntuacion empirica y un motor de busqueda patentado para encontrar el sitio de
union del ligando de la proteina. Surflex-Dock cuenta con un sitio activo idealizado
del ligando a la proteina llamado protomol como blanco para generar poses
putativas de moléculas o fragmentos moleculares. Estas poses putativas son
calificadas usando la funciébn de puntuacion “Hammerhead” que también sirve
como una funcion de optimizacion local de las poses. Los resultados del
acoplamiento para todas las moléculas son organizados segun la puntuacion total
“Total score” representados en unidades —log (Kd)?, Kd es la constante de

disociacion (Jain et al., 2007).

2.4.3. AutoDock Vina. AutoDock Vina, es un programa usado para acoplamiento
molecular y cribado virtual, que combina algunas de las ventajas de las funciones
basadas en el conocimiento empirico y las funciones de puntuacion: la informacion
empirica es extraida, tanto de las preferencias conformacionales del complejo
receptor-ligando y de las mediciones experimentales de afinidad. Los ligandos son
clasificados con base a una funcién de puntuacion de energia, para acelerar el
célculo de la puntuacion, mediante la utilizacion de una red basada en la

interaccion proteina-ligando (Trott y Olson, 2010).

2.4.4. Acoplamiento inverso proteina-ligando. El enfoque de acoplamiento
inverso es utilizado principalmente en la biusqueda de posibles proteinas blanco
para moléculas pequefias con actividad biolégica conocida, empleando métodos de
acoplamiento entre las estructuras almacenadas en una base de datos de
proteinas con cavidad y un ligando especifico. Los complejos con la mejor
interaccién proteina-ligando permiten identificar candidatos potenciales para la

validacion experimental (Tang et al., 2006).



Las posibles aplicaciones del método de acoplamiento inverso estan dirigidas al
descubrimiento de farmacos, principalmente en la deteccion de blancos
terapéuticos desconocidos y secundarios de un farmaco, la identificacion de
blancos potenciales responsables de la toxicidad y/o efectos secundarios de un
medicamento, y la exploracion de mecanismos moleculares de compuestos
bioactivos naturales (Mandal et al., 2009; Tang et al., 2006; Chen y Ung, 2002).

En la actualidad existen varios servidores y softwares utilizados para el
acoplamiento inverso, tales como INVDOCK (Chen y Ung, 2002), EM-DOCK 3
(Harriman et al., 2007), TarFisDock (Li et al., 2006), entre otros.

2.4.4.1. TarFisDock. El servidor TarFisDock (Target Fishing Dock) es una
herramienta disponible en la web creada por el Centro de Disefio y Descubrimiento
de Farmacos (DDDC) de Shanghai (China), y desarrollada sobre la base del
programa de acoplamiento Dock 4.0 (Li et al., 2006). Tiene como propdsito
encontrar potenciales proteinas blanco de pequefias moléculas activas que fungen
como ligandos (Cai et al., 2006). Es posible acceder liboremente a esta herramienta

a través de la web (http://www.dddc.ac.cn/tarfisdock/).



3. ESTADO DEL ARTE

La COX-2 es una enzima pro-inflamatoria inducida en una gran variedad de
condiciones patologicas. En consecuencia, las estrategias dirigidas a inhibir la
actividad enzimatica dela COX-2 han sido aplicadas clinicamente para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes y, ademas, los mismos enfoques son

actualmente investigados con fines anti-cancer (Cerella et al., 2010).

Compuestos naturales bioactivos presentes en una gran variedad de alimentos,
incluyendo frutas, verduras, cereales, legumbres, y té, entre otros, son utilizados
para ayudar aprevenir muchas enfermedades que presentan procesos inflamatorios
en algunas de sus etapas, incluyendo cancer, enfermedades degenerativas, e
inflamacion cronica y aguda (Cerella et al., 2010).Los métodos modernos de la
biologia celular y molecular permiten comprender las interacciones de los
diferentes compuestos bioactivos naturales con los mecanismos béasicos de la

respuesta inflamatoria.

Estos compuestos ejercen actividad anti-inflamatoria mediante la modulacion dela
expresion de genes pro-inflamatorios han demostrado una prometedora actividad
como quimiopreventivos (Pan et al., 2009). Muchos de estos compuestos han sido
reportados como moduladores de la expresion de la COX-2, incluyendo la
curcumina, uno de los compuestos mas referenciados (Wu et al., 2010; Sikora et
al., 2010; Moghaddam et al., 2009; Jurenka, 2009), acido all trans-retinoico, que ha
sido utilizado para el tratamiento o alivio de enfermedades inflamatorias (Leelawat
et al., 2005), genisteina, apigenina, cianidina y kaempferol, flavonoides presentes
comunmente en alimentos de la dieta natural, han sido utilizados para el
tratamiento de muchas enfermedades, debido a sus conocidas propiedades
antialérgicas, antivirales, anti-inflamatorias y vasodilatadoras (Li et al., 2010, Vela et
al., 2010, Lee et al., 2010, Watkins et al., 2007, Calderone et al., 2004). Del mismo
modo ha sido reportado experimentalmente que el acido docosahexaenoico posee
efectos anti-inflamatorios (Massaro et al., 2006). Por otra parte, el a4cido alfa lipoico
ha sido utilizado como medicamento en paises europeos para tratamientos de
desdérdenes de higado y neuropatias (Rakel, 2008). Recientemente han sido

atribuidas actividades neuro protectoras y contra algunas patologias cardiacas,



efectos que han sido directamente relacionados con su poterncial antioxidante
(Wang et al., 2011, Perera et al., 2011).

A pesar de la gran cantidad de evidencia experimental que soporta la modulacién
de los compuestos bioactivos naturales sobre enzimas antiinflamatorias,
principalmente sobre COX-2, hasta ahora pocos estudios han sido dirigidos al
estudio de la interaccion directa de estos compuestos con la enzima. Sin embargo,
en el afio 2005, Selvam y colaboradores, realizaron la evaluacion de la capacidad
inhibitoria de compuestos analogos de la curcumina de inhibir la actividad de la
COX1 y COX-2, mediante estudios de acoplamiento molecular en los sitios activos
de estas enzimas, usando herramientas computacionales, identificando analogos
de la curcumina como potenciales inhibidores de COX-1 y COX-2. Estudios
similares han sido realizados para el compuestos natural resveratrol (Zykova et al.,
2008, Murias et al., 2004). Es conocido que el acido alfa lipoico forma enlaces
covalentes con el grupo g-amino delos residuos de lisina y funciona como un
cofactor para las enzimas mitocondriales al catalizar la descarboxilacion oxidativa
del piruvato, a-cetoglutarato y de cadena ramificada-a-cetoacidos (Gorgca et al.,
2011). Sin embargo hasta ahora solo ha sido propuesto su interaccion directa con
el receptor de insulina con la ayuda de datos experimentales y la utilizacion de

herramientas computacionales de modelacion (Diesel et al., 2007).



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la interaccién directa de 28 compuestos naturales bioactivos con COX- 2, e

identificar potenciales blancos farmacologicos para el acido alfa lipoico, mediante

diferentes herramientas computacionales.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/
o

R/
A X4

Identificar los compuestos naturales bioactivos con mejor probabilidad de
interaccionar directamente con la COX-2.

Identificar los principales residuos, interacciones y el tipo de interaccion en el
sitio de union de la COX-2 con los compuestos naturales bioactivos con

mejor valor de puntuacion de interaccion.

Validar los datos de acoplamiento molecular obtenidos con Autodock Vina,
GOLD, y Surflex-Dock con los datos bioldgicos de 21 inhibidores COX-2

Realizar mediante un enfoque tedrico el estudio del efecto sinérgico entre la

curcumina y celecoxib sobre la inhibicion de la COX-2.

Identificar potenciales blancos farmacologicos para el acido alfa lipoico

mediante acoplamiento inverso.

Identificar los principales residuos, interacciones y el tipo de interaccion en el
sitio de union con el acido alfa lipoico con mejor valor de puntuacion de

interaccion.

Comparar estructuralmente el acido alfa lipoico y los inhibidores conocidos

para los blancos que presenten mejor valor de interaccion.



5. METODOLOGIA

La metodologia utilizada en este trabajo esta dividida en dos etapas. Primero son
detallados los pasos para la evaluacién de la interaccibn molecular de 28
compuestos bioactivos con la COX-2, y posteriormente son descritos los pasos
para la busqueda de potenciales blancos farmacolédgicos para el acido alfa lipoico.

5.1. EVALUACION DE LA INTERACCION DE 28 COMPUESTOS BIOACTIVOS
SOBRE LA COX-2

Para evaluar la interaccion de los 28 compuestos bioactivos sobre la actividad de la
COX-2 fueron desarrollados los siguientes pasos:

5.1.1. Preparaciéon de la estructura de proteinas y ligandos. Las coordenadas
experimentales de tres estructuras de la COX-2 (1CX2, 1PXX y 1CVU) fueron
obtenidas de la base de datos disponible en la web Protein Data Bank (PDB)
(http://www.pdb.org/pdb/home/home.do) y posteriormente preparadas con el
paquete Sybyl 8.1.1 (Tripos, 2007). Los compuestos naturales (28 en total) con
propiedades anti-inflamatorias seleccionados para llevar a cabo este estudio,
fueron aquellos reportados como moduladores de la expresion de genes
relacionados con la inflamacion (Pan et al., 2009). Todos estos productos quimicos
estan presentes en frutas, hortalizas y pescado (Tabla 1), y han demostrado tener
buenas propiedades anti-inflamatorias. Las estructuras fueron dibujadas con el
programa Sybyl 8.1.1, tal y como son presentadas en el trabajo de Pan y
colaboradores en 2009, y optimizadas usando la teoria funcional de la densidad
(TFD) con un nivel B3LYP/6-31G, estos calculos fueron realizados con el programa
de Gaussian 03 (Frisch et al., 2003). La geometria resultante fue convertida al
formato Mol2 con el programa Open Babel (Guha et al., 2006). Para determinar las
similitudes estructurales entre 1CX2, 1PXX y 1CVU, una superposicion molecular

fue realizada utilizando el programa Sybyl 8.1.1.

5.1.2. Célculos de acoplamiento proteina-ligando. La viabilidad delos
compuestos naturales para ser ligandos dela COX-2 fue evaluada utilizando las

estructuras de acoplamiento molecular. Esto fue desarrollado utilizando tres



programas diferentes de acoplamiento que son basados en funciones de

puntuacién diferentes para evaluar el desempefio del acoplamiento proteina-

ligando: AutoDock Vina, Surflex-Dock (Sybyl) y el programa GOLD.

Tabla 1. Productos naturales bioactivos evaluados y sus fuentes

Compuesto Fuente natural Referencia
Apigenina Apio Yao et al., 2010
Tangeretina Citricos Stuetz et al., 2010

Silibinina

Cianidina

Genisteina

Delfinidina

Epicatequina y Epigalocatequina-3-galato

Naringenina

Quercetina y Kaempferol

5-hidroxi-3,6,7,8,3',4' hexametoxiflavona

Curcumina

Flor de cardo

Cerezas

Soya

Frutas oscuras

Té verde

Naranjas

Brécoli

Citricos

Curcuma

Abenavoli et al., 2010

Reber et al., 2011

Weng et al., 2010

Castellarin y Di Gaspero,
2007

Wang et al., 2010

Lien et al., 2008

Vasanthi et al., 2009

Lai et al., 2007

Kaura et al., 2010, Rasyid
et al., 2002



Resveratrol

[6]-gingerol y [6]-shogaol

Carnosol

Pterostilbeno

Bencil Isotiocianato y fenetil isotiocianato

Sulforafano

Proantocianidinas

Acido All trans-retinoico

Mentona

Licopeno

[-caroteno

Luteina

Acido eicosapentaenoico

y Acido docosahexaenoico

Acido alfa lipoico

Uvas

Jengibre

Romero

Bayas

Coles

Coles

Bayas

Zanahorias

Menta verde

Tomate

Zanahorias

Espinacas

Pescado

Espinacas

Kalantari et al., 2010

Weng et al., 2010

Bernardes et al., 2010

Alosi et al., 2010

Visaniji et al., 2004

Skupinska et al., 2009

Déziel et al., 2010

Theodosiou et al., 2010,
Ambrosini et al., 2008

Shaig-Ali et al., 2002

Vogel et al., 2010

Thirmann et al., 2002

Burns-Whitmore et al.,
2010

Mann et al., 2010

Satoh et al., 2008




5.1.3. Parametros a utilizar con AutoDock Vina. El sitio de acoplamiento para los
ligandos en 1CX2, 1PXX y 1CVU fue definido mediante el establecimiento de un
cubo en el centro geométrico del ligando nativo presente en cada una de las
estructuras PDB evaluadas, con dimensiones 24x 24 x 24 A, cubriendo el sitio de
la union del ligando con la proteina, y un espaciado de puntos de la red de 0.375 A.
Las coordenadas X, Y, Z desde el centro de las cuadriculas fueron para 1CX2:
25.374, 21.657 y 17.292, para 1PXX: 27.058, 24.431 y 15.437, y finalmente para
1CVU: 25.277, 22.358 y 49.308, respectivamente. Diez corridas de acoplamiento
molecular fueron ejecutadas para cada ligando, y para cada corrida la mejor pose
fue guardada como archivo Mol2 para los calculos posteriores. Por udltimo, el
promedio de la afinidad de enlace para las mejores poses fue aceptado como el

valor de afinidad de enlace para un complejo particular.

5.1.4. Parametros utilizados con GOLD. El sitio de acoplamiento usando el
programa GOLD fue definido para cada estructura (1CX2, 1PXX y 1CVU) utilizando
las mismas coordenadas X, Y, Z empleadas para localizar el sitio de unién con el
programa AutoDock Vina. Una esfera de radio de 10 A fue definida por el centro
geomeétrico del ligando nativo para cada proteina evaluada. Para cada corrida
independiente, un nimero maximo de 125000 operaciones fueron realizadas. Los
operadores, de peso de cruce (Operator weights for crossover), mutacion y
migracion fueron establecidos en modo automatico, la distancia maxima entre los
donantes de atomos de hidrégeno fueron establecidos en 3.0 A, y las energias de

Van der Waals no-enlazantes cortadas (cut-off) en 6.0 A.

5.1.5. Parametros utilizados con Surflex-Dock (SYBYL). Para los calculos de
acoplamiento con Surflex-Dock, fue creado un protomol usando un enfoque basado
en el ligando (ligando nativo para cada estructura de la COX-2). El Proto_threshold
fue establecido en 0.5 y el proto_bloat fue ajustado a 0.0 como parametros por
defecto. Para cada complejo proteina-ligando, las veinte mejores soluciones de
acoplamiento fueron guardadas y las puntuaciones de Surflex-Dock presentadas

como el promedio de estos valores.

Estas funciones de acoplamiento también fueron utilizadas para calcular las

puntuaciones de acoplamiento de los inhibidores de la COX-2 como lo son: SC558



y el diclofenaco, asi como para el sustrato natural &cido araquidonico. Estas
moléculas también fueron obtenidas a partir de PDB. Todas los calculos de
acoplamiento proteina-ligando realizados sobre las la COX-2 fueron desarrollados
utilizando el sitio de unién del inhibidor a la estructura cristalina (PDB: 1CX2 y
1PXX) o el sitio de unién al sustrato (PDB: 1CVU). Estos sitios de unién son
encontrados en la misma region donde estdn estos compuestos en la estructura
cristalina de la COX-2. En todos los casos, las afinidades fueron reportadas como
el valor medio obtenido para el 10 corridas de acoplamiento realizadas por cada
ligando con cada una de los programas de acoplamiento utilizados en este estudio.

5.1.6. Identificaciobn de residuos interaccionantes con los compuestos
naturales bioactivos en el sitio union con COX-2. La identificacion de residuos
de proteinas que interaccionan con los compuestos bioactivos naturales que tienen
la mayor afinidad fueron llevados a cabo utilizando el programa Ligand Scout 3.0
(Wolber y Langer, 2005). Este programa crea farmacoforos simplificados para
detectar el niamero y tipo de residuos mas importantes que participan en la

interaccién entre el ligando en el sitio de union con la proteina.

5.1.7. Validacion de acoplamiento con los datos biolégicos de inhibidores
COX-2. Las estructuras en 2D y los datos biolégicos de 21 de inhibidores de la
COX-2 fueron obtenidas de la libreria de compuestos quimicos
PubChem(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)y la literatura (Filizola et al., 1997,
Dewitt, 1999). Procedimientos de acoplamiento fueron realizados con tres
herramientas computacionales de acoplamiento: AutoDock Vina, GOLD y Surflex
Dock (Trott y Olson, 2010, Verdonk et al., 2003, Jain et al., 2007), a raiz de los
mismos procedimientos descritos anteriormente para estudiar los productos
bioactivos naturales. Los datos biol6gicos consistieron en medias concentraciones
inhibitorias maximas (Clsp), y los detalles de los protocolos de ensayos, asi como
los materiales estan disponibles en la libreria de bioensayos de pubchem
“BioAssay PubChem”. La relacién entre la afinidad o puntuacion de acoplamiento
calculada para los inhibidores en las tres de las estructuras de COX-2 evaluadas
(media de los valores) y los datos experimentales de actividad (LogClsy) fue
desarrollada mediante un analisis de correlacion lineal (Zhou et al., 2009),

utilizando el Software Graph Instat (versiéon 3.06, 2003).



5.1.8. Enfoque tedrico para el estudio del efecto sinérgico entre la curcumina
y celecoxib sobre la inhibicién de la COX-2. Estudios anteriores han informado
gue la curcumina actua sinérgicamente con celecoxib en la inhibicion de la sintesis
de prostaglandina E; proveniente de la COX-2 (Lev-Ari et al., 2006c; Lev-Ari et al.,
2005), pero los mecanismos moleculares aun son bastante desconocidos. Con el
fin de tener mas informacién de este proceso, fueron realizadas simulaciones de
acoplamiento sobre la superficie completa de la COX-2 (PDB: 3LN1) con los dos
compuestos (curcumina y celecoxib). Para evaluar si la curcumina presenta el
mismo sitio de union o sitios diferentes al celecoxib sobre la COX-2, una serie de
500 corridas de acoplamiento molecular con el programa AutoDock Vina fueron
realizadas con los siguientes parametros de acoplamiento. Estableciendo de un
cubo con dimensiones de 60 x 84 x 72 A cubriendo la proteina completa (Cadena
A), con un espaciado de malla de 1.0 A, utilizando como centro del cubo el centro

de la misma proteina.

5.2. BUSQUEDA DE BLANCOS PARA EL ACIDO ALFA LIPOICO

La busqueda de los blancos farmacoldgicos para el acido alfa lipoico fue realizada

siguiendo los siguientes pasos:

5.2.1. Modelado de estructuras del acido alfa lipoico. En el presente estudio R-
ALA, S-ALA vy las estructuras DHLA fueron dibujadas y optimizadas, usando los
mismos parametros que aquellos empleados para el estudio de los compuestos

acoplados a COX-2.

5.2.2. Busqueda de blancos tedricos para el acido alfa lipoico con
TarFisDock. Una vez optimizadas las estructuras fueron cargadas a TarFisDock
para encontrar las proteinas con estructuras tridimensionales con sitios teéricos de
unién para cada una de las especies del acido alfa lipoico. La busqueda inicio
utilizando la opcién "Blancos en todas las categorias”, y el acoplamiento ligando fue
realizado en todas las proteinas (1207 proteinas disponibles en la actualidad)

presentes en PDTD (Potential Drug Target Database).



5.2.3. Validacién de los calculos de acoplamiento molecular para ALA.
AutoDock Vina puede detectar cavidades de proteinas que permitan la union de un
ligando en cualquier proteina dada, en funcién de un valor de afinidad (kcal/mol).
Por lo tanto fueron seleccionadas varias proteinas al azar de la base de datos
Protein Data Bank (PDB). Los modelos de proteinas seleccionadas al azar fueron
1ABI, 1CA2, 1CAl, 1DFR, 1FDH, 1LCT, 1LFH, 1RHG, 2DHF, 2HHM, 2PAB, 2W9l,
2XAl, 3A1F, 3GPD, 3GRG, 3LHM, 4HVP, 411B y 8FAB, estos fueron acoplados a
R-ALA con AutoDock Vina, y los valores de afinidad fueron utlizados para
determinar un valor tedrico para afinidades de proteinas no especificas para R-
ALA.

5.2.4. Acoplamiento de las estructuras del acido alfa lipoico con los blancos
moleculares predichas por TarFisDock. La estructuras R-ALA, S-ALA y DHLA
fueron acopladas a cada una de las proteinas blanco predichas por TarFisDock,
después de ser preparadas con el programa Sybyl 8.1.1. El acoplamiento fue
realizado con el programa AutoDock Vina con el fin de obtener los valores de
afinidad de union (kcal/mol) de un ligando patrticular. El sitio de acoplamiento para
las estructuras del acido alfa lipoico en los blanco farmacolégicos de la proteina fue
definido mediante el establecimiento de un cubo con las dimensiones de 24 x 24 x
24 A, de manera tal que cubra el sitio de unién predicho por TarFisDock, y usando
un espaciado de malla de 0,375 A, a partir del centro de masas del ligando. Diez
corridas con AutoDock Vina fueron ejecutadas en todos los casos por cada
estructura del acido alfa lipoico, y para cada corrida fue guardada la mejor pose. La
afinidad media para las mejores poses fue tomada como el valor de afinidad final

de un complejo en particular.

5.2.5. Identificaciéon de residuos interaccionantes con el acido alfa lipoico en
el sitio union con las proteinas blanco. Las proteinas presentes en mamiferos
con los mejores valores de afinidad para el acido alfa lipoico, fueron chequeadas
con el programa LigandScout 3.0 para detectar aquellas interacciones importantes

en cada uno de los complejos proteina-acido alfa lipoico.

5.2.6. Acoplamiento de inhibidores conocidos de los blancos moleculares

predichas por TarFisDock para el acido alfa lipoico. Inhibidores conocidos para



las proteinas en mamiferos predichas por TarFisDock para el R-ALA reportados en
las bases de datos PubChem y DrugBank (http://drugbank.ca/) y sus afinidades
fueron calculadas con AutoDock Vina 1.0. El sitio de union fue establecido
especificamente en el sitio propuesto por el servidor TarFisDock para el R-ALA.
Parametros similares de acoplamiento y el nimero de corridas ejecutadas a los
utilizados para las estructuras del acido alfa lipoico también fueron empleados para
el célculo de la afinidad de los inhibidores a las proteinas blanco.

5.3. ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias entre las medias de las variables para diferentes grupos de
moléculas fueron evaluadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Los
resultados fueron expresados como las diferentes conformaciones de los
compuestos, y los valores de afinidad (kcal/mol) como la mediatdesviacion
estandar. Para todos los anadlisis estadisticos el criterio de significancia fue
establecido a P<0.05.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. EVALUACION DE LA INTERACCION DE LOS 28 COMPUESTOS
BIOACTIVOS SOBRE LA COX-2.

Una vez desarrollada la metodologia propuesta para evaluar la potencial
interaccion de los 28 compuestos bioactivos sobre la COX-2 fueron obtenidos los

resultados descritos a continuacion.

6.1.1. Similitudes estructurales entre las diferentes estructuras evaluadas de
COX-2. La superposicion de las estructuras 3D de COX-2 (PDB: 1CX2, 1CVU y
1PXX), asi como los valores de RMSD para cada par de ellos son presentados en
la Figura 6. En la cual se pueden apreciar, solo pequefas diferencias entre estas
estructuras tridimensional de la COX-2 (de identidad de secuencia> 99.5 y RMSD
<0.507 A), siendo mucho menor cuando son tenidos en cuenta solo los residuos
presentes en el sitio de unién con el ligando donde el valor de RMSD es mucho
menor (RMSD<0.425). Sin embargo, estas pequefias diferencias estructurales
pueden tener efectos importantes en los valores de afinidad para los compuestos

con cada una de las estructuras de COX-2.



Sitio de
acoplamiento

S . .. ldentidad RMSD
uperposicién . A

1CX2vs 1CVU 99.8 0.507

1CX2vs 1PXX 99.6 0.442
1PXX vs 1CVU 99.5 0.370

Figura 6. Superposicion tridimensional de las estructuras COX-2 (1CVU, 1PXX y
1CX2), mostrando el porcentaje de identidad de la secuencia y los valores de

RMSD entre las tres estructuras. *rmsd para el sitio de acoplamiento.

6.1.2. Célculos de acoplamiento con los programas AutoDock Vina, GOLD y
Surflex-Dock (SYBYL). Las afinidades y puntuaciones de acoplamiento obtenidas
para los compuestos naturales sobre diferentes estructuras de COX-2 con tres
herramientas computacionales distintas son presentadas en la Tabla 2. Los
resultados indican que en comparacion con los compuestos bioactivos de la dieta
natural evaluadas, la afinidad de unién calculada por el programa AutoDock Vina
para SC558, diclofenaco(inhibidores), y acido araquidonico (sustrato) fueron mas
consistentes en cuanto a la magnitud del valor esperado previsto, de los valores
generados por los resultados calculados por los programas GOL y Surflex-Dock
(Sybyl). En el caso de GOLD, la presencia del nitrdgeno parece generar resultados
contradictorios (valores negativos) para el diclofenaco, y la alta variabilidad de las
puntuaciones de enlace obtenidas para las diferentes estructuras dela COX-2. Por

otra parte, la funcién Surflex-Dock (Sybyl), también mostraron una considerable



variabilidad de las puntuaciones obtenidas para las estructuras dela COX-2. Por lo
tanto, los calculos y discusiones sucesivas son referidos solamente a los resultados

de afinidad proporcionados por el programa AutoDock Vina.

Tabla 2. Resultados del acoplamiento molecular para los compuestos naturales

bioactivos sobre las estructuras de COX-2 utilizando diferentes programas

Nombre de la
proteina:

. 1CX2 1PXX 1CvU
Cyclooxigenasa-2
(COX-2)
AV* G S AV G Af-A-\d/ i G S

Compuesto Afinidad Fitness Total Afinidad Fitness Total (K(l,zll /riol Fitness Total

(Kcal/mol) Score  (Kcal/mol) Score ) Score
Curcumina -8.4 51.41 7.60 -8.7 52.18 5.44 -9.3 52.62 7.03
Silibinina -7.8 25.33 4.67 -3.6 44,59 0.79 -7.8 37.70 3.97
Apigenina -8.4 47.99 5.24 -8.6 49.48 4.96 -8.9 48.68 6.08
Genisteina -8.4 43.42 4.49 9.1 49.05 5.13 -8.8 48.03 5.15
Naringenina -8.3 50.78 6.04 -8.4 49.66 5.89 -8.6 47.11 5.43
[6]-Shogaol -8.0 54.43 9.10 -7.6 49.73 8.34 -7.8 53.17 7.02
[6]-Gingerol -8.0 55.73  7.54 -7.6 46.76 8.24 7.7 55.00  7.69
Acido . 7.7 63.84 910  -75 6062 957 88 6405 1073
docosahexaenoico
Cianidina -7.6 46.71 5.25 -8.1 49.41 3.24 -8.9 51.37 5.70
Quercetina -7.6 46.78 5.84 -8.1 49.55 457 -8.8 47.97 6.23
Resveratrol -7.6 45.19 5.11 -8.0 47.15 6.49 -8.0 46.02 531
Acido _ 7.4 59.86 937  -7.5 5810 898 -85  61.63 8.78
eicosapentaenoico
Tangeretina -7.5 48.91 3.90 -1.7 65.16 6.82 -8.1 60.72 5.21
Epicatequina -7.4 43.09 6.32 -8.5 47.23 5.19 -8.7 46.58 5.68
Kaempferol -7.6 46.93 4.13 -7.9 48.48 3.85 -8.8 47.29 4.45
Delfinidina -7.1 48.64 5.79 -8.1 49.77 3.84 -8.4 50.75 6.04
Pterostilbeno -6.9 49.10 6.94 -7.9 49.03 7.15 -8.2 48.09 6.79
Acido all-trans 7.2 3684 508  -7.3 3923 536  -93 4628  6.90
retinoico
Carnosol -6.8 17.40 2.81 -5.6 44.06 4.33 -8.1 48.73 5.56




Mentona 5.3 2956 330 66 3011 415 66 2963
Bencil isotiocianato 5.9 39.73 283  -6.0 4034 319 61  39.02
Fenetil isotiocianato -6.1 44.28 4.42 -6.1 41.84 3.48 -6.5 38.86
sglilg?gocatecmn'& 72 5243 488  -6.7 5401 326 -82  59.86
B-Caroteno 5.7 208 658 33 10352 560  -61 2111
Licopeno 5.3 2059 533 56 2164 320 76 211

>-Hidrox-3,5.7,8.3 4 6.1 4827 833  -6.7 5594 959 7.9  49.00
Sulforafano 4.4 4561 338 47 4294 404  -48 4343
Luteina 3.9 3169 499 3.6 89.77 456 56  -65.32
Proantocianidina B2 1.8 4404 270 3.8 4854 -126  -45  -39.79
SC558 (Inhibidor) 107 5175 603  -10.0 4521 559  -10.1  43.44
Diclofenaco(Inhibidor) 80  -12297 442  -86  -11946 546  -88  -117.28
Acido 8.0 5970 864  -7.5 58.18 958  -7.8  66.83

Araquidonico(Sustrato)

4.03
2.95
3.29

6.43

6.66

4.04

8.06

3.72
2.77
1.15
4.55
2.24

10.81

*, Valores de las diferentes funciones de puntuacion calculados para cada protein: AV, AutoDock Vina; G, GOLD; S,

Surflex-Dock (SYBYL).

De acuerdo con los valores de afinidad obtenidos por AutoDock Vina (kcal/mol),
varios de estos compuestos naturales son ligando potenciales dela COX-2, con las
mejores puntuaciones obtenidas para la estructura con cédigo PDB: 1CVU,
incluyendo curcumina, acido all trans-retinoico (mayores valores absolutos de
afinidad, siendo 9.3 kcal/mol para ambos), asi como genisteina, apigenina,

cianidina, kaempferol y el acido docosahexaenoico.

6.1.3. Interaccion entre los residuos en el sitio activo de la COX-2 y los
compuestos naturales bioactivos. El complejo entre la COX-2 (PDB: 1CVU) y los
compuestos naturales curcumina y &acido All trans-retinoico, asi como las
interacciones entre los residuos en el sitio de union a la proteina de estos ligando
son presentados en la Figura 7. Ambos ligandos se acoplan muy bien al sitio de
unién (Figura 7A). Los residuos mas importantes en el complejo 1CVU-curcumina
(Figura 7B) fueron Met113, Valll6, lle345, Val349, Leu359, Leu384, Trp387,
Phe518, Ala527, Val523ySer530. La mayoria delas interacciones son de naturaleza

hidrofébica y aromatica, a excepcion de Ser530, que interacciona con la curcumina



a través de un enlace puente de hidrogeno. Para el complejo 1CVU-é&cido all trans-
retinoico (Figura 7C), los aminoacidos mas relevantes son Phe205, Phe209,
Val228, Val344, Tyr348, Val349, Leu352, Tyr385, Trp387 y Leu534, mostrando solo
interacciones de tipo hidrofébico con este ligando. La mayoria de estos residuos
presentes en el sitio activo también han sido reportados para compuestos quimicos
con una fuerte interaccién con COX-2 (Selvam et al., 2005, Furse et al., 2006).

A

Complejo
COX-
2/Compuesto
natural
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Complejo COX-2/Curcumina Complejo COX-2/Acido all trans-retinoico

Figura 7. Estructura 3D de los complejos COX-2 (1CVU)-ligandos. (A) COX-2
unido a curcumina o el &cido trans-retinoico (recuadro) (B). Residuos participantes
en la interaccion de la COX-2 con curcumina. (C) Residuos participantes en la
interaccion de la COX-2-acido all trans-retinoico.

La conformacién mas favorable encontrada para el acoplamiento de la curcumina
en el sitio activo de la COX-2 es similar a la experimentalmente determinada para
el sustrato natural de COX-2, 4cido araquidénico (PDB: 1CVU) (Figura 8). Por

consiguiente, es plausible sugerir que la curcumina puede ejercer su accion,



actuando como un inhibidor competitivo del 4cido araquidonico durante la sintesis
de prostaglandina E2 por la COX-2.

—_Curcumina
-~

Figura 8. Conformacién de acoplamiento de la curcumina y el sustrato acido

araquidonico (experimental) en elsitioactivo de la COX-2 (1CVU).

Entre los muchos productos naturales con conocidas propiedades anti-
inflamatorias, la curcumina es uno de los mas referenciados en la literatura (Wu et
al., 2010, Sikora et al., 2010, Moghaddam et al., 2009, Jurenka, 2009). Este
compuesto fendlico es un pigmento amarillo presente en el polvo de curry, que ha
sido asociado con muchos efectos benéficos en la salud humana como
consecuencia de su consumo en los alimentos. Ha sido demostrado que la
curcumina exhibe actividad antioxidante, antiinflamatoria y pro-apoptotica (Pan et
al., 2009). Aunque, otros compuestos fendlicos procedentes de los alimentos
también han sido relacionados con propiedades anti-inflamatorias, estan presentes

en las uvas, el mani, moras, arandanos y el vino tinto (Galati et al., 2002).



Por otra parte, el &cido All trans-retinoico, que es un terpenoide de color amarillo a
amarillo naranja derivado naturalmente por la via del mevalonato e isopentenil
pirofosfato de (Akihisa et al., 2000), también ha sido utilizado para el tratamiento o

alivio de enfermedades inflamatorias (Leelawat et al., 2005).

Otras moléculas que segun su valor de afinidad, acoplaron muy bien en el sitio
activo COX-2 fueron genisteina, apigenina, cianidina y kaempferol. Estos son
flavonoides presentes comunmente en alimentos de la dieta natural, los cuales han
sido utlizados para el tratamiento de muchas enfermedades, debido a sus
conocidas  propiedades antialérgicas, antivirales, anti-inflamatorias vy
vasodilatadoras(Li et al., 2010, Vela et al., 2010, Lee et al., 2010, Watkins et al.,
2007, Calderone et al., 2004).Del mismo modo, el acido docosahexaenoico ha sido
reportado que posee efectos anti-inflamatorios y de proteccion cardiovascular
(Massaro et al., 2006).

Aunque los valores obtenidos mediante el analisis de acoplamiento molecular in
silico deben ser considerados sOlo como una aproximacion teorica, esta
informacion podria ser de gran utilidad para el estudio de los posibles mecanismos
por los que estas sustancias quimicas se comportan como compuestos anti-
inflamatorios, en particular si estos podrian unirse directamente a proteinas

relacionadas directamente con procesos inflamatorios como la COX-2.

6.1.4. Relacion entre la actividad biolégica de los inhibidores de COX-2 y los
datos del acoplamiento proteina-ligando. Con el fin de determinar si los valores
calculados de afinidad AutoDock Vina, asi como las puntuaciones calculadas por
GOLD vy Surflex-Dock, podrian ser utilizados como una indicaciéon de la posibilidad
de gue un compuesto quimico pueda comportarse como un inhibidor de la COX-2,
un grupo de 21 compuestos con actividad de inhibitoria confirmada
experimentalmente, los cuales son encontrados en la base de datos BioAssay
PubChem, fueron acoplados a las estructuras de COX-2 (PDB: 1CX2, 1PXX y
1CVU). El nombre (o la identificacién del compuesto quimico de PubChem, CID), la
actividad biologica correspondiente sobre COX-2 (Clso), los valores de afinidad
calculados con AutoDock Vina, y las puntuaciones GOLD y Surflex-Dock (Sybyl)

para cada uno de estos compuestos, y el logaritmo de la actividad bioldgica



(LogClso) son mostrados en la Tabla 3. Las relaciones entre la actividad bioldgica y
los datos de acoplamiento para cada uno de los programas utilizados para el
acoplamiento son presentados en la Figura 8. Los resultados sugieren que para
todas las herramientas de acoplamiento molecular empleadas, la actividad de la
COX-2 sigue una relacion lineal sélo con los valores de afinidad de union
calculados para los inhibidores (AutoDock Vina) y las puntuaciones de
acoplamiento de GOLD, siendo mucho mas significante para el primero. Aunque la
magnitud de la correlacién fue moderada (R? = 0,462, P <0,001), este valor es
similar a los valores de correlacion obtenidos para estudios de acoplamiento con

fines similares (Hare et al., 2010).

Por otra parte, los datos mostraron que los ligandos con valores absolutos de
afinidad superiores a 10 kcal/mol tienen una mejor oportunidad de interaccionar
directamente con COX-2. Por ejemplo, celecoxib, SC558, y 2,3-sulfonamida
diarilfenil tienen valores absolutos de afinidad mayores que 10 kcal/mol y valores
deClso en el orden sub-micromolar. Sin embargo, las moléculas con valores
absolutos de afinidad alrededor de 9 kcal/mol también tienen una buena

probabilidad de actuar como inhibidores COX-2.



Tabla 3. Afinidades calculadas (AutoDock Vina, AV), valores de las puntuaciones de enlace (GOLD, G, y Surflex Dock, S) y
los promedios de las concentraciones inhibitorias (C150) para compuestos reportados como inhibidores de COX-2

Estructura de COX-2 Cadigo PDB:1CX2 Cadigo PDB:1PXX Caddigo PDB:1CVU
AV S AV S AV S Valores Valores  Valores

Inhibidor de COX-2 Afinidad G Total  Afinidad(kc G Total Afinidad G Total AV G S Clso LogClso

(kcal/mol) Fitness Score al/mol) Fitness Score (kcal/mol) Fitness Score promedios promedios promedios Ml Ml
Valdecoxib (AID: 162347) -9.5+0.0 65.86+0.02 4.80+0.00 -8.5+0.0 61.78+0.02 4.62+0.00 -10.0£0.0 62.32+0.02 6.60+0.00 -9.4+0.1  63.32+0.34 5.34+0.00 0.005 -2.3
Celecoxib (AID: 270014) -10.8+#0.0 68.42+0.02 6.63+0.00 -9.7+0.0 65.53+0.06 8.14+0.00 -9.8+0.1 65.42+0.08 6.52+0.00 -10.1+0.1 66.46+x0.26 7.10+0.00 0.0022 -2.7
Meloxicam (AID:162326) -7.4+0.1 35.65+0.62 5.96+0.00 -7.0+0.0 38.51+0.15 3.90+0.00 -7.6+0.0 54.82+0.03  4.14+0.00 -7.3£t0.1  42.99+1.58 4.67+0.00 0.16 -0.8
Piroxicam (AID:162326) -8.3+0.0 39.06+0.04 3.54+0.00 -8.0+0.0 35.07+0.24 3.80+0.00 -8.5+0.0 50.56+0.16  4.55+0.00 -8.3+0.0 41.56+1.22 3.96+0.00 0.1 -1.0
Diclofenaco (AID:313125) -8.0+0.0 -122.97+0.07 4.42+0.00 -8.6+x0.0 -119.24+0.24 5.46+0.00 -8.8£0.0 -117.28+0.11 2.24+0.00 -8.4+0.1 -119.90%+0.11 4.04+0.00 0.02 -1.7
Flosulida (AID:162338) -8.5+£0.0 67.40£0.08 7.35+0.00 -8.8+£0.0 63.56+0.14 6.47+0.00 -9.4+0.0 62.38+0.10 7.43+0.00 -8.910.1 64.45+0.40 7.08+0.00 0.021 -1.7
Tenidap (AID:160880) -8.4+0.1 56.04+0.15 6.47+0.00 -8.3x0.0 61.57+0.08 4.20+0.00 -9.1+0.0 59.80+0.10 5.56+0.00 -8.6£0.1  59.14+0.43 5.41+0.00 0.01 -2.0
Nimesulida (AID:162655) -7.6+0.0 57.79+0.10 6.77+0.00 -7.6+0.0 56.15+0.13 5.28+0.00 -8.2+0.0 55.11+0.24  4.92+0.00 -7.8+0.1  56.35+0.22 5.66+0.00 0.015 -1.8
Etodolaco (AID:52141) -7.2+0.1 49.14+0.23 7.09+0.00 -7.9+0.0 45.72+0.13 6.05+0.00 -8.3+0.0 51.35+0.08 6.24+0.00 -7.8+0.1  48.74+0.44 6.53+0.00 0.025 -1.6
Rofecoxib (AID:241308) -9.8+0.0 63.49+0.04 6.60+0.00 -8.8+0.0 60.60+0.03 7.47+0.00 -9.8+0.0 59.57+0.19  6.37+0.00 -9.3+0.1  61.20+0.31 6.81+0.00 0.032 -1.5
Dup 697 (AID:162346) -9.9+0.2 73.47+0.04 6.18+0.00 -9.5+0.0 69.63+0.09 5.88+0.00 -9.4+0.0 66.28+0.15 5.27+0.00 -9.6+0.1  69.80+0.55 5.78+0.00 0.01 -2.0
L-745337 (AID:162346) -9.3+0.0 62.69+0.18 6.92+0.00 -10.9+0.0 63.73+0.03 6.19+0.00 -9.6+0.0 64.33+0.08  5.90+0.00 -9.9+0.1  63.58+0.14 6.34+0.00 0.02 -1.7
SC558 Filizola, 1997 -10.740.2  51.75+0.25 6.03+0.00 -10.0+0.1 45.21+0.36 5.59+0.00 -10.1+0.2  43.44+0.26  4.55+0.00 -10.3+0.1 46.80+0.68 5.39+0.00 0.0093 -2.0
NS 398 (AID:46852) -7.6%£0.0 60.55+0.07 6.23+0.00 -7.7+0.0 57.99+0.05 5.18+0.00 -8.5+0.0 59.26+0.06  7.39+0.00 -7.9+40.1  59.93+0.10 6.27+0.00 0.19 -0.7
SC-58125(AID: 162346) -10.240.2  69.83+0.10 6.72+0.00 -9.6+0.2 67.76+0.08 6.40+0.00 -9.7+0.0 66.09+0.08 6.58+0.00 -9.8+0.1  67.89+0.29 6.57+0.00 0.05 -1.3

CID: 10459826 (AID: 254745) -7.0£0.1 60.72+0.64 6.28+0.00 -7.3x0.0 27.84+1.31 7.27%0.00 -10.6£0.0  51.30+0.41  9.24+0.00 -8.3+0.3  46.62+2.61 7.60+0.00 0.05 -1.3

CID: 10895294(AID: 162484) -9.4+0.0 73.59+0.03 7.25+0.00 -7.6+0.0 69.78+0.08 7.55+0.00 -9.3+0.0 68.08+0.19  6.49+0.00 -8.8+0.2  70.48+0.43 7.10+0.00 0.034 -15
CID: 9885354 (AID: 162507) -10.6+0.0  68.32+0.03 7.49+0.00 -9.4+0.0 65.24+0.06 8.29+0.00 -9.3+0.0 65.07+0.12  6.23+0.00 -9.8+¢0.1 66.21+0.28 7.32+0.00 0.013 -1.9

2,3-diarilciclobutenona

) ; -9.4+0.0 66.20+0.03 6.64+0.00 -8.7+0.0 64.91+0.09 5.34+0.00 -9.2+0.0 64.09+0.06  6.45+0.00 -9.1+0.1  64.09+0.17 6.14+0.00 0.003 -2.5
metilsulfona(Dewitt,1999)

2,3-diarilfenil
sulfonamida(Dewitt, 1999)

2,3-diariltiazolotriazola
metilsulfona(Dewitt, 1999)

-11.0+0.0  66.32+0.05 6.80+0.00 -10.7+0.0 65.70+0.03 7.27+0.00 -11.4+0.0  63.38£0.09 6.93+0.00 -11.0+0.1 65.10+0.24 7.00+0.00 0.002 -2.7

-8.91£0.0 66.62+0.03 7.23+0.00 -9.3x0.0 72.88+0.05 6.42+0.00 -9.5+0.0 67.86+0.07 4.86+0.00 -9.320.0  69.12+0.50 6.17+0.00 0.01 -2.0
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Figura 9. Correlacién entre los datos calculados de acoplamiento para los
inhibidores de la COX-2 (PDB: 1CX2, 1PXX y 1CVU) y la media de la
concentracion maxima inhibitoria (LoglCsg). (A) AutoDock Vina, (b) GOLD y (C)
Surflex- Dock. La linea de regresién es mostrada para fines ilustrativos. La
puntuacion de GOLD para el diclofenaco (-119.90+0.11) no fue incluida en el
analisis.



Estas suposiciones son respaldadas con los datos de actividad biolégica
reportados para algunos de los compuestos derivados de alimentos evaluados
como inhibidores de la COX-2, los cuales presentan los mejores valores de
afinidad con AutoDock Vina. La media de la concentracion maxima inhibitoria
(Clso) evaluada en diferentes lineas celulares para curcumina (rango de 2 uM a
15 pM) (Gonzales y Orlando, 2008, Lev-Ari et al., 2006a, Du et al., 2006, Lev-
Ari et al., 2006b, Gafner et al., 2004, Hong et al., 2004), el acido all trans-
retinoico (20.5 uM) (Kim et al., 2004), genisteina (rango: <15 pM a 200 puM)
(Liang et al., 1999, Dia et al., 2008, Ye et al., 2004), apigenina (rango: 8.04 uM
a 50 uM) (Liang et al., 2001, Liang et al., 1999), cianidina (rango: 40 uM a 90
MM) (Wang et al., 1999, Seeram et al., 2003), kaempferol (rango: <15 uM y 50
MM) (Liang et al., 2001, Liang et al., 1999), acido docosahexaenoico (rango: 9.8
MM a 30 uM) (Calviello et al., 2004, Ringbom et al., 2001), naringenina (7.9+1.9
MM) (Takano-Ishikawa et al., 2006), [6]-Shogaol, (2.1 uM) (Tjendraputra et al.,
2001), resveratrol (rango: 3.06 pM) (Cao et al, 2011), y acido
eicosapentaenoico (7.1 uM) (Ringbom et al., 2001), apoyan la evidencia de que
estos compuestos pueden modular la actividad de la COX-2 no solo por la via

del ARNm, sino también a nivel de la interaccion directa con la proteina.

6.1.5. Acoplamiento de curcumina y celecoxib sobre la COX-2. La literatura
reporta que algunos de los productos quimicos aqui estudiados son capaces de
modularla actividad de la COX-2 no sélo por inhibicion competitiva, sino
también sinérgicamente (Cheung et al., 2009). Asi mismo, ha sido demostrado
gue la curcumina produce un efecto sinérgico con celecoxib, un inhibidor
altamente selectivo de la COX-2, que elimina casi toda la actividad dela
enzima (Lev-Ari et al., 2006c; Lev-Ari et al., 2005). Con el fin de determinar si
este proceso adicionales producido debido a que la curcumina (tanto en las
formas cetonica y endlica) se acopla en un sitio diferente de la utilizada por el
celecoxib, una serie de 500 corridas AutoDock Vina acoplamiento fueron
realizadas en la proteina extraida del complejo COX-2-celecoxib (PDB: 3LN1),
y los resultados son presentados en la Figura 10, donde es observado que
celecoxib se acopla en dos sitios diferentes de COX-2 (Figura 10A). Como era
de esperar, el acoplamiento mas favorable fue en el sitio activo de la COX-2

(frecuencia de unién, fu, del 96.8%) (Figura 10B), tal y como esta contenido en



la estructura cristalina del complejo COX-2-celecoxib(PDB: 3LN1). Un sitio
adicional (fu, 3.2%) fue detectado por las simulaciones de acoplamiento, pero
es menos energéticamente favorable (-8.8 kcal/mol vs -11.2 kcal/mol). Por otro
lado, ademas del sitio activo (sitio del celecoxib), la curcumina en la forma
cetonica prefiere otros dos (alostérico) sitios sobre la COX-2 (Figura 10C) con
frecuencias de union de 38.6% y 38.2% (Figura 10D). Una tendencia diferente
es observada para la forma endlica dela curcumina. Ya que esta forma no se
acopla en el sitio activo, cuando el acoplamiento es realizado sobre toda la
superficie de acoplamiento de la proteina (3LN1) como es mostrado en la
Figura 10E, acoplandose principalmente en el sitio 2(fu, de 94.12%), y en un
menor grado en el sitio 3 (fu, de 5.88%) (Figura 10F), sin embargo, teniendo en
cuenta los valores de afinidad calculados con AutoDock Vina estas

interacciones son menos favorables que las detectadas para forma cetonica.

Es importante tener presente que los resultados de acoplamiento para las
formas cetonica y endlica de la curcumina sobre la superficie de la proteina
completa (3LN1) son diferentes a los obtenidos para la forma endlica se acopla
directamente en el sitio activo de 1CX2, 1PXX y 1CVU. En estos ultimos casos,
las afinidades de union absoluta fue mayor en aproximadamente 1.2 kcal/mol.
El acoplamiento de la forma cetdnica de la curcumina en el sitio activo de la
COX-2 genera no solo los valores de afinidad diferentes dependiendo del lugar,
sino también distintas orientaciones espaciales. Estos ultimos cambios podrian
requerir mayor consumo de energia de union, lo que probablemente seria la
razon del por qué esta forma de la curcumina prefiere los sitios de unién donde

su ubicaciéon implica un consumo de energia molecular interna menor.
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Las corridas de acoplamiento molecular (n=100) ejecutadas para celecoxib y
las dos formas de la curcumina, mediante la utilizacion de las tres herramientas
de acoplamiento examinadas en este trabajo, en los tres sitios de union
previstos para la curcumina sobre la superficie de COX-2 (forma cetbnica)
utilizando AutoDock Vina son presentados en la Tabla 4. Los resultados
mostraron que AutoDock Vina, GOLD y Surflex Dock predijeron que el
celecoxib sélo prefiere el sitio conocido de union inhibitoria (Sitio 1). En el caso
dela curcumina, las tres herramientas de acoplamiento sugieren que ambas
formas (cetonica y endlica) de este producto natural pueden en algiin momento
interaccionar con cualquiera de los tres sitios de unién sugeridos. Sin embargo,
hay pequefios cambios en las preferencias basadas en la forma dela curcumina
y la herramienta de acoplamiento molecular utilizada. En conjunto, estos
resultados sugieren que independiente del estado tautomeérico de la curcumina,
tiene la capacidad de interactuar con la COX-2 en un sitio de union diferente de

celecoxib.

Tabla 4. Afinidad (AutoDock Vina) y los valores de puntuacion (GOLD y Surflex
Dock) para la curcumina (formas cetonica y endlica) y celecoxib (inhibidor), en
diferentes sitios de union predichos (1, 2 y 3) sobre la COX-2.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
S S S
Compuesto AV . G Total AV . G Total AV . G Total
(kcal/mol) Fitness (kcal/mol) Fitness (kcal/mol)  Fitness
Score Score Score
Celecoxib -11.9+0.1 68.54+0.02 9.50+0.00 -9.0+0.0 61.04+0.13 6.05+x0.00 -7.2+0.0 60.87+0.14 4.53%0.00

Curcumina® -8.4+0.0 56.51+0.26  6.71+0.00 -8.8+0.0 52.58+0.12 7.24+0.00 -8.0+0.0 52.64+0.14 8.75%0.00

Curcumina® -8.6+0.2 48.39+0.29  7.40+0.00 -8.7+#0.0 51.97+0.12 9.58+0.00 -8.3+0.0 51.52+0.12 7.40%0.00

AV. AutoDock Vina; G.GOLD; S. Surflex-Dock (SYBYL); ? Forma cetonica ; ® Forma endlica

La evaluacion in silico del acoplamiento de la curcumina sobre la COX-2 ofrece
una explicacion plausible para el efecto sinérgico observado para el celecoxib y
la curcumina en la inhibicion de la enzima COX-2. También mostré que el
tamafio de la red de conexion utilizado puede tener algunas diferencias en
cuanto a los resultados de afinidad. Sin embargo, es claro que para ambos

formas cetdnica y endlica de la curcumina, un sitio de union diferente al sitio



activo es preferido por este compuesto natural, sin embargo este proceso es
menos energéticamente favorable segun el valor de afinidad calculado para
estos sitios adicionales.

Aungue los mecanismos implicados en la acciéon anti-inflamatoria de los
productos quimicos presentes en las plantas comestibles pueden contemplar
distintas vias, algunos de los compuestos examinados aqui son conocidos por
sus acciones en la regulacién de los factores de transcripciébn como el factor
nuclear-kappa B(NF«B) (Kole et al., 2011; Surh et al., 2001), transductores de
sefiales y activacion de la transcripcion-1 (STAT-1) (Chung et al., 2011), el
receptor activado por proliferadores de peroxisoma gamma (PPARy) (Wang et
al., 2010), el factor-2 relacionado con NF-E2(Nrf2) (Garg et al., 2008),y también
en la inhibicion de la proteina quinasa activada por mitdbgenos (MAPK) (ERK,
JNK y p38) fosforilacion(Ahn et al.,, 2010), entre muchos otros blancos
proteicos. Estos mecanismos pueden alterar la expresion de COX-2. Sin
embargo, como es presentado en este trabajo, puede ser igualmente
importante tener en cuenta su accion directa a nivel de proteinas, con el fin de
tener un mejor conocimiento de sus beneficios farmacoldgicos. Ademas, esta
claro que la quimica computacional es una poderosa herramienta que agiliza y
reduce el costo de los enfoques principales para encontrar agentes

terapéuticos que promuevan la salud humana.

6.2. BUSQUEDA DE BLANCOS POTENCIALES PARA EL ACIDO ALFA
LIPOICO

Una vez desarrollada la metodologia propuesta para la basqueda de blancos
potenciales para el acido alfa lipoico (ALA) fueron obtenidos los resultados

descritos a continuacion.

6.2.1. Identificacion de blancos farmacolégicos por TarFisDock vy
validacién del acoplamiento molecular. El servidor TarFisDock fue utilizado
para encontrarlas proteinas blanco para el ALA, y el programa AutoDock Vina
permitid el calculo de las puntuaciones de afinidad para los complejos proteina-

ALA. Teniendo como base los datos de afinidad obtenidos por AutoDock Vina



para cada una de las proteinas seleccionadas aleatoriamente de la base de
datos PDB, la unién no especifica del R-ALA a estas proteinas es producida en
valores absolutos de afinidad inferiores a 5.1 kcal/mol (Figura 11). En
consecuencia, a partir delos 25 mejores blancos sugeridos por el servidor
TarFisDock como blancos farmacologicos para el R-ALA, las afinidades para
aquellas con valores mayores que el maximo (5.1 kcal/mol), ademés de su 10%
(0.5 Kcal/mol para hacer un rango mas especifico), que es de 5.6 kcal/mol, asi
como los datos obtenidos para las formas S-ALA y DHLA en las mismas
proteinas, son mostrados en la Tabla 5.
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Figura 11. Diagrama de cajas y bigotes, para los datos de afinidades de unién
obtenidos para el R-ALA con veinte proteinas seleccionadas al azar dela base
de datos PDB.

El cribado virtual de los blancos moleculares para el ALA mostré que, al menos
hipotéticamente, este antioxidante puede interactuar con diferentes enzimas
como hidrolasas, isomerasas, ATPasas, oxidasas y topoisomerasas de ADN,
entre otras. Ademas, R-ALA tiene valores de afinidad muy similares a los
obtenidos para la forma S-ALA para las proteinas blanco, Sin embargo cuando
el ciclo disulfuro se ha roto, como en el caso de la forma DHLA, las

puntuaciones de afinidad disminuyen significativamente (Tabla 5). En



consecuencia, es plausible pensar que solo la forma oxidada de la R-ALA es

mas propensa a actuar como un agente farmacoldgico de varias proteinas

blanco.

Tabla 5. Proteinas predichas por TarFisDock para interactuar con las formas
del ALA (R-ALA, S-ALA y DHLA).

Acido alfa lipoico

R-ALA S-ALA DHLA
Proteina Cadigo PDB ES Afinidad ES Afinidad(k ES Afinidad
(fuente) (TFDK)  (kcal/mol)®  TFDk cal/mol) TFDk  (kcal/mol)
D-Xilosa 1DID -30.14 5.4 2778 54 2980 47
Isomerasa (Arthrobacter
sp)
Aldehido 1VLB -29.40 -6.2 -28.06 -6.2 -28.43 -5.5
oxidorreductasa o
(Desulfovibrio
gigas)
Cadena alfa 1K3U -27.68 -6.2 — — -28.61 5.4
Triptéfano Sintasa
(Salm.
typhimurium)
Epoxido 1CQz -27.03 -6.1 -25.25 -6.1 — —
hidrolasa
(Mus
musculus)
Leucotrieno A4 1HS6 -26.86 -6.6 -26.28 -6.7 -27.13 -5.8
hidrolasa
(Homo
sapiens)
DNA 1PVG -26.44 -5.7 — — — —
Topoisomerasa
(Sacch.
cerevisiae)
Fragmento Fab 1DBM -25.96 -6.1 -26.56 -5.9 -26.37 -5.3
del anticuerpo
monoclonal Db3 (Mus
musculus)
Canal de potasio 17SX -25.66 -6.5 — — — —
dependiente de
voltaje (Homo

sapiens)



Beta-Glucosidasa 1E1F -25.55 -6.0 -25.21 -6.2 -26.47 5.4

(Zea mays)
Alfa 1Q5M -25.31 -6.2 — — -25.96 -5.6
hidroxiesteroide
deshidrogenasa (Oryct.
cuniculus)
Fragmento Fab 1DBJ -25.23 -5.6 — — — —
del anticuerpo
monoclonal Db3 (Mus
musculus)
Beta-Glucosidasa 1E55 -25.17 -6.0 -26.12 -6.0 -26.68 -5.3
(Zea mays)
Poliamina 1H82 -25.14 -6.0 -27.08 -6.2 -27.09 -5.5
oxidasa
(Zea mays)
Bovino F1- 1EFR -25.04 -5.7 — — — —
ATPasa
Mitocondrial (Bos Taurus)

®Valor promedio (n = 10); en todos los casos, el error estandar de la media fue menor que 0.09
kcal/mol; ES: puntuacién de energia (energy score); TFDk: TarFisDock; —: TFDK no propuso esta
proteina como blanco para el ligando.

Algunas de las proteinas predichas para unirse con R-ALA son encontradas en
mamiferos (Mus musculus, Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus and Bos
Taurus), y estas representan importantes blancos farmacologicos como la
leucotrieno A4 hidrolasa (LTA4 hidrolasa), el canal de potasio dependiente de

voltaje-cerrado, la alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa, y la epéxido hidrolasa.

La mayor afinidad de union del R-ALA fue obtenida para la enzima leucotrieno
A4 hidrolasa (-6.6 kcal/mol) y para el canal de potasio dependiente de voltaje-
cerrado (-6.5 kcal/mol). LTA4 hidrolasa actia especificamente sobre los
enlaces de éter, y es codificada por el gen humano LTA4H (Mancini y Evans,
2011, Jiang et al., 2010). Esta es una enzima bifuncional enlazada a un atomo
de zinc (EC:3.3.2.6) que convierte a los leucotrienos A4 a leucotrieno B4, el
cual es un mediador proinflamatorio que tiene la capacidad de reclutar y activar
las células inflamatorias, causando dafios en los tejidos enfermedades

(Haeggstrom, 2000). Ademas, el leucotrieno es un potente quimio-atrayente de



algunos lipidos implicados en procesos de inflamacion, respuesta inmune,
sistemas de defensa contra la infecciones, y choque inducido del factor de
activacion plaquetaria (Sharma y Mohammed, 2010; Thunnissen et al., 2001),
psoriasis, fibrosis quistica, asma, y artritis reumatoide, entre otros (Tager y
Luster, 2003). LTA4 hidrolasa también tiene actividad aminopeptidasa
(Rudberg, 2004), y ha sido relacionada con el cancer del eso6fago, donde su
sobre expresion parece ser un evento temprano en este proceso, por lo tanto
puede ser un blanco farmacoldgico potencial para la quimio prevencion de esta
enfermedad (Chen et al.,, 2003; Chen et al., 2004). Por otra parte, algunos
autores han relacionado la presencia de esta enzima para el componente

inflamatorio de las enfermedades cardiovasculares (Funk, 2005).

Los canales de potasio dependientes de voltaje (canales Kv) regulan procesos
celulares, tales como la secrecion de hormonas y la repolarizacion de las
células excitables. En células pancreaticas beta, la prolongacion del potencial
de accion mediante el bloqueo del rectificador retrasado delos canales de
potasio deberia producir un aumento del calcio intracelular libre, promoverla
liberacién de insulina de una manera dependiente de glucosa, por lo que esta
proteina es un potencial blanco para el tratamiento de diabetes tipo 2 (Yan,
2004). Ademas, alteraciones en el funcionamiento de esta proteina
transmembrana puede causar enfermedades del corazén, como es el caso de
las arritmias cardiacas (Schmalhofer et al., 2010, Wulff et al., 2009; Wickman et
al., 1999).Algunos autores han sugerido que la inhibicion de los canales de
potasio puede ejercer una funcién anti proliferativa en enfermedades tales
como el cancer de colon, de mama y de prostata (Teisseyre et al., 2009), asi
como efectos benéficos en el tratamiento del Parkinson y la enfermedad de
Alzheimer (Bednarczyk, 2009).

Alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa juega un papel importante en la
regulacion hormonal, ya que ejerce su actividad tanto en los andrégenos
(esteroides C19) y progesterona (C21 esteroides) en conejos y ratas
(Chiamvimonvat et al., 2007, Couture et al., 2004). Su equivalente en los seres
humanos es AKR1C1, y pertenece a la familia de enzimas hidroxiesteroide

deshidrogenasa (HSDS), y juega un papel importante en el metabolismo de la



progesterona que es esencial para el mantenimiento del embarazo por lo cual
esta enzima ha sido relacionada con nacimiento prematuro y otras

enfermedades como la cancer (Piekorz et al., 2005).

La Epoxido hidrolasa es una enzima encargada dela desintoxicacion de
agentes mutagénicos y carcinogénicos por la hidrélisis de sustratos
epoxido(Yang et al., 2009; Argiriadi et al., 1999).En los humanos, la deficiencia
de esta enzima puede estar asociada con enfermedades como la diabetes
(Oguro et al., 2009), sin embargo tiene un importante papel en el metabolismo
de los principales mediadores de la inflamacion, como el &cido
epoxieicosatrienoico (Imig y Hammock, 2009), Ademas ha sido relacionada con
hipertension (Chiamvimonvat et al., 2007).Inhibidores de epoxido hidrolasa
soluble han sido considerados como potenciales agentes farmacologicos
debido a su capacidad para mejorar la funcidon vascular y para reducir el dafio
renal producido por hipertension relacionada con angiotensina (Imig et al.,
20009).

6.2.2. Interaccidon entre los residuos en el sitio activo de las proteinas
predichas por TarFisDock con el ALA. Los sitios de union al ligando de las
proteinas presentes en mamiferos antes mencionados, asi como las
interacciones entre sus residuos y R-ALA en el complejo de acoplamiento,
fueron identificados por LigandScout 3.0, como es mostrado en la Figura 12. El
sitio de uniodn a proteinas-ALA, para leucotrieno A4 hidrolasa esta determinada
por Tyr378, Ser379, Val381, y Pro382. Para el canal de potasio dependiente de
voltaje, estos aminoacidos fueron Lys104, Asnl144, Argl75 y Trp229, mientras
gue para alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa fueron Glu224, His222, Ser221,
y His117. A diferencia de las anteriores interacciones proteina-ligando, este
ultimo se produce con uno de los a&tomos de azufre presentes en el R-ALA. Por
altimo, la enzima epoxido hidrolasa muestra un menor niumero de aminoacidos

gue interacttan en el sitio de unién con R-ALA, Arg408 y Trp524.
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Figure 12. Complejos proteinas-ligando mostrando los sitios de unién con R-
ALA (izquierda), y los principales residuos participantes en la interaccion
proteina-ligando (derecha), de R-ALA con leucotrieno A4 hidrolasa (A,B), canal
de potasio dependiente de voltaje (C,D), alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa

(E,F) y epoxido hidrolasa (G,H), respectivamente.



6.2.3. Acoplamiento de inhibidores conocidos de los blancos moleculares
seleccionados. Proteinas sugeridas por TarFisDock como blancos
moleculares del R-ALA son mediadores bioquimicos claves en varias vias de
sefalizacion conocidas, por lo que varios inhibidores han sido identificados. Los
valores de afinidad calculados con AutoDock Vina y los datos de actividad
biolégica para algunos de estos compuestos son presentados en la Tabla 6, y
sus superposiciones estructurales con el R-ALA son presentadas en la Figura
13, donde son observadas algunas similitudes con estas moléculas.

Con excepcion del pergolida inhibidor de la 1ZSX, los valores de afinidad
obtenidos para estos inhibidores fueron superiores a aquellos obtenidos para el
R-ALA. Es conocido que Bestatin, Acido meclofenamico, y 1-ciclohexil-3-
dodecilurea actuan como inhibidores de manera competitiva para las enzimas
leucotrieno A4 Hidrolasa, alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa, y la epoxido
hidrolasa, respectivamente, mientras que pergolide trabaja por bloqueo
alostérico de los canales de potasio dependientes de voltaje (Thunnissen et al.,
2002; Hurst et al., 2003; Haiching y Penning, 1999; Argiriadi, 2000; Hong et al.,
2005). En todos los casos son encontrados en el mismo sitio predicho por

TarFisDock para R-ALA en cada proteina.

Tabla 6. Afinidades calculadas con AutoDock Vina para inhibidores conocidos

de proteinas blanco para el R-ALA.

Cadigo o o Actividad Referencia
Inhibidor Afinidad(kcal/mol)® o
PDB biolégica
1HS6 Bestatin -8.5+0.2 Clso=4 uM Thunnissen et al., 2002
17SX Pergolida -5.940.2 Cl50=120 nM Hurstet al., 2003, Hong et al.,
2005
1Q5M  Acido meclofenamico -8.8+£0.0 Ki=18.9 uM Haiching et al., 1999
1CQZ  1-ciclohexil-3-dodecil -8.71£0.0 Ki=6.3£0.5 nM Argiriadi et al, 2000
urea

®Mediaterror estandar (n=10); Clso: media (50%) concentracion inhibitoria maxima, y Ki: constante de
inhibicion.
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Figura 13. Estructuras 2D de inhibidores para las proteinas seleccionadas
(izquierda) y su superposicién 3D con R-ALA (derecha).



Finalmente, uno de los hallazgos mas interesantes en esta blUsqueda de
blancos moleculares, fue establecer que la estructura 3D de la R-ALA puede
ser efectivamente superpuesta con inhibidores conocidos de las proteinas
sugeridas como blancos farmacoldgicos. A pesar de que los valores absolutos
de afinidad calculados con AutoDock Vina para los inhibidores de estas
proteinas son considerablemente mayores que los obtenidos para R-ALA (con
la excepcion de pergolida, inhibidor de la 1ZSX). El acoplamiento en el sitio de
unién, asi como las similitudes estructurales por lo menos algunos fragmentos
de los inhibidores, sugiere que el R-ALA puede ser capaz de entrar en el sitio
de union al ligando de estas enzimas, probablemente compitiendo con los
ligandos enddgenos. Sin embargo, la afinidad de unién obtenida para el R-ALA
implica que puede comportarse como un inhibidor débil o actividad agonista se
puede esperar. Estas observaciones in silico deben ser validadas con datos
experimentales, lo cual soportaria los resultados que revelan la accidon

farmacologica del R-ALA sobre muchas enfermedades.

Aunque los mecanismos por los cuales los compuestos naturales bioactivos
ejercen su accion sobre la salud no estan del todo conocidos, los métodos
computacionales nos ofrecen la posibilidad de tener un acercamiento de la
forma cdémo estos quimicos funcionan a nivel molecular. La potencia
computacional en combinacion con técnicas de mineria de datos esta
avanzando conjuntamente con las nuevas tecnologias de laboratorio,
reduciendo el numero de pasos en las primeras etapas del proceso de
descubrimiento de nuevos farmacos. Ademas, varios experimentos virtuales
pueden ser repetidos usando las mismas herramientas virtuales con diferentes
condiciones, sin las ya conocidas limitaciones de repetir los experimentos en
los laboratorios impuestas por el costo de las muestras, la oferta y la

disponibilidad.



7. CONCLUSIONES

% Los calculos In silico llevados a cabo con AutoDock Vina, GOLD, y Surflex
Dock mostraron que las afinidades de union obtenidas para algunos de los
compuestos naturales sobre COX-2 (curcumina y el &cido all trans-retinoico)
son de magnitud similar (kcal/mol) a aquellos obtenidos para inhibidores
conocidos de esta proteina.

% Valores de afinidad de unién obtenidos con AutoDock Vina y GOLD, para 31
compuestos inhibidores de COX-2, correlacionaron significativamente con
sus valores de actividad bioldgica (LogClso) reportadas en la literatura,
siendo mucho mayor el valor de correlacién para AutoDock Vina (R?*=0.462,
P<0.001).

“ El acoplamiento molecular de curcumina y celecoxib sobre la superficie de la
COX-2, sugiere que curcumina puede ejercer un efecto inhibitorio, tanto de

manera competitiva como alostérica.

% De acuerdo con el servidor TarFisDock, el acido alfa lipoico tiene la
capacidad de interaccionar con proteinas presentes en mamiferos tales
comoleucotrieno A4 hidrolasa, canal de potasio dependiente de voltaje, alfa

hidroxiesteroide deshidrogenasa y epoxido hidrolasa.

% La estructura del acido alfa lipoico presenta algunas semejanzas con la de
los inhibidores de estas proteinas, indicando que en su union con las

mismas, podria comportarse como un inhibidor débil de las mismas.

% Algunos compuestos naturales presentes en la dieta son importantes no sélo
como reguladores de la transcripcion de enzimas relacionadas con diversas
enfermedades, sino también como reguladores de su actividad catalitica en

los procesos patolégicos.



8. RECOMENDACIONES

% Crear modelos experimentales de la interaccion de estos compuestos
bioactivos naturales con las proteinas evaluadas, para tener un conocimiento

exacto de estas interacciones.

% Desarrollar investigaciones dirigidas a la busqueda de nuevas moléculas de
origen natural con efectos benéficos sobre la salud basadas en métodos

computacionales y posterior confirmacion in vitro e in vivo.
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Baoactive natural products present in the diet play an impomant role in several oological processes,
and many have been imnvolved in the alleviation and comirol of mflammaton-related diseases. These
acticns have Ben linked 10 bath gens expression modulacion of pro-inflammarany snzynees, such as
cpclooxygenase 2 (COX-2), and to an action imeolving a direct inhabitory binding on this protein In
this sy, seweral fod-related compounds witlh kiown gese regulatory actian ain inflammarion ase
been examined in silico as C0X-2 ligards, utilizing AuatoDock Vina, COLD and Surflex-Oock (SYBYL) as

IRI:IEI'Ir::r::Inn discking protocals, Curcoimin and all-rrans pecisoic sl presenced e maximum absalure Agralhesk
Enzyme inhihitsn Yina-derived binding affinities (4.3 kcal{mal |, but genistein, apigensn, eyandim, kaempferod, and docosa-
Dot b lemaermic acid, were ¢lose [e this value. AurelRock Vina affinities and GOLD soeres For several Enewn

CO0E-2 inbaitsners significatively cormelared with reparted median inlilioeey concentrations (B° =0 462,
F= 0001 and B? = 0238, P=0025, respectreely], supporting the computational reliability of the predc-
s made by aur docking simulanions. Mareayver, docking analysis insinoate the synergisnic aonion of
curcumin on celecoxb-induced inhibition of COX-Z may ocour allosterically, as this natural compound
descks 0o a place different Iram the inhilitor bnding sice, These resolrs suggest that the anti-inflammacory
properties of same food -derived molecules could be the result of their direct bind ing capabilitses to C0X-2,

Mologcal actenby

aned this process can be modebed using protein-ligand docking mecheddagies

1. Introduction

Foods have small ameunts of bhioactive compounds that act as
exlra nulritional constituents | 1] The diversity of These chemicals is
large amd some of the most representative include flavonoids, isoth-
iocyanates, proanthocyaniding, terpenosds, carolenoids, antho-
cyanins, and omega-3 polyunsaturated fatty acds. among many
others |2] The presence of These natural bisactive mslecubes in
fruits and foods has been considered relevant, not only due to their
unigque organsleptic propecties, but alse becawse of their benefi-
clal effects on human health, as demonstrated in numerous stdies
|34 A recent review paper by Fan el al. [ 2], detadled how patua-
ral bicactive compounds exert their anti-inflammatory activities
by modulating gene expression of diverse inflammatien-related
wenes, Howewer, it S also well known that seme anti-inflammatary
melecules carry out their action by directly inhibiting inflammatory
prafeins such cyelooxygenade 2 (C0X-2]|5). This enzyme calalyzes
the first stepin the synthesis of prostaglandins. thrembosanes and
other eicosanoids in several inllammatony procesies [G).

* Corresponding author at: Enviremmental and Comnputational Chemetry Group,
Faculry of Phanmacetical Sciences, University of Caragend. Campus of Zaragocilla,
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Altheugh several natural products have been Shovm o mod-
ulate COX-T expression |7-9), it is nat clear ol thode are able o
directly interact with the gene product or s moedulating tran-
seriptien factors, Computational chemistry ollers the possibality to
explore these interactions through pratein-ligand docking proce-
dures. Docking methads are valuable mols for drog deselopment,
and most current approaches assame a nigid recepior structure
i allow wirtwal screening of large numbers of possible ligands
and putative binding sites on a recepior medecule 18], Among
thide Toals wsed For this purpose are AutoDock Vina GOLD and
Surflex-Deck [SYBEYL] [11-13]. Docking strategies generate bind-
ing ar allfinity seores for dillerent sites angd podes on targes, and the
protein “hits” idennfed by using this method can seree as potential
candidates for expemmental validation [14,15].

In this study, docking merhododegies were wsed 1o test the
abilicy of 29 natural bisactive compounds, isslated from different
lood sources, [o kind COX-2. In additicn, ligands Eoown Lo Bind
CE-2 were submitted o docking protocels o establish relation-
ships berween their biodegical activaty and the predicted bindimg
affiniries.

2 Materials and methosds
21 Prarein and ligand Srruclvre preparmiion

Experimental  <oordimates of  Chres C0X-2 sirociures
(PO codes: 1CX2 1FXX and  1CVLL were  obtaimed  from
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Table 1
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Protein [k Bank (POE) [16] and prepared with SYRYL 8.1.1

T .H.rﬂ-.'ﬂmi:-l:l‘jl natural ucts chosen bo
wml!ul- lunﬂumﬂ
g:urru-rrhlzd I:l:-lnﬂ.1.|11rl.1l:i:-n|2 All these chermicals are present
in foods and vegetables (Table 11 and they hawe been proven to
have anti-inflammatory properties. Structures were drasm
ﬂmﬁ’::'l::i'l.m 1 package, mclg:'aspunﬂhm etal.|Z],and
optimzed using DFT at the BILYH6-310 level. and caloulations:
were carmied out with Caussian 03 paciage program [ 18], The
resultant grometry was translated bo Mol2 format with Open Babel
[19]. To determine structural similarities between 1002, 1FXX and
10V, & molecular superposition was conducisd using SYBYLE1.1

program
232 Frotetn-kpnd docking coiculsions

The feasibility of natural compounds o be ligands for COX-

% siructures was evaluaied wsing molecular ng. This was

utilizing three different ams ithat rely on sev-
ﬂuﬂmmMMmmmﬂpmgnfﬂw
protein- ligand docking: AutcDock vina, Surflex-Dock {SYBYL] and
COLD program.

AntoDock ¥ina combines scme advantages of knowledge-based
poientials and empirical scoring functions: it extracts T‘l—
cal imformation from both the conformational preferences
recepior-ligand complex and from experimental affinity measure-
ments. Ligands are ranked based om an enengy storing function and,

- up the soore caloulation, 2 grid-based protein- ligand inter-
action is used 11| The dodiing site for the ligands on 103, 1FCX
and 1CWL was defined by establishing a oube at the
cenier of the native ligand present in=ach one of the evaluated POE
structures, with the dimensions 24 = 24 = 24\, covering the ligand
binding site with a grid point spacing of 0.375 A The roordinates
XV and ¥ for 10%2 from center grid boxes wers 25974, 21657
and 17.2092; for 1FO0 3T05E, 24431 and 15.437, and fimally fior

10WU 25277, 22358 and 49308, respectively. Ten runs were per-
men:lperu-:hl:pnd =ndlnru-cl1nnrhrrl:r=u p-:u-ruun;':;.
Finally, the average affinity for best was acoepied =
H'hel:iu:lln; :I’ﬁnll:g.' 'ul :p-:lrﬂ:dﬂ:-::iﬁ

GO phlees 3 soore function called fitmess bo rank differ-
emit hinding modes. i four terms: the probein-ligand
hyﬁnmrrdm.mz - | van der Waals soore, the
contri i the fitness due to intramolecular hydregen bonds
in the ligamd and the contribution de to imiramolecolar strain in
the ligand. It aleo has 2 mechanésm for placing the ligand in the
hinding site using fitting points: and finally. it w==s a search
I'-]'H'Inil euphr?pnssﬁk binding rrl-u-duhllul. l‘l'l:-d-urk.ln:i
was defined for each structure (102, 1°PXX and 10VU) wsing the
same mmordinates X ¥ and Z employed to localize the binding site
with AutcOock Wina A radius sphere of 10A was defined ancund
the grometrical center of the native ligand for each evaluated
prodein. For each independent algorithm mom, 2 maximum . mom-
ber of 125,000 operations were performed. Operabor t= for
Crmsower, mutation, and migration were sst in mode auto, the max-
imum distanoe hetween hydrogen donors and fitting points was z=t
to 1.0A, and non-bonded Van der Waals energies 'IF';':‘-E cut-off at
DA

Thee SurflexDock module of SYEVL is 2 molerular docking unit

that periome Aexible alignments. its results ane & both
docking accuracy and screening wtility [ 13 The ing procedure
was started with the protomol ration. The prolomol was ore-

abed using a bigand-based approach (native ligand for each C0K-2
structure]. Protothreshold was set to 0.5 and proto_bloat was left at
0 as a defamlt parameier. For sach protein-ligand pair, bwenty bop
ranksd docked solutions were saved and the Surflex-Dock soore
presented as the mean for thess walues.

These docking platiomes were also weed v @loulate docking
scores for 00%-2 inhibiioes, 50552 and didofenac, a5 well = for
the natural substrate srachidonic acid. These molecules were also
obtained from FOE. All protein- ligand docking caloulations con-
ducted om OOX-2 proteins were pedommed wsing the inhibitor
binding site on the orystal strocture (POE: 100 and 170¢0 or the
substratebinding site [FDE: 1 06UL These binding sites ane the same
in these COX-2 struciures. In all casss, affinii@es were r =
the mean value obtained for 10 docking runs performed per ligand.

23 \demtifoation of residnes introoting with the mohral
dactive compounds on COX-2 bimding site

The identification of protein residuss that imieract with the
natural Bioactive rompounds having the greatest affinities was
camied oot uwsing LigandScout 30 [47]. This program oreates

simplified phama to detert the numiber and type of pri-
mary existing | residue interactions on the protein active

site.

24 Docking voidation with biokgical dato for COX- 2 inhibreors

Thee 20 structures and the biokogical data of 21 C0X-2 inhibitors
were obtained from the PubChem chemical III:rrm::H!-IHI and lit-
erature [45.50] Docking procedures were perio with three
ipoks: AnioDock Ving, GOLD and Surflex-Diock [11-13],
following the same protocodks previously descrilbed fors nat-
ural products. The data consisted of median inhibi
roncentrations (10xg), and the details of the testing prodoools
materials are avadlable on PubChem RinAssay [48] The relation-
ship between Auiolock Ving-caloulabed affinites of inhibitors on
the three tested COK-2 (average valoes) and rimental activ-
\ty d2ta (Log 1C.q) Was performued by hmear comelation [51], using
Craph Instat Software (Version .06, 201
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25, Thearetical approach to study the synergistic gfect between
arcumis and celecoxd on COX-2

It has been reported that curcumin acs synergistically with
celecoxd in the inhibition of prostaglandin E2 synthesis by COX-
2 |52.53). In order o gain lns';#n in this process, we pgrmd
docking simulations on the whole COX-2 (3IN1) structure with
both compounds. Alming to evafuate if the curcamin shares the
same binding site a5 celecond, 2 series of 500 AutoDock Vina dock-
ing runs were performed using the following docking parameters.

The docking procedure on the 3LN1 mawzrhmdb[
establishing 2 cabe with the dimensions 60 x 84 x 72 A covering the

whole protein (Chain A), with 2 grid pomnt spacing of 1.0 A, using as
center of the grid box the protein itself.

3. Results and discussion
3.1. Seructwral similarities of COX-2 structures

The of the 3D COX-2 structures (PDE: 1CX2,
1CVU and 1PXX) 25 as the RMSD valoes for each pair of them
are presented in Fig. 1. As can be seemed, these three dimensional
structures of COX-2 have only minor differences {saquence iden-
tity> 905 and RMSD< 0507 A).

32 Docking cilaulations using AstoDock Ving, GOLD and SYRYL
pr ograms

The docking afmaties of natural products for different COX-2,

as calculated by three distinat docking ams are presented in
Table 2 Results indicate that com to the examined natural

products, AutoDock Vina-caloulated binding affinities for SC558,
dickofenac (inhibitors! and arachidonic acd (substrate) were more

mlnmddwmmludedlb?ﬁad icted
value, than the values generated for the scores by COLD

and SYBYL In the case of GOLD, the presence of the nitrogen seems

to generate conflicting scores (negative values) for dicofenac, and
high variabilty for binding scores obtained for the different COX-
2 structures. SYBYL, on the other hand, also showed considerable

variahdity for the scores obtained for the COX-2 structures, There-

A

CoN-Z
(PDB: 1V

COx-2

on 58

% SO N M3 0MT 04N
I 1002 1chemvan W4 04 0N
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Fig 1. 20 Superpostion of COK-2 sractures (3OVR, 1PXKX and 10X2) showtng
weguence Mottty and INSD vabser "ENSD for Ce Madiey xte,

fore, sucressive calculations and disarssions are referred solely to
results provided by AutoDock Vina

Acooeding to the AutoDock Vina-obtained affinity values
(kcallmol), several natural compounds are potential ligands for
COX-2, with best scores obtained for PDB: 1CVU, Inchoding
curcumin, all-rans retinoic add (greatest docking scores, with
identical mean absolute affinity value of 93 kcalmal), = well
as genisteam, apigenin, cyanidin, kasmpferol and docosahexaenoic
acd

33 Interaction behween residues in OO -2 and natir ol products

The complex COX-2 (PD8: 10VU) with curcumin and all-crans
retinoic acid, as well s the interactions between residues in
the binding site and these ligands are shown In Fg. 2.
Both ligands fit into the same binding site (Rg. 2A). The most
important residues on the 1CVU-curcumin complex (Rg. 28) are
Met113, Val116, He345, Val349, Leu59, Leu3s4, Trpidy, Phe51E,
Ala527,Val523, and Ser530. Most interactions are hydrophobic and

COX2Cmrcumin complhes

:‘ ~ .

CONZ A trans retimic acid com

Flg L 30 structure of C0X- X 30V Apand comgalars. [A) OUX-2 boend 5o corcsrnds or a-trams retincis 304 (bon ) (9) Reddus = the iateraction 00X -2-azasms [C)

Reddues in the inferaction (DX-2-28-¢ aex retitoic acd.
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Tapereiin -5 Al 150 -7 516 [ 4 i1 L=k} k|
g cxrchin -4 Ll [ % Ir B L L rifer] 518 -1.7 HLIH SEE
Esrrrpzrieral -1 & LAk 413 =a AR4R 1K -8 4733 445
Twlphinidin -7.1 i L] =1 4577 1 a4 L] [0
Phrromdid b =05 e [52] =74 45M 1% -12 HAIF [l
- o e i i =71 JGE4 5.0 =13 153 L =53 L L | G50
Carmzaxl -C4 Aas 1 -5 A5 413 i1 473 556
Nerehoen -£a L 130 -G AW 415 25 B 421
[Sereryln pihis oysrtr X L] 1K -6 4034 113 &1 i 155
Fremahrpieshicoyaain -Ll LL78 443 =Bl 4184 148 25 A0S 115
i pall oraorchis- 3 -pal Laor =7.d Iid1 4N =47 E2 | A13E -1z TG G4l
Prcarzimmn =57 HiE [ 13 -2 S.ED =1 =011 (4.2
Lyropnme =51 HiSE 1 =505 1154 11 =718 111 404
5 Hpdromay-1,57 BT A-beyxmeitboryileeane =6l L e L1 =47 LA b L] =74 50 1=,
Sulf=xpharw —44q 51 1IE 47 A1 4.0 —4 8 440 17z
Luimin -5 NEF 4.95 15 = L 4.IE -585 -8533 iam
Froeniborysnidin B2 -14 — 4L 170 18 —AE=H -LIE —45 -1713 115
EUEF [inhibii=) =107 .75 &m =104 4531 .50 =iL1 4144 455
Didoferacz (inhibiior] =BZ =132 443 =i EE 540 -18 | 114
Arachidonic srid |wibsirsin] =BZ L L& =15 SE1H b1 =78 (A v 1081

4 Docking sooring hunction valem clodsied for eech profein: &%, farclock 'Wiea: G G0L0; 5 Sarfies - Dok (SYETLL

aromatic in nature, except for Ser 530, which interads with cur-
cumin through a hydrogen bond. For the 10¥U-all-frans retinoic
acid complex {Fig. 2C], redevant aminoacids are Phe 205, Phe209,
valzzs, Vals4d, Tyr34a, valide, Leuz52, Tyriss, Trpdd?, and
Leu334, showing only hydrophobic interactions with the

Mot of thess residues have aksobeen reported for chemiicals having
strong interactions with COX-2 |54,55].

The most favorable conformation resulted from the docking of
curcumin into the active site of C0%-2 is similar to that
mentally found for the COX-2 substrate arachidonic acid (Fig. 31
Accordingly, it is plausible o suggest that curcumin be Exeari-
ing its Er-un I:Irl::il:ln;; & imrq:ctl:h'emhj'h-lh:rﬂ:lmldnnk
acid duri ndin E; synthesis by COK-2.

mﬁmﬁlﬂmﬂhhmn anti-inflammatory

rties. curcumin & one of the most commanly referenced
56-59]. it is 2 phenolic yellow pigment present in cormy pow-
ider, which has been associated with bensficial effects on human
health 2= 2 result of its corsumption in food | 2]. 1t has been shown
that curcumin exhibits antcxidant, anti-inflammatory and pro-
apoptotic activities. Other food-related phenclic compounds with
a.ﬁl:l—iﬂar-'rum properties have also been n.-p-u-rl::;m Arapes,
peanuts, Blueberries, cranberries and red wine [&0].

All-rans retinoic acid s a2 terpenoid ived from the
mevalonate and isopentemyl thway |E1] This
compound hhmmdhﬂmmﬂﬂﬂrn LI'H’III—

e s

Other that docked into COX-2 were genistein, api-
genin, cyanidin and kaem These are flavonokds commonky
present in foods that hawe been used for the treatment of many dis-

Fig 1 Doddrp conformenon = corroreie and arachad oeiz ac0id [oprimanial’ on
i 3ciive it ol TG0 [ 109U

eases. mainly due to their anti-allergic. antiviral anti-inflammatory
and vasodilatory properties [63-57]. Similarky, domsahexasncic
acid has been reported to possess systemic anti-inflammatory
efiects and cardiowascular protection | 58]

Although values obtained by docking analysis should be con-
sidered just a5 2 theoretical approximation, this mformation could
be useful o explore ble mechamizms by which these chemi-

rals behave as an rmmatory compounds, in particular if those
rould directly bind proteins such 25 COX-2.
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Fig 4. Cormistion berbwees docking Bwrorsical dats for inkibiors on C0K -7 mine-
Beren (BOL TP amd 10W) and their kaF maximal ishibiiory concenirsion
[iog Boa e (A] Amiolock Viea, [H] GO0 ad (T Serflex-Dock. The mgreasion
lirm i shown lor [esirsive prposn. The GOLD o vaber for didalmx
[=TT550 & I U e rod incdudied fin b analysin

I4. Ed'u.h'lﬂll'p-h‘i‘l.'l.‘ﬂ !Il-l:lh:p'l:l:ll vy of - 2 isfhibdiors
and grotemn- lgamd docking data

I order b determine i affinity values cioolabed by AnboDock
Vina, as well as the sores cloulated by COUD and Surflex-Dock,
oould be utilized = an indication of the likeliness of 2 compound
o behave as 2 C0X-2 inhibitor, 2 group of 21 active compounds
with confirmed inhibition activity, re in FubChem BioAssay
database | 42|, were dodied o COX-2(FIR: 10X2, 1PEX and 10W)
The PubChem chemical structure identifier (C10], biclogical activ-
ity (10,1, AutoDock Vina affinity values, COUD and Surflex-Dock
soores for these ompounds, and the biological activity {Log 1)
are showm in Table 3. The relationships between biclogical activity
and docking data are presented in Fig. 4. Resolts suggest that for al
examined docking tools, 00%-Z 2 follow=alinearrelationship

cnly with binding affinity (AmtoDodk Wina) and the srones
from GOLI, being h with the first one. Although the
magnitude of the Hon was mesderaie (B2 = 0462, P Lo ],

this walue is similar to that obtained for other docking studies | ]

Mioreower, data showed that ligands with absolute affinities
greater than 10kcalimol have a better chanoe of imteraction with
COX-2. For instance, celecoxib, 50552, and 2.3-diarylphenyd sul-
fonamide hawe absolute affinity values greater than 10k cal/mol
and low KCms. However, molecules absolute affinities val-
wes around 9kalimol have also a profability of acting =
C0%-Z imhibitors. This is reassured when biclogical data is revissd

for car food-derived COX-Z imhibitors that best affinity
values. Median inhibitory concenirations (10, ) tested in different
el lines for curcumin (range 2-15 pM] [70-75], all-frans retinoic
arid (20,5 M [7E], genistein (range: <15- 200 pM} [ T7-T9), api-
n [range: E04-50pM] [77 800, ([ ramge: 40-00 LM
81 £2], kaempferol [range: <15- 50 M) [ 77.80), doosahexarncic
acid (range: 0.5-30pM) [53.24), nari 7o:10pM) Bi,
|E'|-sl';ﬁ:l (21 uM) [86L resveratrol (range: IDEpM) [E7
eimsapentaenoic acid (7.1 pM) [E3] are supporting evidence that
Ii'n-::-tli:-l:l'n|:|n|:||.|.nn|:|54.':1rr|||:|1:IF.III ulade CO0E-2 activity not only at mENS
but ke at the protein level.

15 Doding oroumbs ond cefeoo en O0K-2

it is kncwn that some of the chemicals studied here can modu-
late COX-3 actiwity not only by competitive inhibition, but also by
allosteric binding |52,53]. It has been shown that curnemin pro-
duces a synergistic effect with celeooamib, 2 highly selective Cox-2
inhibitor, almost abolishing all sreyme activity |52,53]. Inorder bo
determine if this additive ocrurs due to curcumin (haoth the
ket and the enol forms) on a site different from that used
by celecomib, @ series of 300 Autolock Vina docking mins wers per-
formed on the protein isolabed from the complex C0K - 2-celermab
(FOH: 31N}, and the resulis are presented in Fig. 5. Celermdb
docks omto DDX-2 (FOBE: 31N1) on twe different sites (Fig. AL As

, the most favorable was the active site of C0X-2 (hindi
fl'-l.'|:|.IE|1I::|I,H S6.ET) (Fig. 58), a5 found in the onys I:.1]5|:|1.l:l1.r1_-|5'
the celecmiboC0X-2 complex (POB: 31.HI|'..H.I'II|-I:|II:I-:-IH] site [h[,
3 %) was detected by the docking simulations, bt IE i bess ener-
ﬁ'ily favorable { 5B kcal'mal vs. —11.3 kcal/ meodl On the other

addition to the active sibe {celeoob site |, curcumin in the
keto form prefers two additional {2l bosteric) sites on O0X- 2 (Fig. 5C)
with binding frequencies of 38.5% and 3273 (Fig. 500 A different
trend Is observed for the enol formm of curcumin, This form does
not dock on the active site at all when the whole protein (3181 s
used a5 docking, surface (Fig. 5E), and it docks mainly to site 2 (b,
04.12%), and in a2 mimor grade to site 3 (bE, 5.88X) (Ag. 571 how-
ewer these interactions are less fworable than those detecied for
the ket form.

Rl t to keep in mind that results from docking the
k=to and enod forme of curcumin on the whole protein surface
{3LM1} are different from those acquired when the enol form &
docked directly inknthe active sibe of 1CX2, 1FXX and 100U, In these
last cames, the absnlute binding affinities were by appron-
imately 1-2 kcallmaol. The docking of the keto form of curcumin
omin the active site of O0E-2 generates not ondy different affinity
values depending on the site, but also distinct spatial orientations.
These last could require additional docking energy and this
rould be a reason explaining why ithis conoomin |:||1:irn-ﬂ1=
other hinding sites, where the docking implies less inner molerular
ronsumption.

Docking muns {n= 100) for celeoomils and the tweo currumin

forms, performed wsi ﬂwﬂmdnckl tols axamined in this
work, on H'u-lhrnel:i'm'q ouroamin (keto form,
PubChem! Aubolodk ¥ina ars 5h-|:m|1 in Table 4 Resulis

showed that AutoDock Vina, GOLD and Surflex-Dock predicted that
celecouih prefers only the kncwn inhibitor binding site (Site 11 In
the case of curcumin, all three docking inols suggested that both
forms of this natural product can at some point interact with any
of the three binding sibes. However, there are mimor changes in
H:rirefﬁm&hmdun thee curcumin fom and the docking toal
Taken together, these resulis suggest that independent from
the tantomeric state of curcumin, it has the ability to interact with
COX-2 on a binding site different from celecoaib.
This & silico evaluation of curcwmin binding on ©0X-Z offers a
plaasible explanation for te smergism observed fior odermeib and
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Table 4

iy afeity (AutcDock Vie ) ared ooy score vaiae (G000 nd Serfiex-Dock) for oeeogesn (lorto and enal forem | ared orderael (irdebetar ) on @Bt pradicted
Doy dim [1, 2 nd 7 o0 CUK-2
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curcumin bo inhibit the action of the eneyme. [t oo showed that
the size of the used docking grid can have differences in
the resudis. Howeswer, it was clear that for both keto and encd formes,
a binding site-di ferent from the active site is prefermed by rurrumin,
although this iis le=x energetically Enecrabils.

Although the mechanismes imolved in the anti-imflammatory
action of chemicak present in edible plants may comprise dis-
tinct pathways, some of the compounds examined here are
knowm fior Ehedr actions on the tion of fartors
such a5 nuclear factor-kappa B (WPcp] 88,59, signal transduc-
ers and activation of transoripbon-1 (STAT-1) [90], perosome
proliferator-acti wated receptorgamma (PEARy ) [01 |, NF-E2-related
facior-2 (Mrf2) |52 ], and also in the inhibition of mitogen-activated
protein kinase (MAPE) (ERK, JNE, and p3g) phosphonylation 93],
among many cither argets. These mechanioms may indesd alter the

of CDK-2. However, a5 shown here, it may be equally
important o oonsider their direct action at the protein level, in
order to have a better of their benefie
in addition, it is dear that computational chemistry is 2 powerful
inal that speeds up and lowers the cost of those approaches leading
hﬁrrdﬂ'u‘apr:ﬂcqenl:h:-pmrrmtﬂnnmltm

4. Conchesion

In st docking caloola tiorns with Aubolock Wina
showed that binding affinities ined for some natural com-

on COX-2, such as curouwmin and all-Fess retinoic adid, are
of similar magnitude than those generated for known inhibibors
of this protein. Affindties from AutoDock Vina and soores given by
the docking software GOLD showed significant correlations with
experimental data for O0X-2 inhibition. Dodking studies perfonmed
with curcumin and celecomib, this last 2 synthetic mhibitor of
00%-Z, suggest that currumin may be able o bind this protein
both rompetitively and :I-:utrrl-nl‘n Therefore, natural products

in the diet are | mot only a5 tramscriptional rego-
bors of OOX-Z, but aleo may te its enzyme activity o

control inflammabony prooesses.
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The counterpoise-ooneiod inleradion esergies caloulled for peoledns thal bésd f-A L% showed
fvorble inkemctions B-ALA-resides. Supaposilioning of B-ALA with known hibioes of
theee prolzins, opeher with he Doding Sel fA-ALA adopts Slfaenl spelial confomabions in
their binding s, sppesls B-ALA could Be & pleusible wesk inibHior of these trpeds, and this
effert should e omsidersd wien sudying iis Biochemics] ellects

Eeywords: milcaidsal, colecion, inhision, dodking, TarfasDock, AmioDock Yioe

Introduction Cogl dized Tom
The alpha lipoic acid (ALA) i= o relatively small g.T.\,\L gr\)s.l_
muolecubs, o five-carbon carboxylic acid bound o & o
five-mlom cyclic disulfide. It has two snantiomeric
configerations (B-ALA and 5- ALA) and its reduced form is A-Alpha lipaic acid e Tt acd
kncwn as dihydrolipoic acid (DHLA)Y (Figare 1), ALA was
previoesly considered as 2 vitarmin, bui later it was shown io Redical fam
be synthesized by snimals snd hemare, primarily inthe Eer
and kidneys, whers it is found & higher concentrations ™ r.-\r.-\__,-\,.ﬂ\ﬂ«
R-ALA mabwrally occurs in foods, covalenily bound io mH e

Iysine (lipoyllysine).! althowsh quantitative information
Y fpoy llysl q DHpliedipos sl

*email jubvernoy @amcartapen ode oo Fagare 1. Enisting formm of slpka Bpoic acid.
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ghaut such adducis is fimiled. Tissues from animals that
are rich in lipoyllysine (co. 1.3 pg g dry wi.) include the
kidney, heart and liver, while smong vepetshiles, i is found
in spinach and broccoli. A =mall smount of lipoylly sne
(ra 0.5 pg g " dry wi ) has also been measursd in iomatoes,
peas and brusssk sprouls. 2

ALA is an antoxidant for fatty ecids. [ is considensd
on importent metabolite for energy production in
milcchondria, and it also serves & a polent free radical
scavenger in both agueous and lipophilic madia ™ This
compsoand is msed as a drug in many European countries,
reainly to treal liver disorders and neuropathies.! Lipoate,
or its reduced form, dibydmoliposte, macis with eactive
oaygen species such as superowide redicals, hydioayl
radicals, hypochbomous scid, peroxyl mdicals snd singlet
oaygen. " In peneral, anioxiden properties of ALA
have been relaied Lo its capacity o educe practive onygen
mpecies [ROS), mepenerie sndogenous entioxidanis, repair
oxidative Hssue damage and 1o is chelating capacity ¢

The antiaxidan properties of ALA vary depending on
the species: the oxidized form is setiowidens, chelsting
ppent for Fe and Cu, ond i can remowe BOS. ks reduced
form is ontiowident and 8 Cd-cheloting dug. I can also
remave BDS, repenerote vilomine O, E and pletsthions;
ond increase lewels of probeins invalved in repeir
(- l-antiprotease). " Dihydrolipoic acid (DHLA) can
imcre=ase the sctivity of antioxidanes in both sgqueons and
hydrophabic membrane phases 718

fn witro experiments have demonstraied thal ALA
imcreases glucoss mpiske by promoling irenslocation of
the plocose transporer GLUTS tothe cell membmne, and
this property has been wsed during allevistion of dissases
such s dinhetes ™= The hiochemical imporiance of ALA
iz mainly repressnisd by its participation == & cofacior in
sveral binlogical processes, and due fo s aniispopiolic
mction via sctivalion of the insulin receplocT3-kinaseiddd
pathway. 2

Moendeys, i siffioe soreening hes mades posxible o find
suitshl= binlogical arpei= for partioular compounds. Target
Fishing Dock {Tarkllock) is o weh server thal docks small
malecules with proiein siructures in the Pole=ntial Drug
Tarpst Daishese (POTOL &= a ool to discover new drug
tarpets. It works performing reverse molecular docking,
This process. allmes docking o panicular compoand inlo
known binding pocksts of proteins foend in the FINTTL
This server has been ussd o predict prolein binding
siles for chemicals such as vilamin E and 4H-tlamoxifen.
Experimental evidence has shown thel nearly 509% of
the predicied proleins can in fad bind these compounds,
imdicating the reliability of this server ool ® This ool has
been used to identify molecolar twpets for developing

Malkdorads Hoas et al faa |

new dregs against Melicobacter pyien, and also os a
complementary approach of functional p=nomics.™ In
another study, Olivero ef al.,® have used TardisDock io
find possibile farget proteins for TCDD, in pertionlsr those:
related bo AhR-ind=pendent ectivities of TCIND. However,
in addifbon fo TarFisDeck, there are other avalehle
approaches 1o perfoom multiple terpet identificagion.™

In this paper, TarFisDock server has besn used 1o
perfoom virbmal screening of molecular amets for AL,
with proper validation of this prediction with differsm
mezthads of computational chemisiry, discussing the
possible rode of this compound indiseases for which these

proleins aps imporianl.
Experimental
Modecular modeiing

For the preseni siudy B-ALA, SCALA and DHLA
siraciunes were aplimized uxing density funclional theory
(DT e the BILY PS5 105 leved. Caloslations wers carmed
cut with Gaussizn 03 packapes program™ The resaliant
geometry was bransleied to Mol2 formed with Open
Habel™ wnd the optimized ALA siructunes wene submitied
to TarFisDock® o find proteins with gri-dimensional
sirmctures having theorstical binding =iles for each cne of
the siudied species. The s=arch saried msing the “targeix in
all catsgories™ option, end ligand docking was perfomed
on all proteins (1207 proleing currently svailable) present
in FIITI). The outpet consisted of the best hitx ranked by
mn energy =core, providing binding conformations and a
table: with relaied isrget nformation.

Phorcking malidats

A AmtnlDock Wina can detedc prolein cavities for ligand
binding on any given prodein, il was wed o fnd covities
on randomly selected prodeins toksn from Prolein Dain
Hank ¥ Kandomly selected protein models LABL 1CA2,
AL 1DFR, IFDH, 1LCT, ILFH, IRHG, 2DHFE, 2HHM,
2PAB, IWS, IX AL IALFE 3GFT, 3GRG, 3LHM, 4HVT,
411H and BFAB were docked 1o R-ALA using Autallock
¥ina, and the output affmities were ulilized 10 determine
o theoretical value for non-specific alfinities for B-ALA.

Decling AlA stracforer fo larped peofeiny predicied by
TarFirDeck
BALA, E-ALA snd DHA were docksd on esch one of

the tarpst prob=ins prodicied by Tarixbock, aftier proparing
them using Sybyl 8.1 program.” For protein preparsgion,
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all hydrogens wers added wsing the Riopolymer moduls
of Sybyl peckaps, and inhibilors within the active sile,
hetzrozioms, end all waler moleoeles were removed.
Proizins were minimized spplying Kollman's all partial
alomic charges, Fowell™s conjegeie gadient methad with
distance-dependent dieleciric constant valee of 1.0, and
a gradieni converpence value of 0001 kcal mol”® Once
minimized, the proé=in is loaded in MG Tool=" creating a
FOBOT &le that contains & prolein streciurs with hydrogens
in all polar residues, and il i then wsed by the docking
program Auollock Yina 1.0 ioobtein the affinity hinding
values for & particelsr ligand. The docking site for ALA
stroctmres on protein wrests was defined by establiching
a cube with the dimensions 24 = 24 x 24 A, covering the
binding =ite predicied for Tardfislock with a grid spacing
ol 0.375 A ceniered on the center of mass of the ligand.
Ten runs with Amioldock ¥ina were perfformed in all
cases per sach ALLA stredeme, and for each run the best
pose was saved. The sverage affinigy for besl poses was
tzken as the final affinity value for 2 paricular complex.
Mammal proteins that showed grester sffimity scores for
ALA were checked with the program LigandScoui 2.0™
0 detect those primary interactions prevmiling in the
protein-AlLA complex . Ligand Scout is o softwarne ool that
allows 10 rapidly and transparsntly derive 31} chemical
featwre-hased phamacophores from stuctaral dma of
macromolece be-ligand compleves. s alporithms perform
a siepwise inlespretation of the Egand molecules: planar
ring detection, assignment of functional group pattems,
determination of the hybridization siste, and finally the
aszignmeni of Kekulé patiern.™

Counferpoive -corrected inferaction snergy (CP-CIE}
cniculrbony

[n order to-evaluaie the theoretical likeliness of residoes
present in the proiein binding site being inieracting
with R-ALA, CPAIE calculations were performed. The
prog=in-R-AlLA complexes for the mammalizsn proleins
selected by TwrFisDock were processed by Amollock
Vina. From these complexes, one was randomly seleced
per arpet proizin, and then minimized using the slandard
Tripos molecalar mechanics (MM} force fizld of the
SYBYL molecular modefing packnps, following a Powell
energy minimization algorithm, applying (Gasteiger-
Hitcksl charges and 0.005 kcal mel® A ensrgy gradient
comvergence criterion. ™ ® Fallowing this optimization,
molecular dynamics (MDY} simulations wers perfomed in
vacuo using SYRYL 8.1 force field * The protocol included
(i} o 5000 fx perind, beginning a8 1o 300 K 2= 2 heating
protocod, (iha 10000 f= perind at 300 K was employed for

I Srer. (e Soc

equilibration and (i) 20000 fs m 30 K wers psed in the
simulaticns with 2 time step of 1 {5

Afier these simulstions wene concluded, the affinities of
R-ALA far the prosin in each one of the fnal complexes
obixinad ender MM and MDD protocols wers caloalaied !
and the geometry and affinities of the these compleres wers
comparsd 1o that given by the structure dipsctly obtained
from TarFsDock server.

The relmive hinding contribution of different residoes
in the binding sitz, s pradicied by LigandScomt 2.0,
was evilualed caloelating CP-CIE wvalwes 2 compuoied
from single-point calculations. This was performed on the
stroctores of the prot=in-R-ALA complexes with the best
Autoldock Yina-calculaied ligand affinitics, following the
“Bays and Bemandi™ method, ? sccording 1o equation 1

AETAB)T = FAS (AR} - E5 (A) — EX3/H) (1

where, AECART™ is CP-CIE, and EM GIAR), E* (A
and E* (1t} ar= the total energies compotsd in 2 balanced
basiz sei (AR) for complex, residue and ligand (B-ALAJ
sysiems, % respectively, in order io comect the basis so
saperposition ermor (B35E).

Enown inhibitoes for TadisDock-predicied B-AlLA-
binding protzins were found in PebChem and Divog ank, znd
their affinity soores 1o such molecules were calculmisd using
Aundlock Yina 1.0, The hinding sile was s=t specifically
the sile propassd by the TarFisDock server. Similar docking
parameiers end nen number employed for ALA structures
wene also used for the affinity calculations of nhibilors
on targel proleins. In ooder fo delermine if the docking
af £-A41A on wpel prolzins skes ploce under the same
ligand conformaion, a superposition of the 3D stnuctures
af B-ALA docked on the binding siles, topether with the
optimized B-ALA stuciure &= 2 iIemplals, wes performed
wsing Sybyl B.1.1, and visualivesd by Pymod * For comparnson
purposes, CP-CTE values for protein- 8- ALA complexes wen
compared o thiss obtsined for the |eakotriens A4 hydrolase
{1HS5E) bownd o its inhibitor, besiatin, strecturs thal was
tak=n from Frolein Data Bank (PO

Results and Ddiscussion

TarFisDock server was used to find tarpel proteins
for R-ALA, and AutoDock Vina allreed the calculation

of affinity scores for AlA-profein complexes. Based on
affinity data provided by AutoDock Vina, non-specific
binding of R-AlLA o randomly selecied peoteins from 'DE
aooars ol shephne affinity valoes lower than 5.1 kcal mol!
(Figmre 2). Acoordingly, from the hest 25 hits suppested by
the TarFisDiock serveras B-Al A protein terpsts. affinities for
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those with valoes preater than the maximum (5.1 keal mal '
plus its 11486 {0.5], that is 5.6 koal mal?, in addition io data
chiained for 5-ALA and DHLA on the same prieins, ane
shown in Table 1.

Takile 1. TerFallcc-praliced potam el ineas with B, S ALY s DHLA
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Yirtmal screening of protein tarpets for ALA showed
that, ai leasi hypothetically, this antbonident could interact
with differsni enzymes such a= hydrolases, isomernases,
ATPaxes, oxidases and [DMNA bopodizomernses, among
others. In addition, R-AlA has indesd simalar affinities
than S-ALA foriagel proteins, dihough when the diselfide
cycle is broken, as in DHLA, the affinity scores drop
significanily (Table | . Accondingly, it is plausible to think
that only the oxidized fonm of R-AlLA is more prone io
act &= a phammacological agent targeting several proteins.

Some of the proizins predicied bo bind A1.% are found
in mammals (M mascaley, Homo sepicas, Orvaiolaguy
cunicular and Bos Toanas) and those represent imporiant
pharmecological lorgeis sech i leukobriene Ad ydmodase,
volizge galed polassiem channel, alpha hydromysierod
dehydropenase end spovide hydnolese.

The ligand binding sif=s for the mammal proteins
mentioned before, as well as the inlemdions belween
their residues and B-ALA in the docking complex, as
identified by LigandScout 2.0, are shown in Figure 3. The
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S (TH bcal maod 7 HS (TFO) Theal mal '} KB (TR} Mol mod
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Trypiophan rysttasc alphn chais L3S ~ITER - - - ~ME] 34
e iy e
Epmide hydrobese [ -3T0% =51 s s =51 - -
ey moeeherd
Levdmstriens A4 hvdrodase THES ~16 86 5k -3 —£7 _I10% -3E
A presorsera 1 1FVG =Jh4d =57 - - - -
{Sacch. crmevmian
Fak Empmesi of momxcional 1M -2556% =51 1655 =509 -263T7 =33
Voltape paicd primsun donsel X -13.56 -3 - - - -
Ecia- gluanscme IEIF -2513% A0 s ] =53 2547 -3
{ifira; map}
dlph. bydeoaymizrsid dobydrogorane [0l -3531 B s - - -2156 =36
et camicalierd
Fak Emgrmmi of monscional 1341 =1371% LT - - - -
Eoia- gluascm: Y% 25107 A0 —25.12 =£1] —2E 58 =33
{fra mapl
Pelyarcisc onicass IHEZ -5 14 A0 -7 IB -£3 2700 =35
{ifira eyl
Bovisc aeinchosdral FI-ATPasc 1EFE —2504 =47 - - - -
=g Tawrerd

Wl value dn = 1T); im alll e case, the slanderd arnorof the mess v owor than (109 kel mel Y BS: oy scons, THE Tardallecks —: THID did met

P thia proicis = burped Sor dhe ligandd
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Fagare 3. 3} atnctons of proicizs shewiag e bisding s (5], asd
moen ren ducs i rveivad 0 B izicractios ligesd-proicis (eghibof B-ADLA
i keskoicse &4 bydeolae (4,15, woliap: ltI:|:|l|.l:l:|:|l.|:l.-i.l.l:l:l
(0, alphe h:l-u.-:,im:-d :l:ln:qu-u.-:il opemide bydelase
(LI H], respecizvely.

ALA-proi=in binding sile for l=sbotriene Ad hydrolase is
determined by Tyr378, S=r379, Val3B] and Pro3B2. For
vaolinpe pafed poilnssium channel, thess aminoecds o
Ly=l(d, A=nl44, Arg175 and Trp229, whereas for alpha
nydroxysiemid defypdrogensss Glin 224, His?72 5er?7 ] and
Hi=117. Unlike the previous prolein-ligand int=ractions,
thiz lasi one accurs with one of the sulfur aloems present in
the B-AlLA Finally, epoxide hydrolsse showed the smaller
rmamber of int=racting aminoacids in the R-ALA hinding
sile, Arp3D8 and Trp524.

The Amollock Vins-calculoied affinities of B-ALA
an tarpet prot=ins (THSE, 173X, 1058 end 1000 using

I Brer. (R S0

the structurs dirsctly obtsined from TarFisDock, the one
generaied afier the optimization by MM, or thai resulted
from MI) simulations of the MM minimized complenes
we presenisd in Table T Greater absolule valoes for
affinity binding wers obigined for complexss optimized by
MM, EMEIY values caloulaied beiween the 3 siruciune
complexes obtained from TarFslock and thal genersted
afer MM minimizaiion were the hroest, meaning that MM
optimizetion docs nol dmmatically chenge the 30 suctune
af the complexes. However, this protocol is imporiant io
gmaraniee hetier binding affinity scores. Therefone, the kM
optimized Snucture was used to caloalaie the CPACTE valoes
between R-ALA and all iné=macting residues, as predicied
by LigendScouil, and the reselix ane presented in Tabls 3.

Faor leukoirniene Ad hydrolase (1HS6), all CPCIE
values for binding residues with 8-ALA wene predicied
io be negative, segpesting that thees is litile repulsion
between system sle=menis. and therefore a theoretically
greater stshility in the 1HS6-R-ALA complex formation ™
Ke=ganfing the other examined proleins (125X, 105M
and 1CCKE), not all CP.CIE values wen negative, and
consequently, the inlersctions are nol bolelly fovorable,
althomgh the affinity value caloalsied for 175X was the
same o5 thal ohiained for THS6

In order o perform a validation procedure, CP-CIE
values wers calculated for the 1HSE& bestatin complex,
which was availsble from Proiein Data Bank (Tabl= 4). As
expected, there is & difference in the member of inleracting
residues for besisfin (f=n, when compared to B-ALA
(Four). Interestingly, the interacting residue in both cases
(TYR3TE} presenied & greaier abeoluie CFACTE waloe for
bestatin (285 kcal mal ™} than for B-ALA (043 keal mal '),
However, the interaction between B-ALA and SERITS on
1HS4 penersied an abacluie CPACTE value of 7.9 keal mol,
much greater than those obtained with any residue predicied
an the hestatin interaction. This may suggest that R-ALA
could be acting as & weak inhibitor of 1HSE6

Frotzins predicted by TarFislbock to be R-ALA
farpsts wre key biochemical medisiors of ssveml knowmn
signaling pathways, for which several inhibitors have
been identified. The Avpaldock Vina-calculated affimty

Takle L Avinliock Wim-clcsbicd sfSrebo asd RMED valees for proian-B- AL compleacs shisned Som difforsi moibods

_ Ainity / lbcal o) Al (el mod) RMED Alfnity { fecal mul '} RMED
Tarkaldock comphes MY o THY 1a. MM MDY 2o rmpicy THD vz MDD}
LHEE T 57 (FEY £3 147
15X 55 57 .18 £3 1.539
e 42 52 0.1 53 1579
OO 41 .1 11204 57 1603

MM: mwleculer meckancs; MI: nolesler dyrarmica



Vol 71, No. [2, 1111 Maklorado-Roas eial fiuch
Table 3 Coanierpeis-comucial mizraction caapio ((P-CE ivsen vanom reddes o preien-R- ALY cepla®
Proicis Heaidec Compicz cscpy (Eh]  Hoxdwmeayy (Bhl FALA mopy (Fhl (PLIEEcal ol ')
TYRY™ =13B8.0T 538 M =1357.73 043
— SERITY -1E55.71 -397.97 -1257.73 -113
VALIEI -1IER S 40115 -1257.73 017
PROZET -1 21 —S00E -1257.73 -0ET
LYEIH -1TH& 38 ] -1251.71 0LE
o AENTH -1TEH 552 -1251.71 -31E
ARCITY =102 A0 50 B =13571.71 137
TEFZH) =192 77 584 3 =13571.71 =53]
HIETIT -1 0 -547.3] -125T5E -6
M SERZII -1EE5 51 -397.97 -125T5E 13
HIEIZZ -1\ 1] 5732 -125T5E -7
LM 18R Ee o b | -125T 58 LTS
TEFS4 1524 —584 30 -1257.73 -1LE
— ARCAE -18a2 51 50 B =1257.73 043
YAl calodslion wene performed wikh MPT ol the 53114+ keed of Beary; B Herinee mengy.
Tahls 4 Counierpeisc-comocial inieraction csargion (PCIH S vacioes reaidses insic scipes of [1E56-Besabn comple?
Proicis Feaidzc Cersplca cxcrgy (Fh) R cxeryy (Eh) F-ALA crergy (hhl (I fecal ol
CLYIE -13133& -2 A2 -l31.72 600
ARGSE -163551 5[4 ] -l31.72 LE]
HIS27S -1571.1 s Tt -I31.72 L7
HIEYF -1571.1 s Tt -I31.72 .70
) TYRT™ =1653.9T B e -I031.72 -15%
e @R =131 =13 -I031.72 413
L =131 b -I031.72 A 10
LTLE -13803 -MEA] -ll31.72 -iTz
TYRZES -165007 —£IE 34 -l31.72 =30
METIX -1E3054 -TRE0I -I31.72 =316

Tl caloalaiors were perormed wilk MPT iz &30 14+ kel

values abiminad for some of them are shown in Table 5.
and their superposition with R-ALA are presenied in
Figure 4. With the exception of pergolide. inhibilor of
1#£5X, affinities for these inhibitors wers found (o be

greater than that obtaimed for B-ALA. It is known that
besiatin, meckfenamic acid and 1-cyclohex yl- 3-decylursa

act as Egands in 2 competitively manner for leakbotriene
Ad hydromylase, alpha hydroxysieroid dehydrogenase
and epoxide hydrolese, respectively, whereas pergalide
works by direct binding on voltage-galed polassizm
channels. ™ In all these cases, resulis from Auicllock
¥ina showed that their binding site is the same predicted

Tahle 5 Aviolock YWisa-calealsiod affisitic for rersm inhebiion o et poics

Protciz (PIE-adc! Inkibeicr Adffmity / (bl e 7P Hivieygical activity p—

IH5E bedaiin £5:0] N, =4 pM Thunsiss « al”
175X perprlide 35201 Iy = [0 aM Huars of al® Hong atal®
1M macrdmanic acd X200 Ki = 189 M Haiching o & ®
0 | -cyekoheayd 3 -decyluna £T=00 Ki=6320.5aM Argiriadi of o

lean vadie 1 wisndard ermor (n = 100 10, hal¥ masireal ishibiiony concenimtion; K nkibitios cosstand.
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Fagars 4. 2 Bmscturs of mhibien of sleied preioss fefi) and thar
N apprpesiion wit B-ALS righill

for R-ALA. The resalis of the saperposition of different
R-ALLA conformations aoguired on binding sites of lmpeis
proteins are shown in Figurs 5. This analysis shows that
R-ALA undergoes different spatial conformations when
dacked on the binding siies of thess proé=ins. This is als
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in mgreement with Figure 3, which shows that B-ALA
can ffit in protein cavities having different types of residee
arrangements

The physiological and ioxicological relevance of the
im=mctions baween B-AlA and predicted tarpsts is still
mnknown. However, this stndy enveils the apportunity 1o
apen new passibilities for the physiological mle of ALA
an different binchermical sysiems in the arganisms. The
mode in human health of those proleins predicied o be
R-ALA tarpets by TerFislock is presenied in Table 6.
These data segges that R-ALA can have o wide specirum
af passible hinchemical targets within the cell, probably,
independently from ils major bicchemical funclion as
antionidant. Clearly, these tagets s well known For their
imporiance on dishetes, cancer, inflammafion and heart
disease, smong others.

The highest hinding affinity for B- Al A was obiained for
leukotriene A4 hydrodase (1. TA4 hydrodase, (—6.6 koal mal ')
and volisgs galed potassium channel (—6.5 keal mol ™).
1TA4 hydrolsse specifically acs on sther bonds, and it is

Takde & [escasrs refyied) i the foor sl enporiasi proiciss (or ther cooniorpars o hamass |, predicied i be argeis of B-ALS

Prsiciz Pehiad dooss Hefrmas
camcET (he rial T
LHSE .. . . . . Flicks o al ™ Tager snd Lusier™ [verses 21 al ™ arad
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encoded by the beman pene ITAGH. =™ |t is o bifenciional
rinc eyme (B 33.2.6) which converis leukoiriene: Ad
to leukoiriene B4, 2 proinflammaiory mediator that has the
ghility o mecruil end activale inflammaiory o=lls, @uosing
tissue damaps and disesse.™ Besides, this leukoinene i as
a polent lipid chemoatiractant imnlved in inflammation,
immune mesponses, host defenoe apuind infection, plaiels
activating Facior-induced shock, ™™ peorissis, cystic fibrosis,
asihma and arthritis theumainid, among others ®8 [ TA4
hydrolase aleo acts s aminopeptidase.™ and il has heen
linked tosophageal canoer, & its over expression appears o
be an sarly event in this process, therefore being 2 polential
target for the chemopreeention of this disease ™ Mareover,
sorme mthors hawe linked the pres=nce of this enoyme to the
inflammagory component of candiovascular disesses. ™
Voliage-guled polassivm channels {(Kv channels)

regulais cellular processes sech as the secretion of
hormones and repolarizelion of excilable c=lls. In
pancreafic fcells, prolongation of the action potential by
bocking of delaying rectifier potassiam channels would
be expecied to inoeese inirecellular free calcium, and 1o
promate insulin relesse in 2 glocose-dependent manner,
making this proicin a poleniial tepel for the estment
of type 2 dinhetes* Moreover, alierations in the =mooth
operation of this transmembrane protein can canse hear
diseases, such as arthythmias * ™% Some authors haove
segpested that inhibition of these potassium channels
may exert antiprofliferative function in diseases such ax of
colon, breast and prostaie cancer.™ as well a5 bensfils in
the trestment of Parkinson’s and Alzhsimer’s disesses =

Alpha hydroxysieroid dehydrogenase plays an
imporiani role in regulating hormone since i =xeris its
activity both on androgens (C19 geroids) and progestins
{C21 sieraids) in rabbits and rats.*" ks counterpart in
humans is AKR1C1, which belongs io the hydroxysternid
dehydrogenase (H3Ds) family of enzymes, and plays an
impariant rols in the metabolizm of progesierone which is
esseniial for the mainienance of pregnency. This ermyme
has heen linked ic diseases such & cancer™ and premature
biarth &

Epoxide hydrolase is an enryme that is responsible for
the deloaification of mulagenic and carcinogenic agenis
by the hydrolysis of epoxide sebsirstes ™™ [n humans,
this enzyme can be deficient in dissases such os dighsies
plthough an imporant role on the metoholizm of kbey
inflammaicry mediziors, like the spoxysicosatrisnoic
acids ¥ and in hyperension have also been reporied &
Soluble epoxide hydrolase inhibitors have been considered
gs poleniial pharmecologic apents due io their ahility 1o
improve vascular function and 1o reduce renal damags in
angicéensin relaied hypersnsion.®
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As presented before, profeins predicied by Tad sDock
o be mpeis for ALA wers differeni from ghose alrendy
knownin inlemct with the antioxidani. This may beexplaned
cansidering the relativedy low number of proisns existing
in the POTI). However, pyruvaie dehydrogenase kinass 2
(2515}, a protein present in the PIXTT, known tobe inhibited
by R-alpha lipoic acid,” did not show up as o faget. This
is consisient with the [act thet AstoDock Vina predicied a
relatively low binding affmity (-5.8 = (.03 koal mol') of
K-ALA for this profein.

Firally, one of the most interssting fndings in this work
was in establish that the 3-struciure of 8-AlA can be
effectively supenmpasad io well known inhibitors of laget
proteins. Although the ahsolute Auntalbock Yins-cakculated
affinities of these inhibitors for their tapst proieins are
cansidershly grester than those obimined for B-ALA (with
the excepiion of perpolide, inhibitor of 175X ). The docking
o the hinding site, as well as the strecieral similarities for
ol least some paris of the inhibitors, suppesis that /- ALA
mzy be able to enter the ligand binding sile of these
proieins, probahly compeling with the sndogenous ligands.
However, the relafive lower affimity bendings. recosded for
AL imply thal only wesk inhibitory or agonisl sctivilies
may be expediad. These compuiational observations mesi
be validated with experimental evidence, and this will
soppori the fndings revealing the pharmacological =ffect
of B-ALA on many diseases.

Conclusion

¥irual screening and docking dala sugpest thal it is
plamsible that B-ALA could behawe as 2 weak inhibitor of
proteins such as |eskotrisne Ad hydroloee ond volinps poted
potzssium channed, chamcienstics thal could explain some of
the benefils that have bern oheerved fior B-AlA on the conbml
and alleviation of disseses on which those have beenimalbved.
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