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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) ejercen una accion sistémica y toxica sobre
la mucosa gastroduodenal por la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX), reduciendo la
produccion de prostaglandinas y del flujo sanguineo de la mucosa gastrica y, ademas, aumenta el
estrés oxidativo y la secrecion acida. Como las prostaglandinas (PG) son las encargadas de inhibir
la accion de la enzima adenilciclasa que controla el funcionamiento de la bomba de protones, es de
esperarse que la deficiencia de PG desencadene grandes dafios gastroduodenales que involucran la
reduccion de defensas de la mucosa, afectando también el flujo sanguineo de la mucosa y la

secrecion de bicarbonato (Fernandez, 2018, p. 12-15).

La Ulcera gastrica constituye unas de los problemas gastrointestinales mas comunes y
representa un problema de salud mundial tanto en términos de morbilidad como de mortalidad
(Babu et al., 2010, p.117). Ademas, la evidencia ha demostrado que el uso crénico de AINE en
pacientes de alto riesgo se ha relacionado con complicaciones graves y que la aplicacion de
medidas profilacticas reduce de forma considerable estos eventos, causantes de mas de 100,000
hospitalizaciones al afio en los Estados Unidos y de 7,000 a 10,000 muertes anuales en pacientes
clasificados como de riesgo alto (Valesco et al., 2016, p.123). Por todo lo mencionado, los
agonistas de prostaglandinas pueden prevenir el dafio gastroduodenal causado por los AINES
(Fernandez, 2018, p. 15).

Los inhibidores de bomba de protones (IBP) son muy utilizados como tratamiento a largo
plazo para enfermedades crdnicas y como tratamiento profilactico en diversos trastornos de acido-
pépticos (como el reflujo gastroesofagico, las Ulceras pépticas, los estados hipersecretores, el
sindrome de Zollinger-Ellison), por su eficacia y seguridad (Luquez et al., 2017, p.198). En
general, la sobreutilizaciéon de IBP es preocupante por sus posibles efectos adversos y
complicaciones alarmantes descubiertas recientemente; entre ellas se incluyen las infecciones
entéricas, la gran incidencia de infeccion por Clostridium difficile, el déficit de absorcion de Ca™,
de vitamina B12, de hierro y de magnesio, aumento de fracturas 6seas y de neumonia adquirida en
la comunidad (Cienfuegos, 2010; De la Coba et al., 2016).



Dada esta necesidad, se plantea la posibilidad de recurrir a productos naturales como
terapias alternativas efectivas, que presenten menos efectos adversos, menos complicaciones, y con
la factibilidad de compararse con medicamentos comercializados, como lo son los inhibidores de
bomba de protones. Una estrategia para obtenerlo es el modelado molecular, el cual es una técnica
computacional que permite estudiar la interaccion que existe entre un fa&rmaco y su diana, mediante
la representacion de las estructuras y comportamiento de las moléculas, con el fin de predecir si
una molécula va a unirse a un receptor, y por lo tanto, puede ser un punto de partida para el disefio

y sintesis de farmacos (Font, 2017, p. 5).

A nivel del tracto gastrointestinal, el llantén (Plantago mayor, Plantaginaceae) ha mostrado
efectividad en hemorragias gastrointestinales altas y bajas, hematemesis, disenteria, hemorroides,
dolor de estdbmago, diarrea, Ulceras gastrointestinales, dispepsia, estrefiimiento y colitis (Najafian
et al., 2018, p. 6392). En la actualidad se cree que sus taninos y flavonoides son los responsables
de la actividad gastroprotectora, antiulceroso y citoprotector, y como han mostrado diferencias no
significativas con el omeprazol en la funcién gastroprotectora, se ha sugerido realizar mas estudios
al respecto (San Martin, et al., 2017, p.80). Entre esos flavonoides esta baicalein, que cuenta con
propiedades antiinflamatorias, antisecretora, antiulcerogénica, gastroprotectora, citoprotectora,

antioxidante y anticancerigena (Ribero et al., 2016, pp. 34y 36).

Ante el panorama propuesto y mediante el uso de informacion cientifica y programas
informaticos, la autora de esta investigacion se plantea la siguiente pregunta: ¢ Es viable el disefio
de una molécula a partir del baicalein como agonista de los receptores EP3A de la prostaglandina

acoplada a la proteina G inhibidora para un efecto gastroprotector, antiulceroso y citoprotector?

Hipotesis

Un agonista de la prostaglandina E2 a partir del metabolito baicalein y su receptor EP3A
acoplada a la proteina G inhibidora, tiene gran viabilidad para el uso como gastroprotector,
antiulceroso y citoprotector, y podria permitir obtener una nueva alternativa terapéutica para
sustituir la administracion de los inhibidores de bomba de protones cuando se utilizan

antiinflamatorios no esteroideos en un tratamiento farmacoldgico.



Objetivo general

Disefiar un agonista para el receptor EP3A de prostaglandina acoplada a la proteina G
inhibidora, a partir del metabolito baicalein y algunos de sus derivados, mediante el uso de técnicas

in silico.

Obijetivos especificos

Crear una biblioteca virtual de 100 analogos derivados del metabolito baicalein para el

receptor EP3A de prostaglandina acoplado a la proteina G inhibidora utilizando el método in silico.

Determinar la molécula de la biblioteca virtual previamente disefiada con mejor acople al
receptor EP3A de prostaglandina acoplada a la proteina G inhibidora, considerando las

caracteristicas de un farmaco prototipo.

Optimizar la molécula seleccionada para una mejor interaccion con el receptor EP3A de

prostaglandina acoplada a la proteina G inhibidora.

Justificacion

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son unos de los medicamentos mas
comercializados y considerados como excelentes estrategias en el tratamiento de la inflamacion
aguda y cronica. Estos poseen propiedades antipiréticas, antiinflamatorias y analgésicas, debido a
su accién inhibidora de la enzima COX2 y el bloqueo de la sintesis de prostaglandinas (PG) (Perea
etal., 2016, p. 76). En relacién con el tiempo de administracion de los AINEs, se definié como uso
cronico la utilizacion del AINEs por tres 0 mas dias a la semana por mas de un mes y, su dosis es
alta cuando la cantidad del medicamento esté por arriba de la cantidad recomendada del mismo
(\Valesco, et al., 2016, p. 123).

Como los AINEs reducen los factores gastroprotectores, es necesario combinarlos con los
inhibidores de la bomba de protones (IBP), con un antagonista H> 0 con un mucoprotector
(Fernandez, 2014, pp. 12-15). El tratamiento con IBP debe mantenerse entre 7 y 14 dias después
de finalizado el tratamiento con el AINE. Por otro lado, el misoprostol (un analogo de

prostaglandina) es tan efectivo como los IBP a dosis de 600-800 microgramos por 24 horas (Gené
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et al., 2009, pp. 298-299). De esta manera, cuando los pacientes toman AINES no selectivos y
selectivos para COX2 rutinariamente, se les debe considerar los efectos gastrointestinales, la
toxicidad renal, la hipertension arterial y la falla cardiaca, para una mejor eficacia, seguridad y

adherencia al tratamiento (Peralta et al., 2013, p. 234).

Los IBP son muy utilizados como tratamiento a largo plazo, por su eficacia y seguridad, en
diversos trastornos de acido-pépticos (como el reflujo gastroesofagico, las Ulceras pépticas, los
estados hipersecretores, el sindrome de Zollinger-Ellison). Por ser considerados como los
supresores mas potentes de la secrecion acida gastrica, en dosis habituales pueden disminuir la
produccion de acido hasta un 80% y 95% (Luquez et al., 2017, p.198). No obstante, varios autores
han realizado una revision sobre sus efectos adversos y han reportado complicaciones alarmantes
como: infecciones entéricas, gran incidencia de infeccion por Clostridium dificcile, déficit de
absorcion de Ca*, de vitamina B12, de hierro y de magnesio, aumento de fracturas 6seas y de

neumonia adquirida en la comunidad (Cienfuegos, 2010; De la Coba et al., 2016).

Por otro lado, las prostaglandinas (PG) pueden inhibir la secrecién &cida estimulada por
histamina y la liberacion de histamina estimulada por gastrina (Rodriguez y Alfaro, 2010, p.61).
Del mismo modo, en la Guia de seguimiento farmacoterapéutico sobre Ulcera péptica, publicada
por Ferrer y colaboradores (2010, p. 25), indica que las PG son mucoprotectores muy utilizados,
las cuales actlan por un mecanismo citoprotector, pueden favorecer la cicatrizacién, protegen la
mucosa aumentando sus defensas y generalmente se usan en la profilaxis de la Ulcera por estrés.
Sin embargo, en la actualidad no se practican mucho debido a que se consideran menos eficaces

que los antagonistas H2 y a los IBP.

Las prostaglandinas tienen tres principales clases seriales, las cuales son A, E y F, por lo
que es de considerar que la funcion de una PG puede variar segun los distintos tejidos (Diaz, L.,
2015, p.102). Las PGE> actuan por medio de los receptores acoplados a las proteinas G. Estos
receptores son conocidos como prostanoides E (EP) 1, EP2, EP3 y EP4, los cuales se encargan de
activar o inhibir los segundos mensajeros en el interior de la célula (Diaz, MD. et al., 2012, p. 47).
Asi mismo, menciona Diaz, L (2015) que las PGE: actuan en la defensa y proteccion de la mucosa

gastrica y en la inhibicidn de la secrecion acida (p. 102).

Cada vez existe una mayor tendencia mundial en el uso de productos naturales, por lo que

se espera que para el afio 2020, el 75% de la poblacion lo podria usar como un recurso terapéutico
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para satisfacer sus necesidades de salud y para la creacién de mas farmacos. Por este motivo, es
necesario aprovecharlos bien en la formulacion de farmacos, que como conveniencia otorgaria
poder econdémico en el comercio y aportes a las ciencias farmacologicas. Si bien es cierto, para
disminuir los riesgos, se deben realizar pruebas que garanticen su eficacia, seguridad, terapia
adecuada y calidad mediante los modernos avances. Ademas, el uso de gastroprotectores es
bastante complicado por sus interacciones, efectos adversos y por sus costos. Para ello, se sugiere
recurrir a terapias alternativas naturales, como es el caso del Plantago mayor (Pinto y Bustamante,
2008, p.36-37).

Plantago mayor, familia Plantaginaceae, es una planta reconocida por sus multiples
propiedades medicinales a nivel popular, entre ellas las capacidades anticancerigenas,
antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales, analgésicas, antioxidantes, antiulcerogénicas,
hepatoprotectoras e inmunomoduladoras (Lukova et al., 2017, p. 210). Segln lo anterior, y
haciendo referencia a Berit (2000): “Los estudios etnofarmacoldgicos mas recientes muestran que
esta planta se puede usar en enfermedades de piel, enfermedades infecciosas, problemas
relacionados con drganos digestivos, 6rganos respiratorios, reproduccion, circulacion, contra los

tumores, para aliviar el dolor y para reducir la fiebre.” (p. 2)

A nivel del tracto gastrointestinal, Plantago mayor ha mostrado efectividad en hemorragias
gastrointestinales altas y bajas, hematemesis, disenteria, hemorroides, dolor de estémago, diarrea,
Ulceras gastrointestinales, dispepsia, estrefiimiento y colitis. Las semillas del llantén tienen un
efecto gastroprotector mas significativo que las hojas, pero solo el extracto de las hojas puede
disminuir las Ulceras gastricas (Najafian et al., 2018, p.6392-6393). Un estudio analizado por Sabag
y sus colaboradores (2010), mostraron que los responsables de la actividad gastroprotectora del
Ilantén eran los taninos y flavonoides, logrando también evidenciar que el omeprazol (inhibidor de

bomba de protones) y el extracto etandlico del llantén presentaban actividades muy similares.

Baicalein es un flavonoide bioactivo producido por muchos alimentos y plantas
medicinales, entre ellas esta Plantago mayor. Cabe resaltar que baicalein podria tener muchos usos
como suplemento para la salud debido a sus propiedades farmacoldgicas, entre ellas se podrian
mencionar que es un agente antiinflamatorio, antisecretor, antiulcerogénico, gastroprotector,
citoprotector, antioxidante y anticancerigeno. Este flavonoide tiene la capacidad para reducir el

volumen de secrecion gastrica y la secrecion total de acido, ademas de aumentar el valor del pH y
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aumentar la produccién de moco (Ribero et al., 2016, pp. 34 y 39). Por lo tanto, baicalein pueden
proporcionar un buen enfoque terapéutico para los trastornos asociados al nivel digestivo.

El desarrollo y descubrimiento de farmacos es un proceso complejo y costoso, el cual inicia
con la identificacion de las necesidades y luego de los compuestos que se unen a un blanco
terapéutico o que muestran actividad bioldgica en un ensayo de tamizaje. Aunque el desarrollo de
medicamentos se ha hecho siempre por métodos experimentales, se espera que el proceso se acelere
mediante el uso de computadoras (método in silico), que permiten explorar, descubrir, analizar,
generar hipotesis y disefiar nuevas estructuras quimicas. Sin embargo, quedan muchos retos por
delante, los cuales involucran la innovacion y mejoramiento de estos métodos a nivel in silico
(Saldivar et al., 2017, p. 52).

El cribado virtual es una herramienta in silico de moléculas sintéticamente accesibles e
ideales para el estudio virtual, son depositadas en bases de datos o una biblioteca virtual, para
seleccionar el mejor candidato a partir de ellas y eliminar las que poseen caracteristicas indeseables,
que luego serén optimizadas con el fin de perfeccionar el efecto terapéutico. Se estima que los
métodos experimentales tienen éxitos inferiores a 1 por cada 10 000 compuestos, mientras que el
cribado virtual es de 100 a 1000 veces mayor. No obstante, para llevarlo a cabo es necesario contar
con informacién ya existente sobre farmacos y receptores biomoleculares (Cuanalo et al., 2011, p.
54-55).

Por todo lo anterior, este trabajo de investigacion propone realizar una biblioteca virtual de
100 o mas derivados del metabolito baicalein, para luego analizar los parametros fisicoquimicos
de cada molécula obtenida. Una vez seleccionada la molécula candidata mas estable sera
optimizada, comparando su acople conformacional y direccional al receptor de prostaglandina
EP3A acoplado a proteina G inhibidora, con el fin de seleccionar el mejor candidato y crear una
nueva alternativa terapéutica que pueda sustituir la administracion de los IBP a la hora de tomar un
AINEs.

Antecedentes

En este trabajo de investigacién se estudia la relacion entre el receptor EP3A de

prostaglandina acoplado a la proteina G inhibidora con el metabolito baicalein y algunos derivados
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de este, con el fin de obtener un posible disefio molecular que permita un acople configuracional
de manera adecuada entre el receptor y el metabolito. Primeramente, se hace una recopilacién de
informacidn cientifica en diferentes bases de datos y se utilizaran varios programas informaticos

de acceso libre disponibles para realizar este trabajo a nivel in silico.

Un estudio realizado por Tamez y sus colaboradores en el afio 2001, en Estados Unidos,
analizé la activacion de macréfagos y linfocitos in vitro por extractos metanolicos de hojas del
Ilantén (Plantago mayor). Segun los resultados obtenidos, ellos sugieren que las actividades
gastroprotectora y antiulcerosa de los extractos etanolicos del Ilantén pueden estar relacionados
con el efecto antisecretor de &cidos y con la estimulacion de la secrecion de mucosa gastrica,

revelando un efecto y mecanismo citoprotector.

Pinto y Bustamante (2008), mencionan que el Ilantén (Plantago mayor) es una planta nativa
de Eurasia, conocida como una maleza universal. En Bolivia, ellos realizaron un estudio en donde
reportaron que, tanto los extractos acuosos como los extractos etandlicos del llantén, poseen una
actividad gastroprotectora y antiulcerosa con una dosis de 500 mg/kg en ratas, lo cual resultd ser
muy similar al omeprazol, el medicamento patron. Ademas, indican que sus posibles metabolitos

responsables de tales actividades son los taninos y flavonoides.

Mas adelante, Sabag y colaboradores (2010) en Bolivia, confirmaron que los responsables
de la actividad gastroprotectora provenia de los taninos y flavonoides, por medio de la marcha
fitoquimica preliminar y del “screening™ fitoquimico por fraccionamiento, a partir del extracto
etanolico del llantén. Lograron formular un fitomedicamento gastroprotector bajo la forma
farmacéutica de un gel y valoraron su actividad cicatrizante frente al medicamento patron

omeprazol, el cual no presentd una diferencia significativa.

Los datos obtenidos del estudio de Kobeasy y sus colaboradores en Egipto (2013), revelaron
gue Plantago mayor contenia cinco clases de compuestos bioldégicamente activos con agentes
antiulcerosos, a partir de modelos ulcerosos en ratas, y entre ellos estaban los flavonoides
(baicalein, baicallin, luteolina), compuestos fendlicos (acido cafeico, &cido clorogénico, acido
ferulico, acido p-cumarico), compuesto benzoico (acido vanilico), glucésido iridoide (aucubina) y

triterpenos (&cido oleandlico, acido ursolico).

En unos de los estudios mas recientes realizado por Ribeiro y sus colaboradores en Brasil

(2016), evidenciaron, mediante modelos de Ulceras gastricas inducidas por diferentes agentes en
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ratas, que el flavonoide baicalein extraido de la raiz de Scutellaria baicalensis (Lamiaceae) podia
ser utilizado como agente gastroprotector, citoprotector y antiulceroso debido a la capacidad para
reducir el volumen de secrecion gastrica y la secrecion total de acido, ademas de aumentar el valor
del pH y aumentar la produccién de moco. Tal flavonoide mencionado esta presente también en
Plantago mayor. Los resultados evidencian que baicalein podria ser usado como un agente
citoprotector y antiulceroso en las ulceras géstricas.

El estudio de Li y sus colaboradores en China (2014), ha indicado que baicalein se absorbe
bien en el estdmago y en el intestino delgado, pero con una absorcion limitada del colon, mientras
que baicalina es absorbida moderadamente bien en el estdmago, pero mal absorbido desde el
intestino delgado y el colon. En cuanto a baicalein, este fue la especie preferida para la absorcion
oral debido a que presentaba una rapida absorcion y una restauracion de baicalina en la circulacion
sistémica por la hidrolisis de baicalein. Ademas, se espera que los niveles circulantes de baicalina
vuelvan a entrar en el tracto gastrointestinal a través de la excrecién biliar. Li-Weber (2009), indica
que la diferencia entre baicalein y baicalina, radica que en el primero presenta un grupo hidroxilo
en la posicion C7 de la molécula, mientras que en la segunda presenta una molécula de acido

glucurdnico en la posicion C7.

Por otro lado, segln varios estudios realizados en Espafia (Gené et al., 2009; Loza, 2011),
se ha encontrado que los AINES estan en un puesto de ventas de medicamentos muy destacado con
méas de 40 millones de envases vendidos, y mediante la actualizacion de las complicaciones
gastrointestinales producidos por los AINEs, el estudio indicd que las complicaciones digestivas,
generadas por los AINEs, son la causa de 50.000 hospitalizaciones anuales, de 1.000 a 2.500

muertes por afio en Esparia y de 16.500 muertes por afio en Estados Unidos.

En otro estudio, Sanchez et al., (2013) reportaron las indicaciones inadecuadas en el
consumo cronico de inhibidores de bomba de protones en un hospital de Sinaloa, México, se
determind que la frecuencia de indicacion de tratamiento crénico con IBP era adecuada en el 64,7
% de los pacientes hospitalizados, e inadecuada en el 35,3 %. Al mismo tiempo encontraron que la
indicacion inadecuada mas frecuente fue la prescripcion sin diagndstico (22,2 %), polifarmacia sin
AINE (16,6 %) y gastritis cronica (16,6 %).

En el 2017, Laquez y colaboradores en Bogota, Colombia, relacionaron el déficit de

vitamina B12 con el consumo de inhibidores de la bomba de protones (IBP) como uno de los
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efectos secundarios alarmantes. La determinacion de los niveles séricos de vitamina B12 en
pacientes, y notaron que el consumo de IBP mayor a 3 afios se relaciona con una disminucion en
los niveles séricos de vitamina B12 y que la edad, el sexo, el tipo de IBP y la dosis utilizada no son

factores independientes relacionados con esta disminucion.

A nivel nacional, en un estudio realizado por Garcia y colaboradores (2003), sobre la
toxicidad subcronica y prueba de irritabilidad ocular del extracto acuoso de las hojas de Plantago
mayor, informan que la administracion del extracto acuoso de las hojas del Ilantén sobre el ojo de
los conejos, no presenta irritabilidad ocular en ninguna de las 5 administraciones de 200 ul (100
mg/ml) que realizaron, obtenido por decoccién, y sugiere que este preparado es relativamente

seguro para su aplicacién como colirio.

Por otro lado, Blanco y colaboradores (2007), analizaron los compuestos medicinales del
Ilantén recolectados en las zonas de Heredia y San José, el cual es considerado como un arvense.
Mencionan que la planta presenta actividades astringentes, antiacida, antiinflamatorio, emoliente,
antibacteriano y que la actividad cicatrizante y hemostatica se debe a los taninos (alantoina), el cual
estimula la regeneracion de células epidérmicas. Actualmente, existe comercializacion de llantén
como remedio casero, en donde venden las hojas o toda la planta seca y en pequefias cantidades,

para emplearla como infusién o unguento.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

En este apartado se mencionan las caracteristicas tedricas de las secreciones gastricas,
donde es fundamental su comprensidn sobre la sintesis de prostaglandinas y su relacion con las
patologias gastrointestinales ocasionadas por la administracion de los antiinflamatorios no
esteroides (AINES). También abarca temas de tratamiento profilactico comunes, como lo son los
inhibidores de bomba de protones (IBP) y sobre estudios mas recientes advierten sobre efectos
adversos alarmantes. Ademas, se comentan las generalidades de la planta llantén (Plantago mayor),
su metabolito activo principal baicalein y su importancia como fuente de investigacion cientifica,
asi como el potencial del receptor EP3A de prostaglandina acoplado a la proteina G inhibidora en
el impacto de un mecanismo de accion alternativo para alcanzar un efecto gastroprotector,
antiulceroso y citoprotector. Por otro lado, se explica la relevancia del desarrollo de técnicas in

silico en el descubrimiento de nuevas moléculas y como deben ser analizadas.

Generalidades de la secrecion géastrica y mecanismo de defensas contra ellas

La secrecion gastrica es fundamental en la digestion, en la absorcion de nutrientes
especificos y en los mecanismos de defensa del cuerpo. El control de la secrecién de productos
caracteristicos de los tipos de células que revisten el estbmago, representa un papel sumamente
importante para el control de la funcién gastrointestinal como un todo, y se sabe que la accion de
prostaglandinas funciona como unos de los mecanismos de proteccion de la mucosa gastrica, por
lo tanto, es importante entender la funcién bioquimica y fisioldgica de la secrecion de &cido gastrico

para poder contraatacar el exceso de acido que causa tanto malestar en este nivel sistematico.

Fisiologia de la secrecion géastrica

La secrecion del acido gastrico es una funcion compleja y continua en la que contribuyen
multiples factores centrales y periféricos para un mismo resultado final; la secrecion de iones de

hidronio -H™ por las células parietales, para la formacion, junto con iones de cloruro ClI-, de acido
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clorhidrico (HCI). La acetilcolina, la histamina y la gastrina regulan la secrecion del &cido géstrico
al unirse con sus receptores especificos Ms, H2 y CCK: respectivamente, las cuales se encuentran
en la membrana basolateral de las células parietales en el cuerpo y el fondo del estomago (Figura
1), (Brunton et al., 2012, parr. 2 y 4).

El receptor H2 puede activar la via de Gs-adenililciclasa-AMP ciclico-PKA. La acetilcolina
y la gastrina sefializan a través de los receptores GPCR que acoplan la via Gq-PLC-IPs-Ca?* en las
células parietales. Asimismo, el AMP ciclico y la via dependiente del Ca®* activan la H*-K*-
ATPasa (la bomba de protones), que intercambia iones de hidrogeno y potasio a través de la
membrana de la célula parietal generando un pH intracelular de 7.3 y un pH intracanalicular de 0.8
aproximadamente (Brunton et al., 2012, parr. 4).

Defensas géastricas contra el &cido gastrico

La concentracion extremadamente alta de H en la luz gastrica, exige mecanismos de
defensa para que protejan al eséfago y al estdbmago. El estbmago se protege a si mismo contra la
lesion de acido por diversos mecanismos que exigen un flujo sanguineo adecuado en la mucosa,
secrecion de una capa de moco que ayuda a proteger las células epiteliales al atrapar el bicarbonato
secretado en la superficie celular (Figura 1), (Brunton et al., 2012, parr. 7). Existen tres niveles
compuestos por elementos preepiteliales, epiteliales y subepiteliales que explican los mecanismos
de defensa gastrica (Diaz, L., 2015, p. 100).

El nivel preepitelial esta compuesto por una capa de moco y de bicarbonato que actian
como barrera y responden a los estimulos de prostaglandina E> ( PGE2), mientras que en el nivel
epitelial, sus células brindan proteccion mediante diversos factores y entre ellos se encuentran
transportadores iénicos que mantienen el pH intracelular, la produccién de moco, bicarbonato,
péptidos trefoil y proteinas de choque térmico que impiden la desnaturalizacion de proteinas por
aumento de temperatura, agentes citotoxicos o estrés oxidativo. Por ultimo, los elementos
subepiteliales estimulan mecanismo de proteccion monogastrica manteniendo el flujo sanguineo
que traen consigo nutrientes y productos de desechos y promueve la sintesis de prostaglandinas
(Diaz, 2015, pp. 101-102).
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Figura 1. Regulacion Fisioldgica y Farmacologica de la Secrecion Géstrica
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Funcion de prostaglandinas a nivel gastrico

El &cido araquidonico es un acido graso omega-6 constituido por 20 carbonos y es uno de
los precursores eicosanoides més abundantes. Este se libera de la membrana de fosfolipidos por
accion de una o mas fosfolipasas Az (activados por estimulos quimicos y fisicos). Una vez liberado,
el &cido araquiddnico sufre oxigenacion por tres diferentes vias: Via ciclooxigenasa (COX), el cual
genera los productos tres prostanoides que son prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos; via
lipooxigenasa (LOX), generando acido hidroxieicosatetraenoico, leucotrienos y lipoxinas; y
finalmente la via del citocromo P450 con acidos epoxieicosatrienoicos. (Figura 2) (Smyth y
FitzGerald, 2016, parr. 2 a 16).
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Figura 2. Biosintesis de Eicosanoides
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Las prostaglandinas (PG) estdn implicadas en la regulacion del diametro de los vasos
sanguineos, la ovulacion, la contraccion uterina durante el trabajo de parto, reacciones de
inflamacidn y coagulacion de la sangre (Fox, 2016, parr. 101). Las PG tienen tres principales clases
seriales, las cuales son A, E 'y F, por lo que es de considerar que la funcién de una prostaglandina
puede variar segun los distintos tejidos en que estan presentes. (Figura 3) (Diaz, L., 2015, p.102).
Las prostaglandinas E y F estimulan la contraccion del masculo longitudinal del estbmago y del
colon y también pueden estimular el desplazamiento de agua y electrolitos hacia la luz intestinal.
El masculo circular por lo general se relaja en respuesta a la administracion de PGE> y se contrae

en respuesta a PGF,, (Dandan y Brunton, 2015, parr. 37).

En el estbmago, las PGE2 y PGI> contribuyen con el incremento de la secrecion del moco
(citoproteccién) y también pueden inhibir la secrecion acida estimulada por histamina y la

liberacion de histamina estimulada por gastrina (Rodriguez y Alfaro, 2010, p. 61). De hecho, uno
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de los mucoprotectores mas utilizados incluye las PG, las cuales actian por un mecanismo
citoprotector, pueden favorecer la cicatrizacion, protegen la mucosa aumentando sus defensas
(moco, bicarbonato y fosfolipidos de la membrana) y generalmente se usan en la profilaxis de la
Ulcera por estrés (Ferrer et al., 2010, p. 25). Por consiguiente, los farmacos que inhiben la
formacion de prostaglandinas disminuyen las defensas y aumentan la aparicion de la enfermedad
acido-péptica (Brunton et al., 2012, parr. 7).

Figura 3. Diferentes Estructuras de Prostaglandinas
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Los prostanoides ejercen su funcion bioldgica al unirse con sus receptores y las acciones de
las PGE>, asi como otros prostanoides, estdn mediadas a través de la union a receptores especificos
de alta afinidad que pertenecen a la gran familia de receptores asociados a la proteina G (GPCR).

Sin embargo, las PGE> se unen con afinidad similar a cuatro tipos de receptores GPCR llamados
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prostanoides E que son EP1, EP2, EP3 y EP4, modulando actividades de las enzimas adenilato
ciclasa y fosfolipasas (Diaz, MD. et al., 2012, p. 47). Estos receptores de prostanoides parecen
derivar de un receptor EP ancestral y comparten una gran homologia. La comparacion filogenética
de esta familia de receptores lleva a su division en tres subgrupos (Dandan y Brunton, 2015, parr.
22):

« Receptores relajantes EP2, EP4, IP y DP1 activan la adenilil-ciclasa por medio de
Gs. Esta accion causa un incremento en la produccion de cAMP celular, lo que a su vez

activan proteinas cinasas especificas (Dandan y Brunton, 2015, parr. 23).

« Receptores contractiles EP1, FP y TP activan el metabolismo del fosfatidilinositol,
el cual incrementa las concentraciones citosdlicas de Ca?* (Dandan y Brunton, 2015, parr.
23). TP se acopla a maltiples proteinas G para estimular las vias de transmision de sefiales
de proteina G pequefia, y pueden activar o inhibir la adenilil-ciclasa por medio de Gs (TPa)
0 Gi (TPB), respectivamente (Smyth y FitzGerald, 2016, parr. 22).

e Las isoformas del receptor EP3 pueden acoplarse con la elevacion de las
concentraciones citosélicas de Ca?* y con la estimulacion o la inhibicion del cAMP (Dandan
y Brunton, 2015, parr. 23).

Se han identificado multiples isoformas del receptor EP3 y todos estos receptores
prostanoides identificados estan altamente conservados en todas las especies, la homologia de
secuencia entre los receptores humanos y de raton esta en el rango de 80 a 90%. En el raton, se han
identificado tres isoformas del receptor EP3, las cuales difieren en la secuencia primaria del
dominio citoplasmico, por lo tanto, difieren en su eficacia de acoplamiento con varias proteinas G.
Se ha demostrado que los receptores EP3 se acoplan a las proteinas Gi, Gs y Gq, por lo que es muy
probable que las consecuencias fisioldgicas de la activacion del receptor EP3 puedan variar

sustancialmente dependiendo del tipo de célula examinada (Fabre et al., 2001, p. 603-604).

Las isoformas EP3A, EP3B y EP3C, y EP3D, EP3A, y EP3F comparten la misma respuesta
a PGE, es decir, la inhibicion de adenilil-ciclasa. Sin embargo, se pueden esperar diferencias en la
desensibilizacion inducida por el ligando o la internalizacion de los receptores. Los estudios con el
receptor B-adrenérgico revelaron que existen mecanismos distintos que contribuyen a la regulacion

de la transduccidn de sefiales como la desensibilizacion, es decir, la rapida pérdida de respuesta al



22

antagonista y la regulacion negativa que conduce a una lenta reduccién de sitios de union (Schmid
etal., 1995, p. 29). Los receptores EP3 tienen cuatro variantes; los receptores EP3A estan asociados
con la activacion de la proteina Gi para disminuir la actividad de adenilil-ciclasa, mientras que los
receptores EP3B y EP3C se acoplan con la proteina Gs para aumentar la actividad de adenilil-
ciclasa (Aihara et al., 2007, p. 2446; Takeuchi, 2010, p. 131).

Generalidades de los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son compuestos con estructuras diversas,
pero con efectos terapéuticos comunes, actian como antipiréticos, suprimen signos y sintomas de
inflamacion y dolor (Katzung y Trevor, 2015, parr. 9). También actdan sobre la agregacion
plaquetaria y sobre los mecanismos de defensa renales y de la mucosa géstrica, los cuales ocasionan
muchas complicaciones y efectos adversos (Gené et al., 2008, p. 295). Con excepcién del &cido
acetilsalicilico, los AINEs inhiben reversiblemente las enzimas ciclooxigenasas (COX),
encargadas de la produccion de prostaglandinas a partir del acido araquidénico (Figura 4)
(Tintinalli et al., 2013, parr. 3).

Mecanismo de accion de los antiinflamatorios no esteroideos

La eficacia de los AINEs para ejercer accion antipirética, analgésica, antiinflamatoria y
antiplaquetaria se debe a dos mecanismos: A través de la supresion de la sintesis de prostaglandinas
proinflamatorias por inhibicién de las enzimas ciclooxigenasas 1 y 2 (COX1 y COX2); y por
disminucion en la migracion de neutrofilos al lugar de la inflamacion (Vladislavovna et al., 2006,

parr. 11).

La ciclooxigenasa 1 (COX1) actla en varios tejidos y estimula la sintesis de prostaglandinas
para proteger la mucosa gastrica y regular la funcién renal y la actividad plaquetaria, por lo que la
inhibicidn de la COX1 seria la responsable de los efectos adversos de los AINEs clasicos sobre la

mucosa gastrointestinal. Por otro lado, la ciclooxigenasa 2 (COX2) actla en menos tejidos
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normalmente y es inducida en respuesta a estimulos inflamatorios en macré6fagos, monocitos y
células endoteliales, donde se generan prostaglandinas que median en el dolor y en la inflamacion
(Figura 4), (Gené et al., 2008, p. 295).

Figura 4. Mecanismo de Accion de los Antiinflamatorios No Esteroides sobre la Via
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Fuente: Gené et al, 2008, p. 296

Farmacocinética de antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los AINEs se absorben rapidamente en el tubo digestivo y casi todos alcanzan en unas 2
horas sus concentraciones maximas en suero. Cuando se ingieren cantidades grandes, algunos
farmacos, como el ibuprofeno y el naproxeno, tienen una absorcion mas lenta y se necesita el
transcurso de 3 a 4 horas para alcanzar las concentraciones plasmaticas maximas. Conforme se
absorben cantidades mayores en la ingestion de grandes sobredosis, fracciones mayores del
farmaco libre quedan disponibles para ejercer efectos toxicos por un mecanismo no lineal, porque
es limitada la union con las proteinas plasmaticas, sin embargo, se unen muy bien a ellas (Tintinalli
etal., 2013, parr. 7y 8).
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La distribucion de los AINEs en tejidos lesionados, sangre y otras areas del cuerpo asegura
la actividad en el sitio de la inflamacidn, asi como reducir el riesgo de efectos secundarios no
relacionados con la actividad terapéutica sobre las enzimas COX a través del organismo. Los
AINEs se clasifican como acido o no acido con base en su estructura quimica, y la acidez del
farmaco puede tener efecto en su distribucion. Los AINEs con grupos funcionales acidos
(diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno) y con un alto grado de unién a proteinas, se ha demostrado
que se acumulan selectivamente y persisten en sitios de inflamacion, mientras que los AINES no
acidos (acetaminofeno, celecoxib, rofecoxib) tienden a distribuirse homogéneamente en todo el

cuerpo (Perea et al., 2016, p.78).

El metabolismo de los antiinflamatorios no esteroideos ocurre, en la mayoria, a través de
las enzimas citocromo P450 CYP3A o CYP2C en el higado. Cabe resaltar que la generacion de
metabolitos activos puede prolongar el efecto terapéutico méas alla de la accion del compuesto
original (Tintinalli et al., 2013, parr. 7). Por Gltimo, la excrecion renal es la via mas importante de
eliminacion final, casi todos presentan grados variables de excrecion y resorcion biliares o

circulacion enterohepética (Katzung y Trevor, 2015, parr. 4).

Seleccién de antiinflamatorios no esteroides (AINES) segun necesidad

Antes de prescribir un AINE es necesario plantearse las siguientes tres preguntas: 1) ;Qué
tipo de AINE? Si se asume que ellos presentan una eficacia similar, se elige el de menos efectos
adversos. 2) ¢A qué dosis? Se debe utilizar la dosis minima eficaz y en el menor tiempo posible.
3) ¢Hay que indicar gastroproteccion? Pues, existe un grupo de AINESs que tienen un riesgo menor
de presentar complicaciones digestivas (el aceclofenaco, el diclofenaco y el ibuprofeno), y otro
grupo de farmacos con un perfil de mayor gastrolesividad (el ketorolaco, la piroxicam, el

meloxicam y la indometacina) (Gené et al., 2008, pp. 296 y 297).

En procesos agudos se usa el AINE durante el menor tiempo posible y a la dosis minima
eficaz, antes de considerar fallo terapéutico, hay que prescribir dicho medicamento a dosis plenas,
si no hay contraindicacion o intolerancia. Asimismo, en los procesos cronicos, se debe utilizar
también la dosis minima necesaria para mantener respuesta clinica favorable, evaluando siempre
los factores de riesgo de acontecimientos adversos y monitorizando su posible aparicién, de manera

periddica siempre (Loza, 2011, p. 89).
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Factores de riesgo de gastroscopia inducidas por AINEs

El consumo de AINEs incrementa el riesgo de complicaciones digestivas a cualquier dosis
o0 duracion del tratamiento. Sin embargo, el riesgo de complicaciones aumenta con el incremento
de las dosis de AINEs y con la duracion del tratamiento. Este riesgo, aumenta también con la edad,
y alcanza valores suficientes para justificar la instauracion de un tratamiento gastroprotector a partir
de los 60 afios. La asociacion de més de un AINE no aumenta la eficacia analgésica, pero si el
riesgo de complicaciones y las personas con antecedentes de Ulcera presentan factores de riesgo
relevantes (Gené et al., 2008, p. 297).

Reacciones adversas de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

El consumo de antiinflamatorios no esteroides (AINES) genera altos riesgos de
complicaciones digestivas conforme aumenta con las dosis y con la duracion del tratamiento, puede
también aumentar con personas con antecedentes de una gastropatia, con la edad y alcanza valores
suficientes para justificar la instauracion de un tratamiento gastroprotector a partir de los 60 afos.
Cabe resaltar, que la combinacion de dos AINEs no aumenta la eficacia ni el efecto terapéutico,
sino que empeora mas los efectos adversos (Gené et al, 2008, p. 297). Katzung y Trevor (2015,
parr. 13) indican que los efectos adversos de los antiinflamatorios no esteroideos son en general

muy similares entre ellos:

e Sistema nervioso central: cefalea, mareo y, rara vez, meningitis aséptica.

e Cardiovascular: retencion de liquidos, hipertension, edema y rara vez infarto miocéardico e
insuficiencia cardiaca congestiva.

e Gastrointestinales: dolor abdominal, displasia, ndusea, vomito, Glceras y hemorragias.

e Hematoldgicas: trombocitopenia ocasional, neutropenia o incluso anemia apléasica.

e Hepaticas: resultados de pruebas de funcion hepéatica anormales e insuficiencia hepatica.

e Pulmonares: asma.

e Dérmicas: exantemas de todos los tipos, prurito.

¢ Renales: insuficiencia renal, hiperpotasemia y proteinuria.
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Gastropatias ocasionadas por la administracion de antiinflamatorios no esteroides

La administracién de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) puede resultar muy
hepatotdxica, nefrotoxica e irritante gastricos; y puede ocasionar principalmente Ulceras y
hemorragias gastrointestinales (Katzung y Trevor, 2015, parr. 20), como se habia mencionado
anteriormente. Es por eso que en este apartado se explicaran al detalle de como es que los
antiinflamatorios no esteroides ocasionan tales complicaciones para poder encontrar una solucion

aellas y evitarlas.

Gastritis inducidas por AINEs.

Las personas con sintomas o signos de alarma, como dolor intenso, pérdida de peso, vémito,
hemorragia de tubo digestivo o anemia, deben someterse a endoscopia diagnoéstica de la porcion
superior del tubo digestivo. En estudios clinicos se han diagnosticado con endoscopia que el 25%
al 50% de los pacientes que administran AINESs tiene gastritis, 10 a 20% tienen Ulceras y cerca de
5% surgen sintomas de dispepsia graves. Los AINEs més selectivos para la enzima ciclooxigenasa
2 como celecoxib, etodolac y meloxicam, disminuyen en cerca de 75% la incidencia de Ulceras
visibles en la endoscopia y hasta en 50% las complicaciones importantes de la Ulcera, en
comparacion con los AINEs no selectivos. Ademas, es probable que los sintomas mejoren con la
interrupcion del farmaco, disminucion a la dosis eficaz més baja o la administracion con las

comidas (Papadakis et al., 2017, parr. 12).

Ulceras inducidas por AINEs.

En personas que usan AINEs por tiempo prolongado, hay una prevalencia de 10 a 20% de
Ulceras gastricas, 2 a 5% de ulceras duodenales que genera dispepsia de importancia clinica o
alguna complicacion grave. El riesgo de complicaciones por la administracién de AINES es mayor
en los primeros tres meses del tratamiento y en pacientes mayores de 60 afios de edad, asi como en
las personas con antecedente de enfermedad ulcerosa o que toman AINES en combinacion con
acido acetilsalicilico, corticoesteroides o anticoagulantes. Incluso el empleo de dosis bajas de &cido
acetilsalicilico (81 a 325 mg/dia) puede duplicar el riesgo de complicaciones hemorragicas del tubo
digestivo (Papadakis et al., 2017, parr. 40).
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Tratamientos que mejoran las defensas de la mucosa

En pacientes con problemas gastricos inducidos por AINEs, es necesario interrumpir su
tratamiento, siempre que sea posible. En algunos individuos con enfermedades inflamatorias
graves, quiza no sea factible interrumpirlos. Estos pacientes deben ser tratados con inhibidores de
la bomba de protones en forma concomitante, una vez al dia, lo que conduce a tasas de curacion de
Ulcera cercanas al 80% a las ocho semanas en personas que no interrumpen su consumo de

antiinflamatorios no esteroideos (Papadakis et al., 2017, parr. 61).

El tratamiento con inhibidores de la bomba de protones administrados por via oral cada 24
horas (rabeprazol, 20 mg; omeprazol, 20 a 40 mg; lansoprazol, 30 mg; dexlansoprazol, 30 a 60 mg;
pantoprazol o esomeprazol, 40 mg) es eficaz en la prevencion de Ulceras gastricas y duodenales
inducidas por AINEs y la FDA (Food and Drug Administration, EEUU) aprobd esta indicacion.
Ademas, los inhibidores de la bomba de protones son muy eficaces para prevenir las
complicaciones relacionadas con la administracion de &cido acetilsalicilico en dosis bajas, incluso

en pacientes con riesgo alto (Papadakis et al., 2017, parr. 68).

Los inhibidores de la bomba de protones son superiores a los antagonistas de los receptores
H> para la curacion de Glceras relacionadas con AINEs, incluso cuando se continda el uso de estos
farmacos. Por tanto, se recomienda un ciclo empirico durante dos a cuatro semanas de un inhibidor
de la bomba de protones en pacientes con dispepsia relacionada con AINEs y cuando los sintomas
no mejoran, debe llevarse a cabo una endoscopia diagndstica del tubo digestivo alto (Gené et al.,
2008, p. 298). Los antiacidos se utilizan con frecuencia, segin sean necesarios, como complemento

de los farmacos antisecretorios en los primeros dias de tratamiento (Papadakis, 2017, parr. 42).

El misoprostol es un analogo prostaglandinico que estimula la secrecién de moco y
bicarbonato a nivel gastroduodenal, reduce 50 a 75% la incidencia de Ulceras gastricas y
duodenales inducidas por AINEs y 40% la de complicaciones ulcerosas cuando se administra en
dosis de 100 a 200 pg cuatro veces al dia. Sin embargo, el misoprostol se usa con menos frecuencia
como profilactico contra las complicaciones inducidas por AINEs que cualquiera de los
tratamientos concomitantes con un inhibidor de la bomba de protones o un agente selectivo que
actla en COX-2, debido a su alto perfil de efectos secundarios; y la necesidad de administrar el

farmaco cuatro veces al dia (Papadakis et al., 2017, parr. 42).
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Los antagonistas del receptor H2 son inhibidores competitivos en las células parietales del
estdbmago, bloqueando la accion de la histamina y reduciendo la secrecion éacida, con lo cual se
reduce el volumen total de secrecién y las concentraciones de hidrogeniones H*, acelerando la
cicatrizacion de las ulceras. Este grupo de medicamentos se considera seguro y bien tolerado, si
bien produce efectos adversos como dolor de cabeza, cansancio, mareos, ginecomastia, aumentos
de transaminasas y efectos gastrointestinales como la diarrea, la constipacién y las nduseas
(Fernandez, 2014, p. 15).

Generalidades de los Inhibidores de bomba de protones (I1BP)

Los inhibidores de bomba de protones (IBP) son uno de los medicamentos mas prescritos
y comercializados en el mundo. Estos farmacos tienen como proposito inhibir irreversiblemente la
enzima H*/K"ATPasa de las células parietales de la mucosa gastrica para disminuir la secrecién
acida. Aunque su semivida en plasma es de 1 a 2 horas, su efecto es mas prolongado por la
necesidad de sintetizar nuevas bombas de protones para reanudar la secrecion acida (De la Coba et
al., 2016, p. 207). Son considerados como los més potentes inhibidores de la produccidon de acido
y son mas efectivos cuando la célula parietal es estimulada para producir acido postprandial y las
diferencias en su eficacia clinica entre ellos son pequefias (Sanchez et al., 2013, p. 132). En dosis

normales pueden disminuir la produccion de acido entre un 80 y 95 % (Luquez et al., 2017, p. 198).

Los IBP son indicados principalmente contra la enfermedad por reflujo gastroesoféagico
(ERGE), esofago de Barrett, en la enfermedad ulcerosa péptica, dispepsia no ulcerosa, sindrome
de Zollinger Ellison, estenosis esofagica péptica por esclerodermia, para la erradicaciéon del
Helicobacter pylori y como tratamiento profilactico en el consumo de un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) (Sanchez et al., 2013, p.132). Actualmente, se encuentran estos cinco tipos de
IBP: omeprazol 10 y 20mg de via oral y 40 mg de via oral e intravenosa; lansoprazol 15 y 30mg
de via oral; pantoprazol 20 y 40mg de via oral y 40 mg de via intravenosa; rabeprazol 10 y 20 mg
de via oral; y esomeprazol 10, 20 y 40 mg de via oral y 40 mg de via intravenosa (De la Coba et
al., 2016, p. 208).
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Efectos adversos y complicaciones de los inhibidores de bomba de protones (IBP)

Los efectos secundarios que mas se han reportado de los IBP son: cefalea, hipergastrinemia,
estrefiimiento, diarrea, erupciones cutaneas, aparicion de gastritis predominantemente en el cuerpo
gastrico en pacientes con Helicobacter pylori positivos (Sanchez et al., 2013, p. 132). Sin embargo,
numerosos estudios publicados en los dltimos afios han relacionado el uso de los IBP con
alarmantes efectos adversos, generando inquietudes entre los prescriptores y los pacientes. Desde
la Sociedad Espafiola de Patologia Digestiva (SEPD) se han detectado grandes demandas para
elaborar mas estudios y revisiones sobre el uso y efectos secundarios de los IBP (De la Coba et al.,
2016, p. 208).

Entre los efectos adversos del consumo crénico de los IBP, los méas discutibles y alarmantes
son: el sindrome de rebote de hipersecrecion acida, fracturas por fragilidad dsea, nefritis intersticial,
neumonia, deficiencia de vitamina B12, alteraciones neuroldgicas, poliposis gastrica,
hipocalcemia, hipomagnesemia, poliposis fandica géstrica, enteritis infecciosa, interacciones
medicamentosas, sobrecrecimiento bacteriano intestinal de Clostridium difficile, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. y Shigella spp. Aunque son poco frecuentes estos efectos adversos, se deben
de tener en cuenta, sobre todo en aquellas indicaciones inapropiadas, que se dan en todo el mundo

y que oscilan entre el 20 y el 75 % (Séanchez et al., 2013, p. 132).

Aumento del riesgo de demencia o alteraciones neurolégicas.

Los inhibidores de la bomba de protones se usan a menudo en el tratamiento del reflujo y
de otros trastornos gastrointestinales. Sin embargo, estos farmacos pueden afectar a los niveles
cerebrales de amiloide y, posiblemente, producir patologia de Alzheimer. Es dificil saber como
deben reaccionar méedicos y pacientes ante estos datos y hasta que se realicen nuevos estudios, no
estd justificado el abandono generalizado de estos farmacos en ancianos. Mientras tanto, los
ancianos que toman estos medicamentos deben hacerlo con una indicacién adecuada (Kasper et
al., 2016, parr. 5).

En un interesante estudio realizado por Gomm y sus colaboradores (2016) se determind la
relacién entre el uso de inhibidores de la bomba de protones y la aparicién de demencia. Se observé
que 2950 de los 73,679 pacientes usaban inhibidores de la bomba de protones de forma regular, y

su uso se asocio a un aumento significativo del riesgo de demencia incidente, con un intervalo de
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confianza de 95% y con mayor frecuencia en mujeres, en los afectados por diabetes y en

polimedicados. Los farmacos mas prescritos eran omeprazol, pantoprazol y esomeprazol (p. 3).

Déficit de vitamina B12 o cobalamina.

La vitamina B12 o cobalamina es esencial para el correcto funcionamiento del cuerpo
humano, tanto en su desarrollo como en el funcionamiento bioldgico en la edad adulta. No es
producida enddégenamente, por lo tanto, debe ser absorbida en la dieta, fundamentalmente a partir
de las proteinas animales (Restrepo et al., 2017, p. 173). La cobalamina es un cofactor para la
metionina sintetasa y la L-metilmalonil-coenzima-A-mutasa. La deficiencia de esta vitamina puede
ser asintomatica, pero puede generar enfermedades como el sindrome de mala absorcién, la
pancitopenia o los sintomas neuroldgicos acompafiados de parestesias y signos de mielopatia o

neuropatia (Luquez et al., 2017, p. 198).

La razon por la cual el consumo de inhibidores de bomba de protones ocasiona una mala
absorcion de la vitamina B12, se debe a que al ingerir alimentos de origen animal (fuente de
cobalamina) se necesita que el pH del estdmago sea inferior a 4 para la activacion de la pepsina,
enzima encargada del proceso de la separacion de la cobalamina de las proteinas de los alimentos
en la cavidad gastrica, para liberarla y que se pueda unir al factor intrinseco (De la Coba et al.,
2016, p. 209). Ademas, la elevacion del pH gastrico promueve el sobrecrecimiento bacteriano del
intestino delgado e incrementa el consumo bacteriano de la cobalamina (Luquez et al., 2017, p.
198). La malabsorcion de la vitamina puede también darse en la gastrectomia o bypass gastrico,
enfermedad ileal, insuficiencia pancreética o en vegetarianismo estricto (Restrepo et al., 2017, pp.
177 y 178).

En un estudio se evidencio que las personas con consumian IBP por mas de 3 afos
presentaban niveles de vitamina B12 (con un déficit de 7,4%) mas bajos que los que lo hicieron en
3 afios 0 menos (con un déficit de 1,8%). Por otro lado, los niveles de la vitamina B12, no se
encontraron diferencias significativas entre la edad, el sexo, el tipo de IBP ni la dosis utilizada
(Luquez et al., 2017, p. 200). En personas de edad avanzada, con algun factor de riesgo para el
déficit de la vitamina B12 (enfermedad de Crohn, antecedentes de cirugia gastrica y/o intestinal,
anemia perniciosa, dietas vegetarianas estrictas o desnutricion) es necesario monitorear los niveles

de la cobalamina a los 2 6 3 afios de tratamiento con IBP (De la Coba et al., 2016, p. 209).
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Déficit de magnesio o hipomagnesemia.

La hipomagnesemia aparece por disminucioén de consumo o absorcion de magnesio, por
exceso de pérdidas en vias urinarias y gastrointestinales, o por alteracion en el transporte de este.
También se ha asociado la hipomagnesemia con el uso de los IBP a largo plazo, el cual ha
provocado gran controversia entre los prescriptores y pacientes (Pérez et al., 2018, p.70). Se cree
que el aumento de pH producido por estos farmacos puede afectar al receptor transitorio del canal
potencial de melastatina 6 y 7 (TRPM-6 y TRPM-7) reduciendo asi la absorcion y el transporte
activo del magnesio y calcio (Shabaka et al., 2016, p.91).

En 2006, se reporto la asociacion de hipomagnesemia e IBP, desde ese entonces se han
realizado varios estudios de alteraciones hidroelectroliticas asociadas (Cardona et al., 2016, p.
406). Luego en el estudio del caso clinico reveld gue la hipomagnesemia no se revirtio a pesar de
que administraban suplementos hasta que se dio la suspensién de IBP (Shabaka et al., 2016, p.91).
Mas adelante, tanto la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios como la Food
and Drug Administration (FDA, EEUU), han recomendado la monitorizacion periodica del
magnesio y valorar dicha posibilidad diagnoéstica, ante la aparicion de este efecto adverso, en

pacientes que hagan uso simultaneo de IBP (Pérez et al., 2018, p.70).

La hipomagnesemia suele pasar inadvertida, ya que puede ser asintomatica o producir
nauseas, vomitos, diarrea, e incluso tetania, confusion, calambres y convulsiones (Linares et al.,
2017, p. 1). También se le asocia a arritmias cardiacas y posiblemente al aumento de enfermedad
renal crénica (ERC). Es probable que la duracion del tratamiento sea un factor de riesgo, pues los
consumidores crénicos de los inhibidores de bomba de protones tienen un 40% de riesgo
aumentado, y en caso de hipomagnesemia o cualquier efecto secundario no deseado grave, se les

recomienda su retirada preferiblemente (Pérez et al., 2018, p.70).

Riesgo de fracturas 6seas.

La absorcion de calcio se da en el intestino delgado mediante la ionizacion de sales
insolubles a pH &cido. Se cree que el uso de IBP esta asociado a un mayor riesgo de fracturas 0seas
por fragilidad, relacionadas con la osteoporosis, especialmente vertebrales y de cadera por el
aumento del pH gastrico (medio alcalino), el cual puede estimular una respuesta fisioldgica

compensatoria y el incremento de la resorcion 0sea por el aumento de la secrecion de la hormona
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paratiroidea, aumentando el riesgo de osteoporosis y fracturas (Cardona et al., 2016, p. 406). Y en
un estudio se determind que el 26% son fracturas de cadera y 58% son de fracturas vertebrales, lo
cual ocurre principalmente en mujeres posmenopausicas y en adultos mayores de edad (Pérez et
al., 2018, p.70).

Sin embargo, la fuerza de esta asociacion del IBP con las fracturas 6seas es muy baja y
viene siendo mayor la idea de la adherencia elevada al tratamiento o con dosis diarias de IBP méas
altas (De la Coba et al., 2016, p. 211). Aunque las fracturas dseas por fragilidad estan relacionadas
directamente con la osteoporosis, esto direcciona a un elevado impacto socioecondémico y de
morbimortalidad, por eso la FDA (EEUU) sefiala que no existe evidencia suficiente para
recomendar suplementos de calcio o realizar densitometrias periodicas, pero aunque no es posible
concluir que esta asociacion sea causal, con la evidencia disponible no se puede recomendar
suspender el tratamiento con IBP para evitar fracturas 0seas y se debe insistir en evitar la
prescripcién inadecuada, buscar la dosis minima eficaz y realizar mas estudios (De la Coba et al.,
2016, p. 214).

Riesgo de infecciones entéricas y de neumonia.

Los IBP son inmunomoduladores y antiinflamatorios, por lo que se ha sugerido que
favorecen la traslocacion bacteriana. Algunos microorganismos tienen diferentes tolerancias a
distintos niveles de pH gastrico y pueden incrementar el riesgo de infeccion por determinados
patdgenos, especialmente de: Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Clostridium difficile, Vibrio cholerae y Listeria spp. Con respecto al riesgo de la neumonia, los
estudios parecen sustentar la asociacion especialmente con el uso de por lo menos 30 dias y a dosis
altas de los IBP, pero el mecanismo fisiopatologico por el cual esto ocurre atn no ha sido aclarado
(Cardona et al., 2016, p. 405).

El riesgo de infecciones durante el consumo del inhibidor de bomba de protones es
consecuencia de la inhibicidn de la secrecion gastrica (barrera antimicrobiana fisioldgica) y por
ende del efecto de estos medicamentos (De la Coba et al., 2016, p. 214). Multiples estudios han
demostrado que el consumo de IBP ocasiona un mayor crecimiento bacteriano, pero generalmente
carece de importancia clinica. Sin embargo, debido a eventuales episodios de microaspiracion

secundarios a la enfermedad del reflujo gastroesofagico (ERGE), alteracion del pH de las
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secreciones pulmonares y alteracion de la funcion fagocitica, se ha generado una gran preocupacion

por el riesgo de neumonias (Cardona et al., 2016, p. 405).

Inhibicion de la absorcion de hierro.

El hierro de la dieta esta presente como ferroso y férrico, este Gltimo debe ser transformado
a la forma ferrosa en una reaccion dependiente del pH &cido. La relacién del IBP con el déficit de
hierro es sustentada por casos de pacientes con anemia ferropénica, quienes no respondieron a los
suplementos sino hasta que se suspendieron los IBP, y por reportes de cambios hematoldgicos en
pacientes que consumen IBP por mas de 1 afio y presentan déficit de hierro. Los resultados actuales
sugieren que la relacion es tedricamente posible, pero no han sido demostrados clinicamente y es
improbable que sea de importancia en pacientes con reservas normales de hierro, por lo que

requieren de mas estudios (Cardona et al., 2016, p. 406).

Generalidades de Plantago mayor

Plantago mayor o conocida como llantén, es una planta que pertenece a la division
Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Plantaginales y familia Plantaginaceae (Blanco et
al., 2007, p. 18). Es una hierba anual de hojas escasas en roseta basal, con peciolo largo, lampifias,
anchas y ovaladas de 5 a 20 cm de largo. Presenta flores blanco verdoso y pequefias en espigas de
10 a 20 cm de largo, las bracteas son mas cortas que el caliz y los sépalos son anchos de 1 a 2 mm
de largo. El fruto es una capsula con semillas ovaladas de 3 a4 mm, de 1 a 2 mm de ancho, con 2
celdas con 6 a 30 semillas ovoides, anguladas, café o negro y cubiertas de mucilago (Figura 5),
(Pinto y Bustamante, 2008, p. 37).

Plantago mayor es originaria de Europa, Asia y norte de Africa, y ahora esta ampliamente
distribuida en todo el mundo como una hierba comun o arvense. Se encuentra facilmente en areas
con suelos compactados, es polinizada por el viento y se propaga principalmente por semillas, que

se mantienen en las espigas situadas por encima de las hojas (Adom et al., 2017, p. 349). En Costa
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Rica, el llantén crece principalmente en el Valle Central, como Alajuela, San José y Cartago,
aungue se han observado cultivadas en la region del Atlantica, principalmente en zonas de pastos,
laderas, cerca de cultivos y en los bordes de caminos (Blanco et al., 2007, p. 19; Garcia, 2003, p.
635).

Figura 5. La Planta Plantago mayor o Llantén

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Las hojas de esta planta se utilizan en forma tradicional como medicina astringente,
antiinflamatoria, diurética y antiulcerosa (Pinto y Bustamante, 2008, p. 36). Trae consigo también
otras actividades como anticancerigenas, antibacterianas, antivirales, analgésicas, antioxidantes,
hepatoprotectoras e inmunomoduladoras (Figura 5), (Lukova et al., 2017, p. 210). Segun lo
anterior, y haciendo referencia a Berit (2000): “Los estudios etnofarmacoldgicos mas recientes
muestran que esta planta se puede usar en enfermedades de piel, enfermedades infecciosas,
problemas relacionados con érganos digestivos, 6rganos respiratorios, reproduccion, circulacion,

contra los tumores, para aliviar el dolor y para reducir la fiebre.” (p. 2)

A nivel del tracto gastrointestinal, el llantén (Plantago mayor) es efectivo contra

hemorragias gastrointestinales altas y bajas, hematemesis, disenteria, hemorroides, dolor de
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estdbmago, diarrea, Ulceras gastrointestinales, dispepsia, estrefiimiento y colitis (Najafian et al.,
2018, p. 6392). En la actualidad, se cree que sus taninos y flavonoides son los responsables de la
actividad gastroprotectora, antiulceroso y citoprotector, y como presentan diferencias
insignificativas con el omeprazol se sugiere realizar mas estudios al respecto (San Martin et al.,
2017, p.80). Entre esos flavonoides est& baicalein, que cuentan con propiedades antiinflamatorio,
antisecretor, antiulcerogénico, gastroprotector, citoprotector, antioxidante y anticancerigeno
(Figura 6), (Ribero et al., 2016, pp. 34 y 36).

Cuenta también con distintas aplicaciones para el sistema respiratorio, pues es eficaz para
tratar enfermedades como la tos, faringitis, laringitis, bronquitis, tuberculosis, también sintomas
como el dolor de garganta y la irritacion en la boca por su alto contenido de mucilagos, que ejerce
propiedades emolientes suavizando las mucosas. Puede incrementar la coagulacion de la sangre en
las heridas para evitar las hemorragias, desinfecta las heridas y favorecer su cicatrizacion. (Figura
6), (Blanco et al., 2007, p. 20)

Figura 6. Propiedades Medicinales del Plantago mayor y sus Compuestos Quimicos
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Fuente: Adom et al., 2017, p. 358
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Baicalein: Componente bioactivo de Plantago mayor

Los mas recientes estudios demuestran que Plantago mayor se emplea alrededor del mundo
para el tratamiento de diversas enfermedades o malestares. Las actividades del Plantago mayor no
se deben a un solo compuesto, sino a la interaccion de varios de ellos (Blanco et al., 2007, p. 19).
Los compuestos bioactivos que contiene Plantago mayor incluyen flavonoides, alcaloides,
terpenoides, compuestos fenolicos, glucdsidos iridoides, acidos grasos, polisacéridos y vitaminas.
Estos compuestos se pueden encontrar en casi todas las partes de la planta, como las semillas, hojas,
flores y raices (Adom et al., 2017, p. 349). En el caso de los flavonoides, su presencia ha sido
ampliamente reportada y entre ellas se pueden mencionar los siguientes: luteolina, apigenina,
baicalein, hispidulin, plantaginin, scutallarein, homoplantaginina, teucina y baicalina (Adom et al.,
2017, p. 349).

Baicalein (5,6,7-trihridoxidoflavona; C1sH100s) es un flavonoide bioactivo producido por
muchos alimentos y plantas medicinales, entre ellas esta Plantago mayor (Figura 7). Cabe resaltar
que baicalein tiene muchos usos como suplemento para la salud debido a sus propiedades
farmacoldgicas, entre ellas que es un agente antiinflamatorio, antisecretor, antiulcerogénico,
gastroprotector, citoprotector, antioxidante y anticancerigeno. Estudios previos han demostrado
que este flavonoide tiene la capacidad para reducir el volumen de secrecidn gastrica y la secrecién
total de &cido, puede aumentar el valor del pH al igual que la produccién de moco, inhibe el efecto
de la histamina en la secrecion gastrica e inhibe la bomba de protones (Ribero et al., 2016, pp. 34
y 39). Por lo tanto, baicalein puede proporcionar un buen enfoque terapéutico para los trastornos

asociados al nivel digestivo (Blanco et al., 2007, p. 20).

Figura 7. Estructura Molecular del Baicalein
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Fuente: Sowndhararajan et al., 2017, p. 1022.
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Como las plantas naturales se han convertido en una fuente importante para el desarrollo y
descubrimiento de nuevos medicamentos, surgen iniciativas cientificas de establecer un
tratamiento fitoterapéutico y, actualmente, existen varios medicamentos a base de compuestos
propios de Plantago mayor que se comercializan. Sin embargo, se utiliza mayormente como
remedio casero Yy las personas lo recolectan desde su jardin, en terrenos baldios o en potreros. Las
hojas, semillas y espigas secas se venden en mercados y ferias del agricultor en pequefias

cantidades y se emplean principalmente como infusion o unglento (Rodriguez et al., 2014, p. 107).

Emision de sefiales celulares

Las sefiales quimicas son moléculas reguladoras liberadas por neuronas, por glandulas
endocrinas o por diferentes células dentro de un 6rgano, con el fin de que las células del cuerpo se
puedan comunicar entre si. Un tipo de sefial puede ser los impulsos nerviosos que se conducen a
lo largo del axon de una neurona, cuando los impulsos alcanzan el final del axdn, la sefal se
transmite hacia la siguiente célula. También hay sefiales que pueden viajar directamente de una
célula a la siguiente, porque sus membranas plasmaticas estan muy cercanas entre si y su
citoplasma es continuo a través de pequefias uniones intercelulares comunicantes que acoplan las
células, por lo que los iones y las moléculas reguladoras pueden viajar mediante difusion a través

del citoplasma de células cercanas (Fox, 2017, parr. 164 a 167).

Estas sefiales 0 mensajeros quimicos tienen distintas maneras de actuar y alcanzar a sus

celulas blanco, entre las cuales se pueden mencionar las siguientes:

e En laemision de sefales paracrina, es considerada una regulacion local debido a que la
sefial no tiene que viajar muy lejos para ejercer una respuesta (Tabla 1). Ademas, las células
pueden pertenecer al mismo oOrgano, pero entre ellas son de diferente tipo. Las células,
dentro de un érgano, secretan moléculas reguladoras (ligando) que se difunden a través de
la matriz extracelular hacia las células blanco, es decir, las células que muestran respuesta

por sus receptores a las moléculas reguladoras cercanas (Fox, 2017, parr. 168).
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e En laemision de sefiales sinaptica, es donde las neuronas regulan a las células blanco,
mediante la libracion de un neurotransmisor quimico en la terminacién del axon, gracias a
una pequefa brecha sinaptica creada entre las dos células (Tabla 1), (Fox, 2017, parr. 170).

e En laemision de sefiales endocrina, se da entre células distantes que secretan reguladores
quimicos (hormonas) hacia el liquido extracelular para llegar a todas las células del cuerpo
(Tabla 1). Los receptores tienen sitios de union especificos para ciertos ligandos, por lo que
las hormonas no se unen a todo tipo de receptores mientras viajan por la sangre, solo las
células blanco para una hormona particular pueden mostrar respuesta (Fox, 2017, parr. 171).

e Enlaemisién de sefiales autocrinas, los mensajeros quimicos viajan al exterior de la célula
y llevan a cabo su accidn en los receptores especificos de la misma célula que lo produjo,
es decir, la misma célula libera y responde a los mensajeros quimicos. (Tabla 1), (Barret et
al., 2016, parr. 109).

Tabla 1. Formas en que las Células se Comunican a través de Mensajeros Quimicos

UNIONES PARACRINAY

o 2.9 | g8
PO AP
) “% «

Transmision del Directamente de A través de la Por difusion en el Por circulacioén en los
mensaje célula a otra hendidura sinaptica liquido intersticial liquidos corporales
Local o general Local Local Difusion local General

La especificidad Ubicacion anatémica | Ubicacién anatémica| Receptores Receptores

depende de y receptores

Fuente: Barret et al., 2016, parr. 110.

Para que una célula blanco muestre respuesta al mensajero quimico, debe
tener receptores especificos (Figura 8). Si la molécula reguladora es no polar, puede penetrar en la
membrana plasmatica y sus proteinas receptoras estarian ubicadas dentro de la célula, en el
citoplasma o el nicleo, e influiria sobre la expresidon genética. Pero si la molécula reguladora es

polar, no penetra la membrana plasmatica de la célula y sus receptores estarian ubicados en la
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superficie externa de la membrana plasmatica, expuestos al liquido extracelular y produciria la

accion reguladora dentro de la célula (Fox, 2017, parr. 173 a 175).

Figura 8. Ubicacion de la Molécula Reguladora segun su Solubilidad
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Fuente: Fox, 2017, parr. 174.

Generalidades sobre los receptores fisioldgicos en seres vivos.

Los receptores fisioldgicos son proteinas que tienen al menos dos funciones importantes: la
union a ligandos y la propagacion de sefializacion, lo que implica la existencia de al menos
un dominio al cual se une el ligando y otro el efector (Figura 9), donde este Gltimo contiene enzimas
qgue pueden inducir una transduccion de sefiales bioquimicos y fisiologicos. Tal capacidad
mencionada convierte a los receptores en excelentes candidatos para la union de ligandos
enddgenos y exogenos (principalmente en el dominio extracelular) (Brunton et al., 2012, parr. 48

y 51).
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Figura 9. Propagacion de la Sefial para llevar a cabo el Efecto Farmacologico
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Fuente: Andrade y Mora, 2014, parr. 27.

Los agentes que se unen a receptores con afinidad alta se clasifican como agonistas o
antagonistas. Los agonistas son ligandos que simulan un compuesto de sefializacion enddgena,
desencadenan mecanismos efectores y producen efectos biologicos (Gardner et al., 2012, parr.28).
Los ligandos que se unen al receptor, pero no activan los mecanismos efectores, si no que bloquean
o reducen la accion de un agonista, se denominan antagonistas (Blumenthal y Garrison, 2012, pérr.
4). Sin embargo, los ligandos que se unen al receptor, pero poseen capacidad deficiente para activar
los mecanismos efectores, sin importar la concentracion utilizada, se denominan agonistas

parciales (Gardner et al., 2012, péarr.28).

Proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas se acoplan a los receptores a sistemas efectores
intracelulares especificos. Son llamadas de esta manera debido a su capacidad de unirse a
nucleétidos de guanina, guanosina trifosfato (GTP) y guanosina difosfato (GDP), (Nestler et al.,
2017, parr. 9). Como la proteina receptora y la proteina enzima se encuentran ubicadas en diferentes
zonas de la membrana plasmatica, necesitan de un intermediario que media entre ellas (los
mensajeros quimicos), y asi activar a la enzima. Tales medios son las tres subunidades proteinicas
designadas como alfa, beta y gamma (o, B y y) de la proteina G, que se trasladan entre receptores
y diferentes proteinas efectoras de membrana, entre ellas enzimas y canales de iones (Fox, 2017,
parr. 181).
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Las proteinas G heterotriméricas (normalmente denominadas como proteina G por ser las
primeras en descubrirse) que se acoplan a los receptores de la superficie celular con unidades que
catalizan la formacion intracelular de segundos mensajeros o que acoplan los receptores
directamente a los conductos idnicos. Dichas proteinas, transmiten sefiales de mas de mil receptores
acoplados a proteina G y sus efectores en las células incluyen conductos idnicos y enzimas. (Barrett
etal., 2016, parr. 121y 123)

En la transduccion de sefiales existen cuatro diferentes identidades de proteinas G
heterotriméricas importantes. Tal clasificacion se basa en la naturaleza de su subunidad a para
reconocer a su receptor y activar sus efectores blancos. La respuesta particular inducida por un
GPCR activado depende del tipo de proteina G con la que interactue, aunque algunos GPCR pueden
interactuar con distintas proteinas G y desencadenar mas de una respuesta fisioldgica, entre ellas
estan (Karp, 2014, parr. 42):

e G Estimulacion de adenilil ciclasa. La adenilciclasa se activa con las subunidades
Gas unidas con GTP (Gardner et al., 2012, parr. 36).

e Gin: Inhibicion de adenilil ciclasa; regulacion de canales del calcio y potasio (Gardner et
al., 2012, parr. 36).

e Gq: Contienen subunidades Gog Yy Se encarga de la estimulacion de fosfolipasa C (PLC) B
(Gardner et al., 2012, parr. 36). Esta Gltima hidroliza al difosfato de fosfatidilinositol, con
lo que se obtiene trifosfato de inositol y diacilglicerol (Karp, 2014, péarr. 42).

e G213 Se acoplan a cofactores de intercambio del nucledtido guanina (GEF), activa
proteinas G monomeéricas tipo Rho y también transportadores de sodio/hidrogeniones
(NHE), (Blumenthal y Garrison, 2012, parr. 65). Sin embargo, su activacién inapropiada se
ha vinculado con proliferacion celular excesiva y transformacion maligna (Karp, 2014, parr.
42).

Las subunidades as, ai, 0q Y entre otras méas son responsables de las funciones principales
de las proteinas G que las contienen y la subunidad -y puede regular muchos efectores que se
asocian de manera diferente con subtipos de subunidades o para otorgar mayor grado de
especificidad a las proteinas de sefializacion intracelular (Tabla 2), (Nestler et al., 2017, parr. 9).
En el ciclo de las proteinas G heterotriméricas muestran los procesos que ocurren cuando un

ligando se une a un receptor (Figura 10).
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Tabla 2. Subunidades de las Proteinas G segun sus Receptores y Efectores Relacionados

Subunidad de proteina G Receptores relacionados | Efector

@i B-adrenérgico
TSH
Glucagon

; az-adrenérgico

Muscarinico (tipo Il)

g ay-adrenérgico

Adenilil ciclasa
2+
Canales del Ca
5
Canales del K
Adenilil ciclasa
2+
Canales del Ca
¥
Canales del K
PLCR
Adenilil ciclasa {(+ 0 -}

El PLC apoya la fosforilacién y desensibilizacion del receptor mediada por BARK

Fuente: Gardner et al., 2012, parr. 37.

Ciclo de las proteinas G heterotriméricas

Como su nombre lo dice, este es un ciclo que se repetird constantemente siempre y cuando

el ligando se encuentre unido al receptor, por ende, la sefial se puede amplificar. Este proceso se

explica en el siguiente orden (Figura 10):



Figura 10. Procesos que Ocurren en el Ciclo de la Proteina G Heterotrimérica
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e Las proteinas G estan formados por las subunidades a, B y y en las membranas celulares,

(Paniagua et al., 2017, parr. 41). Cuando la molécula reguladora no esta unida al receptor,

las subunidades de la proteina permanecen agregadas al receptor, la subunidad o se une al

GDP (guanosina difosfato) y la proteina G permanece junto a la membrana plasmatica por

un grupo isoprenil unido a residuos de cisteina del extremo terminal C de la subunidad

v (Figura 10), (Nestler et al., 2017, parr. 11).

e Cuando el receptor es activado por la molécula reguladora, la proteina G va a soltar al GDP

de la ultima vez que actud y se va a cargar con GTP (guanosina trifosfato), (Nestler et al.,
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2017, parr. 11). La subunidad o intercambia GDP por GTP permitiendo que la subunidad a
se separe de las subunidades -y (Figura 10 y 11), (Barrett et al., 2016, parr. 121).

Figura 11. Reacciones que Ocurren al Receptor Acoplado a la Proteina G al Unirse un

Ligando
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Fuente: Barrett et al., 2016, parr. 122

e Tanto la subunidad o como el complejo B-y se activan, ellos actuaran directamente sobre
distintos efectores (enzimas o canales) para regularlos (Figura 10), (Nestler et al., 2017,
parr. 11). En este caso, la activacion de efectores conduce a la produccion de segundos
mensajeros que procederan a activar una 0 mas proteinas celulares de sefializacion (Figura
12), (Karp, 2014, parr. 40).

Figura 12. Componentes del Sistema Efector de Ligando-Proteina G

Al unirse el ligando (H) con el receptor, se da el intercambio de GDP con GTP sobre la subunidad a,

permitiendo la disociacion de las subunidades o y B-y. La subunidad a se une y activa al efector (E), el
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cual puede ser un adenililciclasa, canales de Ca2+, Nat+ o C12— (as), un canal de K+ (ai), fosfolipasa Cj3

(aq) o cGMP fosfodiesterasa (at). Asimismo, la subunidad By puede tener acciones directas sobre E.

N N

N
S
I

-

Sin hormona: efector inactivo Hormona (H) unida: efector activo

Fuente: Weil, 2016, parr. 17.

e La actividad intrinseca GTPasa de la subunidad o degrada el GTP en GDP y Pj, lo cual
permite que la subunidad a se disocie del efector y se una nuevamente con las subunidades
-y para volver a formar la proteina G heterotrimérica inactiva, es decir, restaurar el estado
basal (Figura 10), (Fox, 2017, parr. 182). Mientras se da este proceso, el ligando que estaba
unido al receptor se va disminuyendo y, cuando ya no haya suficiente concentraciéon de

ligando, todo el ciclo se detiene (Nestler et al., 2017, parr. 11).

Los ligandos presentes para los GPCR pueden ser neurotransmisores, aminas bidgenas,
eicosanoides y otras moléculas lipidicas de sefializacion, hormonas peptidicas, opioides,
aminoéacidos y péptidos. Sin embargo, la estimulacion prolongada del receptor puede ocasionar
irregularidades, por ende, se inicia el proceso con quinasas de receptor de proteina G (GRK) que
fosforilan en el extremo carboxilo terminal del receptor, dando origen a las arrestinas, las cuales se
unen al receptor en su superficie interna, desplazan a las proteinas G e inhiben la sefializacion
(Brunton et al., 2012, parr. 54).
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Receptores acoplados a proteina G (GPCR)

Las proteinas de unién con GTP o proteinas G, por su estructura, se conocen también
como receptores heptahelicoidales o receptores serpentina (Barrett et al., 2016, parr. 124). Se les
asignan estos nombres debido a que presentan siete regiones 0 dominios que atraviesan siete veces
la membrana de la célula. EIl extremo amino terminal se dirige hacia el liquido extracelular (LEC),
mientras que el extremo carboxilo terminal hacia el liquido intracelular (LIC) o hacia el citoplasma
(Figura 13), (Gardner et al., 2012, parr. 33). Estos receptores acoplados a proteina G
heterotriméricas constituyen una enorme familia de moléculas que regulan la actividad de
moléculas efectoras (como enzimas o canales idnicos) a ligandos de gran diversidad estructural
(Karp, 2014, parr. 27). De hecho, se han identificado cientos de genes que codifican para los
receptores acoplados a proteina G y hay una amplia variedad de respuestas que estd mediada por
estos (Weil, 2016, parr. 16).

Figura 13. Estructuras Cristalizadas Representativas de los Receptores Acoplados a la

Proteina G

El extremo amino es de color pardo y aparece fuera de la célula (extracelular), el extremo carboxilo es de
color azul y aparece en el interior de la célula (intracelular) y las hélices transmembranales son de color
celeste. Cada ligando tiene color naranja y en la figura se destacan las pequefias diferencias detectadas en

las orientaciones de union de ligandos en los cuatro ligandos ilustrados.
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Fuente: Barrett et al., 2016, parr. 126.

En un ensayo de union de GTPyS se mostro que la activacion de la proteina Gi se indujo

directamente por el péptido del tercer bucle intercelular del receptor de prostaglandina EP3A
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humana (Figura 14), por lo tanto, la region del péptido del tercer bucle intercelular de varios
receptores acoplados a la proteina G desempefiaria un papel importante en la activacion de la
proteina G. Ademas, indicaban que el receptor EP3A, presenta 4 residuos de aminoacidos basicos
contenidos en 15 residuos de aminoacidos. Estas cadenas laterales basicas forman un grupo de
carga positiva en un lado de la superficie del péptido helicoidal (Figura 15), mientras que en el
andlisis de rayos X, indica que la superficie de la proteina G se cubre con carga negativa, en otras
palabras, el péptido del receptor podria interactuar electrostaticamente con la proteina diana
(Kikkou et al., 2006, p. 935).

Figura 14. Esquema Representativo de los Bucles del Receptor EP3A Acoplada a las

Proteina G
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Fuente: Kikkou et al., 2006, p. 934.
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Figura 15. Carga Positiva (Representado en Color Azul) del Receptor EP3A de
Prostaglandina

-~

180°

Fuente: Kikkou et al., 2006, p. 935.

Los receptores acoplados a proteina G pueden presentar dos diferentes conformaciones con
orientaciones de los segmentos que abarcan la membrana. Una orientacion se da por la ausencia de
un ligando agonista, por lo que el receptor no activa a la proteina G y permanece como una
conformacién inactiva, mientras que la otra orientacion se da por la unién de un ligando agonista
apropiado al receptor, permitiendo que el receptor active a la proteina G y permanece como una
conformacién activa (Gardner et al., 2012, parr. 33). La activacion de un solo receptor puede
activar una o mas proteinas G heterotriméricas, lo cual permite la amplificacién y la transduccion

del primer mensajero. (Barrett et al., 2016, parr. 124).

Los receptores no s6lo transmiten especificidad de la respuesta, sino también aportan el
medio para activar el mecanismo efector y asi generar respuesta fisiologica. Los ligandos que se
unen a los receptores con alta afinidad se clasifican como agonistas, que estimulan y desencadenan
mecanismos efectores, mientras que los antagonistas se unen al receptor, pero no activan los
mecanismos efectores (Gardner et al., 2012, parr. 17 y 28). El efector puede ser una enzima ligada
a la membrana plasmética o a un canal ionico (Figura 16), (Paniagua et al., 2017, parr. 42).

En la activacion de la enzima adenilil-ciclasa, el ligando se une al receptor para activar a la
proteina G, luego la subunidad a activa adenilil-ciclasa unida a la membrana provocando la sintesis
de cAMP a partir de ATP, y estimula la fosforilacion de diversas proteinas diana por la enzima
quinasas dependientes de CAMP (PKA). Para la activacion de la enzima fosfolipasa C, la subunidad

a altera la fosfolipasa C, que libera IP3 a partir de fosfatidil-inositol-BP, el cual difunde en el
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citoplasma y activa los canales del Ca*? del reticulo endoplasmatico liso. Entonces, los iones
Ca*2 se liberan al citosol, se unen a la proteina-quinasa-C e inicia fosforilaciones de proteinas diana
(Paniagua et al., 2017, parr. 42).

Figura 8. Diferentes Tipos de Receptores Acoplados a las Proteinas G
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Fuente: Paniagua et al., 2017, parr. 42.
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Segundos mensajeros involucrados en la activacion de las proteinas G heterotriméricas.

Aun cuando el segundo mensajero o la molécula reguladora no entra a la célula, pero se une
a una proteina receptora presente en la membrana plasmatica, puede influir sobre procesos que
ocurren en la profundidad de las células, gracias a los segundos mensajeros quimicos que tienen la
capacidad de viajar hacia el citoplasma desde las proteinas receptoras (Fox, 2017, parr. 176 a 180).
Como resultado, los segundos mensajeros permiten a las células establecer una accion coordinada

a mayor escala después de la estimulacion con una sola molécula reguladora (Karp, 2014, parr.60).

Como segundos mensajeros se destacan el adenosin monofosfato ciclico (CAMP), el
guanosin monofosfato ciclico (cGMP), el 6xido nitrico (NO), los principales metabolitos del
fosfatidilinositol (inositol trifosfato conocido como 1P3 y diacilglicerol DAG), iones como el Ca?*
y derivados del acido araquidénico (como las prostaglandinas). Los niveles de los segundos
mensajeros median los efectos de la activacion de receptores en muchos tipos de canales i6nicos y

en numerosas respuestas fisiologicas (Nestler et al., 2017, parr. 22).

Adenilil-ciclasa.

Las adenilil-ciclasas son un tipo de glucoproteinas que presenta un pequefio dominio
citoplasmico, dos dominios hidréfobos transmembrana y dos dominios citoplasmicos grandes
(Brunton et al., 2012, parr. 61). Se han reportado diez isoformas de enzimas adenilil-ciclasas unidas
a la membrana celular y cada una de ellas posee propiedades reguladoras distintas, lo cual hace
posible que la via de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) responda segun a las necesidades
especificas de los tejidos (Barrett et al., 2016, parr. 137). Adenilil-ciclasa sintetiza cCAMP bajo la
regulacion de muchos receptores acoplados a la proteina G y cuando un ligando apropiado se une
al receptor estimulador, su activacion es mediada por la subunidad Gos, pero si un ligando
apropiado se une al receptor inhibidor, su inhibicion es mediada por la subunidad Gai (Figura 17),

(Nestler et al., 2017, parr. 23).
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Figura 9. Sistema de Activacion e Inhibicion de una Adenilil-Ciclasa segun el Receptor en

gue se Une el Ligando

Receptor Receptor
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Fuente: Barrett et al., 2016, parr. 138.

El aumento en la produccion de cAMP estimula una proteina-quinasa dependiente de CAMP
(PKA), la cual fosforila determinadas proteinas diana especificamente en residuos de serina o
treonina, desencadenando una serie de sefiales intracelulares reversibles. Entre estas respuestas
estan la activacion de proteinas transportadoras de membrana y la de enzimas implicadas en el
desensamblaje o ensamblaje de microtubulos, la degradacién de lipidos, la sintesis o hidrolisis del
glucdgeno, la replicacion y la transcripcion nuclear, y la sintesis proteica en el reticulo
endoplasmatico rugoso. La alta concentracion de cAMP s6lo persiste mientras el ligando esta
presente (Paniagua et al., 2017, parr. 44 y 45). Ademas, el CAMP es rapida y continuamente
degradado a adenosina-5"-monofosfato (5’-AMP) por la enzima fosfodiesterasa de CAMP y si la
fosfodiesterasa es inhibida, podrian aumentar los efectos hormonales y de transmisién mediados
por el CAMP (Barrett et al., 2016, parr. 127).

Debido a que las isoformas I, IIl y VIII de adenilil-ciclasa son estimuladas por
Ca?*/calmodulina, estas enzimas pueden ser activadas por un aumento de Ca?*, en donde la



52

subunidad Gasinteractda de forma sinérgica con Ca?*/calmodulina y, en presencia de Gas activada,
la adenilil ciclasa tipo I es inhibida por las subunidades B-y. Por otro lado, las isoformas Il y IV no
son sensibles a Ca?*/calmodulina y, en presencia de Gos activada, son estimuladas sinérgicamente
por complejos B-y. Y las isoformas V y VI son inhibidos en respuesta a la fosforilacion por la PKA
o la proteina quinasa C (PKC), aunque también son inhibidas por Ca?* libre y por Gai, pero no son
influidas por las subunidades B-y (Figura 18), (Nestler et al., 2017, parr. 26). Como ocurre un efecto
cruzado ante todos estos acontecimientos, se puede decir que el cAMP proporciona buenas bases
para la comprension de la estructura y regulacion de varios sistemas de sefializacion de segundos

mensajeros (Barrett et al., 2016, parr. 137).
Figura 10. Sistema de Regularizacion de la Actividad del Adenilil.Ciclasa
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Fuente: Barrett et al., 2016, parr. 138
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Activacion de fosfolipasa C por la subunidad Ga.

El fosfatidilinositol (PI) sufre fosforilaciones sucesivas para dar origen a fosfatidilinositol
4-fosfato (PIP) y més tarde a fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2). Al unir un ligando apropiado al
receptor acoplado a la proteina G, se activa la fosfolipasa (PLC) B gracias a la subunidad Ga, el
cual se puede lograr a través de la proteina Gq (Paniagua et al., 2017, parr. 47). La fosfolipasa C
cataliza la hidrdlisis de PIP2 en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), los cuales se
desfosforila en inositol el primero, y se metabolizan a CDP-diacilglicerol, el sequndo. Estos Gltimos
dos productos se combinan entre ellos para formar fosfatidilinositol, completando un ciclo (Figura
19), (Nestler et al., 2017, parr. 37).

Figura 11. El Ciclo de Fosfatidilinositol

Fosfatidilinositol PIP PIP, Diacilglicerol
(P1)

Inositol < IP < IP =
+

CDP-diacilglicerol Acido fosfatidico

Fuente: Barrett et al., 2016, parr. 129.

El diacilglicerol DAG es una molécula lipidica que permanece en la membrana celular

después de su formacion por PLCB. Ahi el DAG activa una de varias isoformas de la proteina
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quinasa C (PKC), que fosforila diversas proteinas intracelulares. La enzima PKC tiene varias
funciones importantes en el crecimiento y diferenciacion celulares, metabolismo celular, muerte
celular y respuestas inmunitarias (Figura 19), (Karp, 2014, parr.71y 72). Por otro lado, el inositol-
trifosfato IP3 es una pequefia molécula hidrosoluble capaz de difundirse con rapidez por el interior
de la célula y se une con un receptor especifico para IPs ubicado en la superficie del reticulo
endoplasmico y activa los canales de Ca*? para que se difundan hacia el citoplasma (Figura 20),
(Barrett et al., 2016, parr. 128).

Figura 12. Liberacién de Inositol-Trifosfato y Diacilglicerol como Segundos Mensajeros
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Fuente: Barrett et al., 2016, parr. 130

Calcio (Ca?").

El calcio es un mensajero importante en todas las células y puede regular diversas respuestas
como la expresién génica, contraccién, secrecion, metabolismo y actividad eléctrica. El
calcio puede entrar a la célula a través de los conductos de Ca?* en la membrana plasmatica o puede
ser liberado por hormonas o factores de crecimiento de su almacenamiento intracelular, de sus
sitios de almacenamiento intracelular como el reticulo endoplasmatico. Como se habia
mencionado, el calcio liberado hacia el citoplasma desde el reticulo endoplasmico por estimulacion
de IP;es retirado con rapidez por bombas de Ca?*en la membrana plasmatica y también es
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recapturado para llenar las reservas del reticulo endoplasmatico (Blumenthal y Garrison, 2012,
parr. 78 a 81). Las bombas SERCA son las encargadas de bombear C*2 del citoplasma al lumen del

reticulo sarcoplasmico con el fin de recuperar los niveles de calcio (Romero y Rueda, 2015, p. 29).

Metabolitos del acido araquidénico.

El &cido araquiddnico da lugar a muchas moléculas de sefializacion importantes, que son
producto de dos vias principales. Una involucra la 5"-lipooxigenasa y da lugar a los leucotrienos,
mientras que la otra implica la accion de la ciclooxigenasa y da lugar a tres familias de sefiales:
prostaciclinas, prostaglandinas, y tromboxanos. Las ciclooxigenasas son inhibidas por agentes
antiinflamatorios no esteroideos. El &cido 5,8,11,14-eicosatetranoico es un inhibidor de la

lipooxigenasa que también inhibe las ciclooxigenasas (Nestler et al., 2017, parr. 39).

Las diversas actividades biologicas de estos eicosanoides sirven para regular la adenilil
ciclasa, la guanilil ciclasa, canales ionicos, proteina quinasas y otras proteinas celulares, ya sea
directamente o como ligandos enddgenos de receptores acoplados a proteinas G. Los receptores
para los leucotrienos se llaman receptores BLT o LT, y los receptores para prostaglandinas y
tromboxanos son Ilamados receptores prostanoides, el cual se denomina segin el metabolito del
acido araquidonico que tiene mayor afinidad por ese receptor. Cabe mencionar que los receptores
EP, se activan preferentemente por prostaglandina E> (PGEz), mientras que los receptores LT estan

acoplados a Gq y supuestamente actuan estimulando la via PLC (Nestler et al., 2017, parr. 40 a 41).

Etapas del descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos a nivel in silico

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es un proceso complejo y
multidisciplinario, que incluye la quimioinformatica, la bioinformatica, el modelado molecular, la
quimica tedrica y la visualizacién de datos. Esto viene siendo un motor en la evolucion de las
industrias farmacéuticas, la mayoria de los disefios de farmacos son sintetizados a partir de los
productos naturales y, actualmente, el panorama farmacéutico se ha ampliado mas gracias a las
nuevas metodologias y simulaciones obtenidas por el método computacional (conocido también

como in silico), que permiten codificar con precision modelos tedricos y procesar cantidades de
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informacion que permiten mejorar y entender los mecanismos de accion de los principios activos

de los medicamentos (Saldivar et al., 2017, p. 51).

Esto ha beneficiado el uso de las bibliotecas virtuales de compuestos que permiten hacer un
barrido casi instantaneo de enormes cantidades de moléculas diferentes que comparten
caracteristicas estructurales comunes o que tienen similitudes terapéuticas (Prieto y Medina, 2018,
pp. 124 y 125). También se ha logrado ahorrar méas los recursos, riesgos, costos y tiempos de
simulaciones de procesos bioldgicos, de calculo de propiedades y de comparar estructuras quimicas
de manera sistematica durante el proceso de innovacion de medicamentos, en comparacion con los
métodos experimentales (Prieto y Medina, 2018, pp. 124 y 125). No obstante, se estima que el
desarrollo de un farmaco podria durar unos 10 a 15 afios y se invierte un aproximado de 800
millones de dolares, principalmente por las cantidades de moléculas que fallan durante las etapas
del desarrollo (Saldivar et al., 2017, p. 51).

El proceso inicia con la identificacién de una patologia en especifico que podria conllevar
a la determinacion de una o varias dianas moleculares de interés y sus compuestos activos (hits)
(Saldivar et al., 2017, p.52). A partir de este punto, se les empieza a hacer amplias modificaciones
a los compuestos hits hasta obtener un compuesto lead optimizado (compuesto lider), es decir, una
molécula que cumpla con las propiedades especificas deseadas y otros aspectos como la
originalidad, patentabilidad y accesibilidad por extracciéon o sintesis (Figura 21 y 22). Para dar
continuidad, se procede a una serie de pruebas pre-clinicas, en las que debe demostrar no ser toxico,
tanto en células o tejidos como en modelos animales. Si se aprueba con éxito, se pasaria a la etapa

de pruebas clinicas que abarcan diferentes fases (Figura 22) (Gil, 2010, p. 2):

Fase I. Probar que el compuesto es seguro y tolerable en individuos sanos. También evaluar

su farmacocinética y farmacodinamia (Figura 22) (Cuevas et al., 2016, p. 16).

Fase Il. Probar la eficacia del compuesto en un nimero limitado de individuos que padecen
la enfermedad o entidad clinica de interés, para estudiar una actividad bioldgica especifica, el
control o la profilaxis de una enfermedad. Estos estudios sirven también para determinar el rango

de dosificacion apropiado (Figura 22) (Cuevas et al., 2016, p. 16).

Fase Ill. Estudio que se realiza en un gran numero de individuos enfermos para probar la
eficacia del compuesto y su caracter inofensivo. Esta fase debe establecer la incidencia de los

efectos secundarios comunes e indicar qué tipo de pacientes tienen un riesgo especial para
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desarrollar efectos secundarios menos frecuentes. Una vez aprobada, se lanza al mercado como un
nuevo farmaco (Figura 22) (Cuevas et al., 2016, p. 16).

Fase 1V. Fase donde se realiza la farmacovigilancia, que consiste en el seguimiento del
farmaco una vez ha sido comercializado, deteccidn de efectos secundarios a largo plazo, posibles
efectos del fa&rmaco sobre la patologia o nuevas indicaciones o formulaciones, estudios de
morbilidad y mortalidad (Figura 22) (Cuevas et al., 2016, p. 17).

Figura 13. Proceso de Optimizacion de Compuestos Activos (Hits)
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Figura 14. Esquema General del Proceso de Descubrimiento y Desarrollo de un Farmaco
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Fuente: Saldivar et al., 2017, p. 53.

Modelado molecular de compuestos con actividades bioldgicas

Al conocer la estructura tridimensional de una proteina, es posible utilizar programas
de dindmica molecular para simular la dinamica conformacional de una proteina y observar como
los factores como la temperatura, el pH, la fuerza idnica o las sustituciones de aminoacidos influyen
sobre estos movimientos. Los programas de acoplamiento (“docking”) molecular permiten
visualizar las interacciones gque tienen cuando una proteina se encuentra con un sustrato, inhibidor
u otro ligando. La investigacion virtual para moléculas que tienen probabilidades de interactuar
con sitios clave sobre una proteina de interés biomédico, se usa de manera extensa con el fin de

facilitar el descubrimiento de nuevos farmacos (Rodwell et al., 2016, parr. 36).

El modelado molecular de compuestos organicos y los métodos para el descubrimiento de
receptores para farmacos han logrado beneficiar satisfactoriamente la relacion de estructura-
actividad cuantitativamente (Brunton et al., 2012, parr.15). Ademaés, se emplea para inferir la
estructura de proteinas para las cuales aun no se dispone de estructuras cristalograficas con rayos

X o resonancia magnética nuclear (NMR) (Rodwell et al., 2016, parr. 37).

La cristalografia de rayos X ofrece informacion estructural mas detallada si la proteina a la
cual se unira el farmaco puede cristalizarse con el farmaco unido a ella. La espectroscopia por
resonancia magnética nuclear (NMR) es otra técnica Gtil para conocer la estructura del complejo
farmaco-receptor, en donde los estudios de NMR se realizan en solucién, lo que tiene la ventaja de

que el complejo no debe ser cristalizado. Sin embargo, las estructuras obtenidas por espectroscopia
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por NMR por lo general no son tan precisas como las obtenidas por cristalografia de rayos X y la
proteina estudiada no debe tener un tamafio mayor de 35 a 40 kDa (Brunton et al., 2012, parr.9).

Una de las aplicaciones del modelado molecular es proponer cambios especificos a las
estructuras quimicas para ayudar a incrementar su afinidad y especificidad con la diana terapéutica,
con el fin de aumentar su actividad bioldgica efectivamente. Entender el modo de accion de
moléculas activas a nivel molecular, tiene gran interés cientifico y préctico para el desarrollo de
nuevos farmacos y mejoramiento de la calidad de vida de las personas. Ademas, dependiendo de
la informacion disponible, se emplea con gran frecuencia el acoplamiento molecular (“docking”),
el cribado o filtrado computacional de colecciones de compuestos (“virtual screening”) y modelado
del farmacdforo (Medina et al., 2015, p. 181).

Para modular, imitar y predecir el comportamiento de las moléculas se utilizan dos
estrategias, el disefio basado en ligandos y el disefio basado en la diana. El primero se aplica cuando
se dispone de una serie de ligandos que poseen afinidad por la misma diana terapéutica y se unen
en el mismo sitio, mientras que el segundo se utiliza cuando se dispone de la estructura
tridimensional de la diana (Lopez, 2017, p. 141). Sin embargo, cuando no se dispone la proteina
cristalizada, se requiere hacer modelos de homologia, un método para disefiar una estructura
cristalizada lo méas parecido posible a la proteina de interés para poder proceder con la
investigacion, lo cual se explicara mas adelante (Leffler et al., 2017, p. 2).

Relaciones de estructura-actividad y disefio de farmacos

La potencia de una interaccion reversible entre un ligando y su receptor, estd medida por
la constante de disociacion que inicia la afinidad de uno por otro y la estructura quimica de un
ligando también contribuye a la especificidad de este mismo (Zastrow, 2016, parr. 93). Un ligando
gue interactGa con un solo tipo de receptor que se expresa en cantidades limitadas de células
diferenciadas, mostrara gran especificidad. Sin embargo, si un receptor tiene varias expresiones en
diversas celulas, el ligando mostrara amplios efectos, con la posibilidad de producir efectos
secundarios o toxicos graves si el receptor tiene una funcion importante en varios tejidos. De hecho,
muchos farmacos de importancia clinica muestran especificidad amplia porque tienen la capacidad

de interactuar con multiples receptores en diferentes tejidos (Brunton et al., 2012, parr. 6y 9).



60

La explotacion de las relaciones de estructura y actividad entre un ligando y un receptor, en
muchas ocasiones, ha ocasionado la sintesis de agentes terapéuticos Utiles. El antagonismo
terapéutico util de hormonas o neurotransmisores se ha desarrollado por modificaciones quimicas
de la estructura del agonista fisioldgico. Las modificaciones menores de la estructura también
tienen efectos notables en las propiedades farmacocinéticas de los farmacos, como una distribucion
mas fiable en el cuerpo y un farmaco que debe ser desdoblado por una esterasa para que adquiera
su actividad. Por ende, la unién especifica de un farmaco a su receptor se ilustra por la capacidad
de los receptores para interactuar de manera selectiva con isomeros opticos (Brunton et al., 2012,
parr.13 y 14).

Ante esa informacion, se da la posibilidad de utilizar analisis por ordenadores para
identificar las propiedades quimicas, el farmacoforo necesario para la interaccion éptima con el
receptor: tamario, forma, posicion y orientacion de los grupos con carga o de los enlaces donadores
de hidrégeno, entre otras caracteristicas. La importancia de las interacciones especificas entre
farmaco y receptor puede valorarse al analizar la respuesta de los receptores que han sufrido
mutacion selectiva en residuos de aminoacidos individuales, el cual puede permitir la optimizacion
o disefio de compuestos quimicos que pueden unirse al receptor sin mejorar la afinidad, selectividad
o efectos reguladores (Brunton et al., 2012, péarr. 15). El hecho de conocer las interacciones béasicas
que tienen lugar entre un ligando y su receptor permite la estimacion de su afinidad y la utilizacion

de técnicas de optimizacion

La afinidad de un farmaco por su receptor y su actividad intrinseca depende de su estructura
quimica, pues las relaciones con frecuencia son bastante especificas y las modificaciones menores
que se realizan en la molécula del farmaco pueden ocasionar cambios importantes en sus
propiedades farmacoldgicas, basados en la alteracion de la afinidad por uno o mas receptores. Sin
embargo, los cambios en la configuracién molecular no alteran todas las acciones y efectos de un
farmaco en la misma intensidad y en ocasiones es posible desarrollar un congénere con una razén
més favorable de efectos-terapéuticos y efectos-adversos, incrementando la selectividad entre
diferentes células o tejidos o bien, proporcionandole caracteristicas secundarias mas aceptables que

las que mostraba el farmaco original (Brunton et al., 2012, parr.13 y 14).

Por otro lado, la capacidad de un farmaco para activar receptores y generar una respuesta

celular es reflejo de su eficacia. Asimismo, un farmaco con alta eficacia puede ser un agonista
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pleno y desencadenar, a cierta concentracion, una respuesta plena, mientras que un farmaco con
una eficacia menor en el mismo receptor, podria no desencadenar una respuesta plena aun a dosis
muy elevadas. Cuando es posible describir la eficacia relativa de farmacos en un receptor en
particular, un farmaco con baja eficacia intrinseca sera un agonista parcial. Un farmaco que se une
al receptor y muestra eficacia cero es un antagonista. Cuando la respuesta de un agonista se mide
en un sistema biol6gico simple, la constante de disociacidn aparente (Kapp), es una constante de
equilibrio macroscopico que refleja tanto el equilibrio de union a ligando, como el equilibrio

subsiguiente que da origen a la formacion de un receptor activo (Brunton et al., 2012, parr. 24).

Modelado por homologia

Los avances en biologia molecular y en la secuenciacion del genoma, hicieron posible
identificar receptores proteicos al predecir su homologia estructural con otros receptores
previamente conocidos y cristalizados, ya que la mayoria de los receptores de los farmacos de
relevancia clinica son proteinas. Este esfuerzo revel6 que muchos de los farmacos conocidos, se
unian a mas receptores de los que se esperaba al inicio, especialmente a receptores huérfanos o
desconocidos. Tal suceso motivo el esfuerzo y determinacion para desarrollar nuevos y futuros
farmacos cada vez més selectivos y con menos efectos indeseados para el cuerpo (Zastrow, 2016,
parr. 9).

En ocasiones, no hay acceso a receptores o proteinas de interés para hacer pruebas de
investigaciones, ya sea porque son bastante dificiles de cristalizar, como las proteinas de
membrana, o porque el porcentaje de la Unica estructura y su resolucion razonable es demasiada
pequefia. No obstante, cristalizar una proteina es un proceso muy tedioso y delicado, y esto se debe
principalmente a las limitaciones de los métodos existentes y a la dificultad del cristalégrafo para
asignar correctamente los aminoacidos y su densidad electrénica (Prieto y Medina, 2018, p. 133).
Ante esta complejidad, se presenta una alternativa que involucra crear un modelado por homologia

de la proteina de interés.

El proceso consiste en crear la estructura de una proteina virtual usando como base las estructuras
0 secuencias de las proteinas ya cristalizadas, que son parecidas entre si por su origen (homdloga),
con el fin de predecir la estructura terciaria de la proteina desconocida (Ballesteros y Parra, 2018,

p. 63). Para determinar el grado de semejanza entre dos proteinas, se necesita del alineamiento de
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secuencias de aminoacidos para conocer su relacion evolutiva y contar el nimero de posiciones
equivalentes conservadas para reducir al minimo los vacios y los desfases, y maximizar

las coincidencias entre las secuencias que se comparan (Diaz et al., 2012, p. 107).

Es probable que el resultado sea una quimera proteica que requiere un analisis para
determinar que fue construida validamente y que sea Util para el acoplamiento molecular. Ademas,
es cierto que la utilidad real de un modelo por homologia puede ser limitado, pero es una
herramienta util para apoyar el disefio de farmacos a dianas, cuyas estructuras tridimensionales no

son bien conocidas y los resultados pueden ser consideraciones apropiados (Duan et al., 2015, p.7).

De acuerdo con la evidencia cientifica, se han identificado que los péptidos del tercer bucle
intracelular del receptor p2-adrenérgico pueden activar la proteina G inhibidora (Gi), por lo tanto,
se considera como un buen modelo para la investigacion del mecanismo molecular (Figura 23)
(Kikkou et al., 2006, p. 933). Por otro lado, el receptor de prostaglandina D2 también presenta una
estructura muy similar a la prostaglandina E2 y presenta una buena unién a los receptores acoplados
a la proteina G. Por eso, Wang y sus colaboradores (2018, p.1), disefiaron una estructura
cristalizada de este receptor (Figura 24), con el fin de revelar nuevos mecanismos sobre el

reconocimiento de ligandos diferenciales entre los GPCR (Baidya et al., 2018, p. 5).

Figura 15. Estructura Cristalizada del Receptor p2-Adrenérgico (PDB-ID 2RH1)

Fuente: Protein Data Bank, 2018.
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Figura 16. Estructura Cristalizada del Receptor de Prostaglandina D2 (PDB-ID 6D26)

Fuente: Protein Data bank, 2018.

Cribado virtual o filtrado computacional de colecciones de compuestos

El cribado virtual involucra el proceso de identificar, de disefiar o analizar el potencial
farmacoldgico de una sustancia por métodos computacionales. Este incluye tres pasos: la
preparacion de las estructuras, el filtrado y pruebas in silico. Una vez terminados estos pasos, se
pueden afadir pruebas, como un modelo descriptivo con los resultados obtenidos, o iniciar el
procedimiento nuevamente para refinar los resultados. Ademas, cabe aclarar que los resultados del
cribado virtual no aseguran que se ha descubierto o disefiado un nuevo farmaco hasta comprobarlo
con pruebas bioldgicas, pero si son herramientas invaluables para optimizar tiempo y recursos,

como se habia mencionado anteriormente (Prieto y Medina, 2018, p. 126).

La preparacion de estructuras es el paso mas lento, pero determinante, que consiste en
precisar correctamente las estructuras quimicas a emplear, asignar la geometria, cargas y quiralidad
adecuadas de los compuestos de interés, los cuales pueden proceder de bases de datos publicas con
compuestos identificados por un grupo de investigadores o hacer la propuesta tedrica de nuevas
estructuras. El filtrado consiste en la seleccion de compuestos que mejor cumplan con los criterios
de interés (Tabla 3) (Prieto y Medina, 2018, p. 126):
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Filtros y sus Criterios 0 Rangos para Seleccionar Compuestos

Filtro

Descripcion

Ghose

Indica que el LogP debe estar entre -0,4 y 5,6 (preferiblemente entre 1,3 y
4,1), el peso molecular entre 160 y 480 Da, la refractividad molar entre 40
y 130 y el nimero total de 4&tomos entre 20 y 70. (Ghose et al., 1999, p. 67)

Lipinski

Indica que no debe tener méas de 5 donadores de puentes de hidrogeno y no
mas de 10 aceptores de puentes de hidrogeno. EIl peso molecular debe ser
inferior a 500 Da y el coeficiente de reparto octanol-agua (LogP) inferior a
5. Con solo que no cumpla una de las reglas, se considera una alerta de pobre

absorcion y pobre permeabilidad. (Lipinski et al., 2001, p. 9)

Muegge

Indica que el LogP debe estar entre -2 a 5, el peso molecular entre 200 y 500
Da, los aceptores y donares de puentes de hidrégeno inferior a 10 y 5,
respectivamente. También indican que la Refractividad molar debe estar
entre 40 y 130, enlaces rotables debe ser inferior a 8, a&tomos pesados entre
20 y 70, area polar superficial inferior a 120 A? y anillos menores de 4.
(Muegge, 2003, p. 304)

Veber

Resalta la importancia de la biodisponibilidad oral de un medicamento
independientemente a la masa molecular, por lo que incluye los enlaces
rotables inferior a 10, el area polar superficial inferior a 140 A%y los donares
0 aceptores de hidrogeno menor a 12 y enlaces rotables menor a 10. (Veber
etal., 2002, p. 2620)

Biodisponibilidad

Indica que la masa molecular debe ser inferior a 500 Da, LogP menor a 5,
APS menor a 200 A, los enlaces rotables deben ser menos de 10 y los anillos
menos de 5. También indica que los aceptores y donadores de hidrogeno
debe ser menor de 10 y 5, respectivamente.,

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Por altimo, después de cumplir con los filtros, se prosiguen a las pruebas in silico, las cuales
son simulaciones que pueden incluir: similitud quimica, acoplamiento molecular y dindmica
molecular (Prieto y Medina, 2018, p. 126). El acoplamiento molecular propone modelos de union
y muchas veces, el acoplamiento depende de las caracteristicas fisicoquimicas del receptor mas
que del ligado, y de eventos bioquimicos desencadenados por la union de ellos (Zastrow, 2016,
parr. 20). Tiene dos etapas, el “docking” que busca la conformacién y orientacion o posicion éptima
de un ligando dentro de una diana molecular, mientras que el otro consiste en la precision de
puntuacion o “scoring”, el cual busca asignar un valor o puntaje que mida la interaccion entre las
estructuras. Esta Gltima etapa es la mas dificil de calcular con precision y de forma rapida (Saldivar
etal., 2017, p. 54).

Un indicador del acople molecular en unién del ligando con el receptor es la energia de
Gibbs (Meneses y Cuesta, 2015, p.18). Cuando este tiene un valor mas bajo o negativo en
comparacion con otro, este presenta una mejor union y estabilidad, pero si presenta un valor alto o
positivo indica menor union y estabilidad (Castillo et al., 2018, p. 101). En tal sentido, el cribado
virtual reduce significativamente el nimero de ensayos bioldgicos que se harian si no hubiera una
seleccion de compuestos. Sin embargo, es un proceso predictivo que debe complementarse y
apoyarse con ensayos experimentales que validen las predicciones de los ensayos in silico (Saldivar
etal., 2017, p.55).

Las funciones de puntuacion basadas en el fisico se centran en campos de fuerza, y la
afinidad de enlace que se estima como la suma de las energias de electrostatica y de interacciones
van der Waals. Las funciones de puntuacién basadas en empiricos se centran en propiedades
fisicoquimicas, (como los enlaces de hidrdgeno, el contacto hidrofobico y los términos de cambio
en el centro). Por ultimo, las funciones de puntuacion basadas en el conocimiento, las cuales se
caracterizan por el analisis estadistico de estructuras complejas determinadas experimentalmente.
La difusién de estas clases de funciones de puntuacion se debe al gran aumento de estructuras
complejas determinadas experimentalmente que han enriquecido la evaluacion estadistica
(Tuccinardi, 2009, p. 304).
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Biblioteca virtual de las moléculas sintetizadas

Los quimicos farmacdlogos expertos sintetizan derivados de estos productos iniciales,
realizando sustituciones de posiciones accesibles e iniciando de esta forma la definicion de las
relaciones entre la estructura quimica y la actividad bioldgica. Muchos pardmetros podrian requerir
optimizacion, lo que incluye la afinidad por el sitio de unién, actividad agonista o antagonista,
permeabilidad a traveés de las membranas celulares, absorcion y distribucién en el cuerpo,
metabolismo del farmaco y efectos indeseables. Este método dependia en el pasado en gran medida
de procedimientos de ensayo y error, pero los métodos modernos para el desarrollo de farmacos
con frecuencia toman ventaja del anlisis de la estructura de alta resolucion de un posible farmaco

unido a su sitio de accion (Brunton et al., 2012, parr. 9).

El método habitual para la invencién de farmacos de moléculas pequefias consiste en la
revision de un grupo de compuestos quimicos, mediante la creacidn de una biblioteca virtual, para
compuestos con las caracteristicas deseadas. Una alternativa consiste en sintetizar y centrarse en
compuestos quimicos muy relacionados, de una sustancia que se sabe participa en reacciones
bioldgicas de interés, el cual es una estrategia de particular importancia en el descubrimiento de

farmacos antineoplasicos (Brunton et al., 2012, parr.5).

La biblioteca virtual contiene cientos o miles, incluso millones de compuestos por su
capacidad para interactuar con objetivos moleculares especificos o para desencadenar una
respuesta biologica especifica. Se sintetizan utilizando meétodos modernos de sintesis de
compuestos organicos usando quimica de combinacion para crear grandes colecciones de
compuestos quimicos relacionados, que pueden analizarse para conocer su actividad con el uso de
sistemas de alto rendimiento. Los métodos de sintesis de orientacion diversa también son de
utilidad, mientras los productos naturales son fuentes de estructuras quimicas novedosas y en

ocasiones extremadamente complejas (Brunton et al., 2012, parr.6).
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

En el presente apartado se presentara la metodologia utilizada para la elaboracion de esta
investigacion a nivel in silico. Ademas, se presenta el enfoque y disefio de la investigacion, los
instrumentos requeridos para la recopilacion y andlisis de datos, las distintas variables por evaluar
en la creacion de la biblioteca y el acople molecular.

Enfoque

Este trabajo de investigacion tiene un enfoque cuantitativo por tener un caracter secuencial
y probatorio para el andlisis y tratamiento de datos e informacion de las distintas propiedades
fisicoquimicas del metabolito baicalein y los derivados moleculares de este, para evaluar su unién
con el receptor EP3A de prostaglandina acoplada a proteina G (Hernandez, 2014, p. 4). Asimismo,
busca estudiar los resultados del anclaje o acople molecular entre el receptor EP3A de
prostaglandina y los derivados moleculares, con el fin de crear una alternativa terapéutica

profilactica para sustituir los inhibidores de bomba de protones al tomar un AINE.

Método

El cribado virtual puede mejorar significativamente el descubrimiento y desarrollo de
farmacos, principalmente ahorrando costo y tiempo. Con esto se pretende realizar una optimizacion
de la molécula lider mas estable con propiedades deseables gastroprotectores, antiulcerosos y
citoprotectores, desde la biblioteca virtual de los derivados de baicalein (Brunton et al., 2012,
parr.6). Ademas, este trabajo se realizara desde la computadora con programas informaticos libres

disponibles en la web, guiandose con informacion cientifica encontrada previamente
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En la siguiente tabla se muestran las variables o pardmetros que se utilizardn durante el

procesamiento de la molécula baicalein y sus derivados para unirse al receptor EP3A de

prostaglandina acoplado a la proteina G inhibidora.

Tabla 4. Variables de la Investigacion

L Definicion
_ L Definicion _
Variable Definicion conceptual _ instrument
operacional
al
Coeficiente de | Relacion de concentraciones de un | Lipinski (<5), Biblioteca
particion (LogP) compuesto no ionizado en dos fases Ghose (-0,4 a 5,6 virtual  de
de disolventes inmiscibles (agua y n- preferiblemente compuestos
octanol) en equilibrio. Medida entre 1,3 a 4,1),
logaritmica en base 10 del coeficiente
Muegge (-2 a5
(Chemaxon, 2018). gge ( )y
Biodisponibilidad
(<5).
Area polar | Formado por los atomos polares de | Lipinski (<120 | Biblioteca
superficial (PSA) una molécula. Muestra una buena | A?), Muegge | virtual de
correlacion  con el  transporte | (<120 A?), Veber | compuestos
molecular pasivo a través de | (<140 A?) vy
membranas, y permite la estimacion | Biodisponibilidad
de las propiedades de transporte de | (<200 A?)

drogas. Se puede calcular tanto para
la forma neutra de la molécula como
para las microespecies principales a
un pH dado. (Chemaxon, 2018).
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Masa molecular Suma de las masas atomicas en una | Lipinski (<500 | Biblioteca
molécula (Chemaxon, 2018). g/mol), Ghose | virtual de
(160 a 480 g/mol), | compuestos
Muegge (200 a
500 Da) y
Biodisponibilidad
(<500 Da)
NUmero de | Calcula la inclinacién de los donares | Lipinski (<5), Biblioteca
donadores de puentes | atdbmicos de hidrégeno. Los datos Muegge (<5), virtual  de
de hidrégeno atdbmicos y la multiplicidad global compuestos
L Veber (<12) vy
donante de enlaces de hidrogeno se
) Biodisponibilidad
muestran para la molécula de entrada
. . <5
0 sus microespecies a un pH dado (<5)
(Chemaxon, 2018).
Numero de aceptores | Calcula la inclinacion de los | Lipinski (<10), Biblioteca
de puentes  de | aceptores atomicos de hidrégeno. Los Muegge  (<10), virtual  de
hidrogeno datos atomicos y la multiplicidad Veber (<12) y compuestos
global aceptor de enlaces de Biodisponibilidad
hidrogeno se muestran para la (<10)
molécula de entrada o0 sus
microespecies a un pH dado
(Chemaxon, 2018).
Refractividad molar | Estd fuertemente relacionada con el | Ghose (40 a 130) | Biblioteca
volumen de las moléculas y las |y Muegge (40 a | virtual de
fuerzas de dispersion de London que | 130) compuestos

tienen importante en la

papel
interaccion del farmaco-receptor y los

resultados del calculo con el valor de
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refractividad se pueden visualizar en
2D 0 3D. (Chemaxon, 2018)

Numero de atomos Un atomo se define como la unidad | Ghose (20 a 70) Biblioteca
bésica de un elemento que puede virtual  de
intervenir en la combinacion quimica compuestos
(Chang, 2013)

Numero de anillos Un anillo es un compuesto cuyos | Muegge (<4) vy | Biblioteca
atomos estan conectados para formar | Biodisponibilidad | virtual de
un ciclo (Smith y March, 2007). (<5) compuestos

Numero de enlaces | Son enlaces simples unidos por dos | Muegge (<8), Biblioteca

rotables carbonos y pueden rotar. (Gil, 2010) Veber (<10) y virtual  de

Biodisponibilidad | COMPUestos
(<10)

Solubilidad Parametro importante para alcanzar la | Solubilidad a pH | Biblioteca
concentracion deseada del farmaco en | 7,4. Categorias: virtual  de
la circulacion sistémica de la Baja: compuestos
respuesta farmacoldgica. (Alvarado,

<0.01 mg/mL
2015, p. 207)

Moderada: 0,01 a

0.06 mg/mL

Alta:

>0,06 mg/mL

“Docking” Determina la conformacion y | Union del ligando | Modelaje
posicion optima que los ligandos | con el receptor por acople
ocupan en el receptor. (Saldivar et al., molecular

2017).
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“Scoring”

Consiste en asignar un valor o puntaje
que mida la interaccién entre el
ligando y receptor. (Saldivar et al.,
2017).

Energia de Gibbs:
Energia de union
del ligando con el
receptor.
(Meneses y
Cuesta, 2015, p.
18)

Modelaje
por acople

molecular

Fuente: Estas variables se han utilizado en investigaciones anteriores como de los autores Cruz

(2015), Blanco (2017) y Zufiga (2017) en su metodologia de investigacion.

Instrumentos y técnicas

Para la busqueda de un nuevo farmaco candidato, se utilizardn computadoras, programas

informaticos disponibles en web para desarrollar la biblioteca y el cribado molecular. El uso

correcto de los programas requiere conocimiento, aungue no extenso ni totalmente especializado.

La informacion teorica cientifica y conceptual se obtiene por medio de articulos cientificos, revistas

cientificas, libros, bases de datos y revisiones bibliogréaficas.

Tabla 5. Base de Datos Utilizados para la Busqueda de Estructuras Quimicas

Base de datos

URL

Descripcion

Protein Data Bank

https://www.rcsb.org/

Repositorio de
cristalogréficas de proteinas.

estructuras

Blast.cgi?PAGE=Proteins

ARN o de proteinas.

PubChem https://pubchem.ncbi.nlm.nih. | Repositorio de moléculas pequefias.
gov/

Drugbank https://www.drugbank.ca/ Repositorio de farmacos.

BLASTp-NIH https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ | Alineamiento de secuencias de ADN,
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Uniprot https://www.uniprot.org/ Repositorio central de datos sobre
proteinas creado por la combinacion de
Swiss-Prot.

Swiss-model https://swissmodel.expasy.org | Modelado de homologia de estructuras

/

de proteinas cristalizadas.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Tabla 6. Programas Informéticos (Software) que Permite Realizar Andlisis

Quimioinformatica

Programa URL Capacidades

informatico

Chimera https://www.cgl.ucsf.edu/chi | Visualizador, modelado o preparacion de
mera/ proteinas y moléculas.

Open Babel http://openbabel.org/wiki/Mai | Conversion de formatos, calculos de
n_Page cargas, torsiones 'y  fragmentos

moleculares.
PyRx Virtual | https://pyrx.sourceforge.io/ Acoplamiento molecular.

Screening Tool

Chemicalize https://chemicalize.com/ Dibujos o disefios de moléculas, célculos
quimicos, busqueda y procesamiento de
texto. Propiedad de ChemAxon.

Marvin JS https://chemicalize.com/#/dra | Dibujos o0 disefios de moléculas.

wing Propiedad de ChemAxon

Excel Microsoft Office 2016 Hoja de calculo de software disponible en

la mayoria de las computadoras. Traen
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consigo herramientas como formulas,

graficos y un lenguaje de programacion.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Procedimiento de recoleccion y analisis de los datos

Para obtener la biblioteca virtual por medio de un cribado molecular, se requiere una serie
de procedimientos para obtener cien analogos del baicalein y de ahi seleccionar a la mejor molécula

candidata derivada de baicalein.

Paso 1. Disefio del ligando

Se desarrolla la biblioteca virtual mediante el uso del programa Marvin JS para crear y
dibujar los cien analogos (hits) del baicalein, cada una de las moléculas sera sometida a dos 0 mas
modificaciones estructurales para agregar nuevas caracteristicas fisicoquimicas. A cada molécula

se les asignard un nimero para identificarla.

En Marvin JS se pueden visualizar las estructuras de los analogos de baicalein, las cuales
seran guardadas en una hoja del calculo del programa Excel (Tabla 6), segtn el nimero de analogo
realizado. Cada vez que se disefia un andlogo en Marvin JS, este le otorga a cada andlogo una
identificacion llamada SMILES, este funciona para obtener informacién quimica de cada molécula,

a la hora de calcular su estructura.

La primera ronda de disefio de analogos servira de referencia para disefiar los analogos de

la segunda ronda hasta obtener la molécula deseada.

Paso 2. Analisis de las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los derivados

Cada uno de los analogos se somete a los filtros o criterios de aceptacion establecidos (Tabla
4). Estos rangos determinan una seleccion por descarte, ya que, con solo un parametro que no
cumplan, la molécula no tiene el valor farmacoldgico deseado, y, a partir de este analisis, se

selecciona la molécula candidata que cumple mejor con las caracteristicas deseadas para seguir
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modificandole la estructura, hasta obtener la mejor candidata (lead) de entre los cien analogos, con

la mejor energia de union durante el “docking”.

Paso 3. Obtencion del modelo tridimensional del receptor EP3A de prostaglandina acoplado

a la proteina G inhibidora.

Protein Data Bank (PDB) no cuenta con una estructura 3D del receptor EP3A obtenida
mediante cristalografia de rayos X. Entonces, se procede a determinar un modelo de este receptor

basado en homologia.

En la base de datos UniprotKB (ID: P43115-1), se descarga el archivo en formato FASTA
con la estructura primaria del receptor EP3.

La estructura primaria de EP3A se utiliza para un alineamiento de secuencias en BLASTp-
NIH (Tabla 5), para asi obtener resultados de proteinas con un alto porcentaje de homologia con el
receptor EP3A. Luego, se busca en Protein Data Bank estas proteinas homdlogas al receptor de
interés, encontrdndose como resultado el receptor de prostaglandina D2 (PDB-ID 6D26) y el
receptor B2-adrenérgico (PDB-ID 2RH1). Para estos dos receptores también se obtuvo el archivo

con la estructura primaria de cada una en formato FASTA.

El receptor homdlogo con mayor identidad o similitud al receptor EP3A, con estructura 3D
conocida, se utilizara para construir un modelo de EP3A basado en homologia. En la plataforma
Swiss-model (Tabla 5) se construy6 el modelo receptor EP3A utilizando el receptor prostaglandina

D2 como proteina homdloga.

4. Anclaje o acople molecular

Como el extremo amino terminal esta hacia el liquido extracelular (LEC), mientras que la
cola de carboxilo terminal hacia el liquido intracelular (LIC) o hacia el citoplasma. Se establecio
que el sitio de unidn seria a lo largo de la cola amino terminal y sus tres bucles extracelulares,
debido a que en la cola de carboxilo terminal interaccionara con la proteina G inhibidora para

regular la actividad de moléculas efectoras.
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Una vez identificado el sitio de union, se prepara el receptor y los ligandos utilizando el
software UCSF-Chimera, por lo que se eliminan todas las moléculas de agua, ligandos, iones y
acidos nucleicos que rodean la estructura con el fin de que no interrumpan las interacciones entre

el ligando y la diana.

Una vez preparado se procede a utilizar el programa PyRx Virtual Screening Tool para
realizar el acople molecular de todos los ligandos con el modelo del receptor EP3A, y asi definir
la energia de unidn de la molécula y el receptor. Esto se lleva a cabo por medio de las interacciones
de los aminoacidos del receptor y los atomos del ligando. EI Gridbox definido en los acoples
moleculares se efectla con las siguientes especificaciones: Centro X: 0.5357, Y: 83.0971 y Z:
271.3577, Dimensiones X: 56.5685, Y: 55.5075y Z: 38.0235. De esta forma se establece por medio
de fuerzas termodinamicas la unién y la estabilidad de cada molécula, para encontrar la energia de
unién. Con el programa Chimera se visualizan los anclajes moleculares y los enlaces formados

entre ligando-receptor.

Paso 5. Proceso de optimizacion de la molécula hit

Se inicia el proceso de optimacién desde el inicio del disefio de ligandos, con la utilizacion
de la base de datos Chemicalize (Tabla 6). Durante el calculo de propiedades, se muestra
exclusivamente el filtro Lipinski (un poco mas estricto que los otros filtros propuestos), por lo que,
si cumple con los parametros definidos, estos pueden formar parte de la biblioteca virtual
cumpliendo con todos los pardmetros, con el fin de asegurarse de que todos los ligandos sean
capaces de ser elegidos para interaccionar con la diana. Tomando en cuenta los mismos pardmetros,

se comparan los resultados para determinar si alcanza una mejor energia de union.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

Modelado por homologia

La mayoria de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) toman una conformacion
comun que abarca la membrana multiple en los siete dominios transmembranales (Kikkou et al.,
2006, p. 933). El mecanismo de union de PGE2 en el receptor prostanoide EP3A es poco conocido
debido a la falta de estructuras de rayos X para este tipo de receptor, s por eso que se prosiguio a
construir un modelo EP3A a través del modelado por homologia, al igual como lo hicieron Akasaka
y colaboradores (2016), ya que el conocer la estructura tridimensional de la proteina objetivo es

esencial para llevar a cabo los estudios experimentales y computacionales (p. 9).

De acuerdo con la evidencia cientifica, el receptor de prostaglandina D2 presenta una
estructura muy similar a la prostaglandina E2 y presenta una buena union a los receptores acoplados
ala proteina G. Utilizando la estructura cristalizada del receptor de prostaglandina D2 disefiada por
Wang y asociados (2018, p.5), se construyé el modelo EP3A a través del modelado por homologia.
Por medio del BLASTp-NIH se mostrd que el que tenia mejor homologia por similitud era el

receptor de prostaglandina D2 en comparacion con el receptor 32-adrenérgico (tabla 7).

Tabla 7. Porcentajes de Similitud de los Receptores en Comparacion con el Receptor EP3A

Receptor Porcentaje de similitud vs EP3A
Receptor f2-adrenérgico 33%
Receptor de prostaglandina D2 37%

Fuente: BLASTp-NIH, 2018.

Sobre la base de las consideraciones anteriores, se prosiguio con la construccién del modelo
0 estructura de la proteina virtual, basandose en las secuencias del receptor de prostaglandina D2
(ya cristalizada) y del receptor EP3A en Swiss-model con el fin de predecir una estructura terciaria
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de la proteina de interés (Figura 25) (Ballesteros y Parra, 2018, p. 63). Es cierto que la utilidad real
de un modelo por homologia puede ser limitada, pero es una herramienta Util para apoyar el disefio
de ligandos a dianas, cuyas estructuras tridimensionales no son bien conocidas, y los resultados

pueden ser consideraciones muy importantes para tomarlas en cuenta (Duan et al., 2015, p.7).

Figura 17. Modelado por Homologia del Receptor EP3A Proyectada en Chimera

Fuente: Swiss-model, 2018

Disefio de la biblioteca virtual de compuestos

La invencion de farmacos a partir de moléculas pequefias, consiste en la revision de un
grupo de compuestos quimicos con caracteristicas deseadas presentes en una biblioteca virtual y
en a bases de datos. Debido a la evidencia cientifica del baicalein (Figura 26) como derivado de un

producto natural, que presenta gran potencial para ser utilizado como farmaco con propiedades
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gastroprotectora, antiulcerosa y citoprotector, se decidid realizar una biblioteca de compuestos
orgénicos donde se toma la estructura original del baicalein como base para elaborar un total de
100 disefios moleculares o analogos, esto se logré mediante sustituciones de posiciones accesibles
e iniciando de esta forma la definicion de las relaciones entre la estructura quimica y la actividad

bioldgica (Brunton et al., 2012, parr. 5).

Es evidente que el numero involucrado en la biblioteca virtual de compuestos desarrollado,
es limitado, pero es adecuado en el sentido de que proveen variedad de informacién estructural
permitiendo realizar una seleccion de acuerdo con los diferentes criterios, basados en sus
propiedades fisicoquimicas, topoldgicas y estructurales, asi como modelos y energias de union
entre el ligando y la diana (Cruz, 2015, p. 79). Ademas, las bibliotecas virtuales tienen como
objetivo establecer o predecir una molécula prototipo con las caracteristicas farmacoldgicas
esperadas. Para esto se requiere que cada una de las moléculas hits muestren propiedades
fisicoquimicas necesarias para ser consideradas como Optimas en el desarrollo del medicamento y
deben ser también faciles de analizar para realizar mas mejoras y descartes (Tuccinardi, 2009, p.
304).

Figura 26. Estructura Tridimensional del Baicalein Proyectada en Chimera

Fuente: PubChem, 2018.
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Baicalein tiene tres grupos hidroxilo en el anillo principal y su C-6 y C-8 son los sitios
activos de las reacciones de sustitucién nucleofilica. Los aminoacidos son compuestos
nitrogenados solubles en agua, y se usaron como los sustituyentes para la modificacion de la
estructura, como lo hicieron en el estudio de Li y sus colaboradores (2013, p. 287). Por otro lado,
Kuzmanovi¢ y sus colaboradores (2015), proponen un mecanismo de oxidacioén del baicalein e
indican que probablemente el primer paso es la oxidacion de dos grupos hidroxilo, y el segundo

paso es la oxidacion del tercer grupo hidroxilo (p. 36).

Aunque es dificil discutir la relacion de actividad-estructura responsables, de las
propiedades propuestas del baicalein, en un informe cientifico realizado por Babu y colaboradores
(2010), explica por primera vez las propiedades gastroprotectoras del baicalein e indican que la
presencia del anillo de fenilo libre parece impartir actividad gastroprotectora y que, la presencia
del grupo hidroxilo en la sétima posicion, no se puede descartar debido a que, durante las pruebas,
se demostré que la actividad gastroprotectora disminuia drasticamente (p. 117), es por eso que se

conservaron esas caracteristicas en los analogos disefiados.

Cabe aclarar que, cada uno de los analogos o ligando debe tener una estructura flexible que
permita cualquier alteracién en la proteina por efecto de la union y que no altere las predicciones
realizadas sobre la actividad (Albadejo, s.f, p. 11). Si el disefio de ligando basado en la estructura
de la proteina es rigido puede no servir, debido a que conformacionalmente no se producen los
cambios que la proteina realiza para ejercer su actividad enzimética. También hay que tener en
cuenta, si la molécula que se obtuvo es sintetizable, puesto que solo se considera el centro activo a

la hora de disefiar un ligando.

Propiedades fisicoquimicas de las moléculas incluidas en la biblioteca virtual y su

cumplimiento con los parametros definidos

Como propiedades fisicoquimicas, se mencionan la masa molecular, el nimero de atomos
pesados, el nimero de enlaces rotativos, el nimero de anillos aromaticos, el numero de centros
quirales, la lipofilicidad (LogP), area de superficie polar (APS) y area de superficie polar topoldgica

(ASPT), y el nimero de donantes de enlaces de hidrogeno y aceptores de enlaces de hidrogeno



80

como los principales parametros de analisis durante el proceso de candidato clinico (Tabla 4)
(Mignani et al., 2018, p. 609). Estas propiedades fisicoquimicas pueden justificar la conversion de
compuestos biolégicamente activos en farmacos terapéuticamente activos, pues un compuesto
biolégicamente activo, tiene propiedades farmacoldgicas si tiene propiedades aceptables de
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (Beaumont et al., 2014, p. 1192). Estas son
propiedades que puedan calcularse de forma confiable, rapida y sin costo mediante programas de

las computadoras.

Cabe resaltar, que todas las propiedades mencionadas, tienden a aumentar con el peso
molecular, el cual esta ligado con los numeros de &tomos compuestos (Ghose et al., 1999, p. 56;
Oprea et al., 2001, p. 1314). No obstante, se debe considerar que, a menor masa molecular puede
presentar una mayor biodisponibilidad oral, brevemente, se puede usar el pardmetro del peso
molecular para predecir la biodisponibilidad oral (Veber et al., 2002, p. 2615). Con respecto a los
atomos pesados, en el estudio de Cruz (2015), resalta que, a mayor cantidad de atomos pesados,
mayor posibilidad de interaccién con la diana y podria presentar también alta afinidad con poca
cantidad de atomos, representando una fuerza de interaccion mayor entre esos atomos (p. 96). Aun
cuando los resultados muestran valores crecientes de la masa molecular; de los andlogos disefiados,
conforme se les iban agregando mas 4tomos de interés, estos seguian dentro de los pardmetros
mencionados (Tabla 4), y presentan un valor aceptable y favorable para la biodisponibilidad oral
(Tabla 8y 9).

Tabla 8. Primera Ronda: Disefio de Analogos del 1 al 77

Parametro fisicoquimico Promedio | Desviacion estandar
Masa molecular (g/mol) 297.6482 29
LogP 3.2997 0.83514
Avrea polar superficial topologica (A) | 82.2343 15.4899
Refractividad molar (RM) 79.6927 4.6566
Aceptores de hidrégeno (ADH) 4.5454 0.9396
Donadores de hidrogeno (DDH) 2.8701 0.6757
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Total de 4tomos 34.22 3.83914
Cantidad de anillos 3 0
Enlaces rotables 1.3247 0.5242

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Tabla 9. Segunda Ronda: Disefio de Anélogos del 78 al 100

Parametro fisicoquimico Promedio | Desviacion estandar

Masa molecular (g/mol) 313.212 9.6093

LogP 3.8996 0.5580

Area polar superficial topoldgica (A) | 82.5336 15.2661
Refractividad molar (RM) 91.76 2.24

Aceptores de hidrégeno (ADH) 3.3913 0.8913

Donadores de hidrogeno (DDH) 2.2609 0.6192

Total de atomos 39.3181 1.1705

Cantidad de anillos 2.9565 0.2085

Enlaces rotables 2.91304 0.2881

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Los resultados asociados al LogP y refractividad molar (RM), mostro que, conforme se iban
modificando los analogos disefiados, sus valores iban aumentando. Sin embargo, siguen mostrando
una buena interaccion hidrofébica y una buena dispersion entre el ligando y la diana. La
lipofilicidad molecular (LogP) y la refractividad molar de las moléculas, representan las
interacciones hidro6fobas y dispersivas (van der Waals), respectivamente. Estas son caracteristicas
importantes que influyen fuertemente en la union del receptor-ligando, en la captacion celular y en
la biodisponibilidad (Ghose et al., 1999, p. 57).
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Ahora bien, segun los valores representados del area de superficie polar topoldgica (Tabla
8 y 9), muestran un promedio casi que constante, pero la mayoria aumentaba un poco por la
presencia del oxigeno y nitrégeno permitiendo el enlace de hidrégenos con la diana. Un area de
superficie polar topoldgica (ASPT) reducida se correlaciona mejor con el aumento de la tasa de
permeacion que la lipofilicidad y el aumento del recuento de enlaces giratorios (Veber et al., 2002,
p. 2620), en otras palabras, todas las moléculas hits de la biblioteca pueden adaptarse a diferentes
estructuras y, aun asi, presentan buena capacidad de permeabilidad en las membranas celulares
para interaccionar con su objetivo intracelular. En analisis recientes, se demuestra que los valores
comparables de lipofilicidad entre medicamentos, antiguos y nuevos, presentan fundamentos en
los medicamentos exitosos, pues un aumento de lipofilicidad de los compuestos que ingresaron en
el desarrollo clinico en los ultimos afios, dieron la correlacion mas fuerte con la incidencia de

efectos adversos in vivo (Edwards y Price, 2010, p. 382).

Por otro lado, los donadores y aceptores de puentes de hidrégeno se correlacionan con el
ASPT, en cuanto al andlisis de la biodisponibilidad oral (Veber et al., 2002, p. 2619). Un exceso
de donadores y aceptores de hidrogeno pueden afectar la permeabilidad de la molécula a través de
las membranas bioldgicas, por eso se establecio que, a menor cantidad de donadores y aceptores,
mayor permeabilidad (Lipinski et al., 2001, p. 8). Sin embargo, la presencia de donadores y
aceptores de puentes de hidrégeno puede favorecer la interaccion con la diana, lo cual también va
a depender del sitio de union y del equilibrio farmacocinético y farmacodinamico (Cruz, 2015, p.
90). Los resultados muestran que los donadores y aceptores de hidrogeno de todos los analogos
disefiados cumplen con los parametros propuestos (Tabla 4), por lo que otorgan a las moléculas
hits buena permeabilidad (Tabla 8y 9).

De igual manera, los enlaces rotatorios pueden tener un efecto negativo en la tasa de
permeacion y contribuye en la examinacion de la rigidez molecular a la biodisponibilidad oral
(Veber et al., 2002, p. 2615). Los enlaces rotables pueden otorgar a la molécula flexibilidad de
torsion y diferentes conformaciones, mientras que los anillos aportan rigidez estructural (Oprea et
al., 2001, p. 1312). Segun los valores mostrados (Tabla 8 y 9), todos los analogos disefiados
presentan cantidades de enlaces entre 1 y 3, mientras que la cantidad de anillos entre 1 y 2, tal
resultado deduce que las moléculas poseen grados de libertad convenientes tanto para la unién con
la diana, asi como en la permeabilidad y esto probablemente sucede debido a que las estructuras

poseen anillos que les confieren rigidez. Sin embargo, cuando un ligando se une a la diana, pierde
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esa libertad de mover por la afinidad y estabilidad que adquiere y la energia de union disminuye
(Gil, 2010, p. 39). Segun los datos presentados en la biblioteca virtual de compuestos, el analogo
100 es el que tiene una menor energia de unién (-14.2), por lo que se supone, que tendria la mejor

interaccion con la diana EP3A.

La baja solubilidad y velocidad de disolucion de los farmacos es la limitacion principal para
lograr una buena biodisponibilidad oral, debido a que se necesita que estén disueltos en los fluidos
gastrointestinales para poder ser absorbidos y generar su efecto terapéutico (Morales et al., 2018,
p. 27). Alvarado (2015), resalta que mas del 92% de los farmacos inscritos en la Farmacopea de
los Estados Unidos, presentan mala solubilidad y se reconoce que, en la industria farmacéutica,
mas del 40% de las drogas recién descubiertas muestran el mismo resultado, por lo que es necesario
aumentar la solubilidad y velocidad de disolucion del farmaco mientras mantiene una estructura
quimica estable (p. 207). Si una molécula es suficientemente lipofilica atraviesa membranas
bioldgicas, debe ser lo suficientemente soluble en medios acuosos para disolverse y permitir su
absorcion. Por lo tanto, aunque el analogo nimero 100 tiene la mejor energia de union, este presenta

una solubilidad anulada, por lo tanto, no es el mejor candidato a escoger.

Hecha la observacion anterior y después de todo lo que se ha venido mencionando, la
molécula hit que se considera como el mejor candidato es el analogo nimero 60, debido a que
presenta una solubilidad alta, segun las categorias propuestas por ChemAxon Documentation
(2018), por ende, presenta una buena solubilidad y absorcion. Su energia de union no es la mejor
energia de interaccion porque hay mejores, pero es el que presenta las propiedades fisicoquimicas
mas favorables y convenientes. Cumplen con todos los filtros propuestos, presentan buena
permeabilidad, buena interaccion hidrofébica y de dispersion con la diana, y una buena
biodisponibilidad oral. (Tabla 10) Estas propiedades fisicoquimicas pueden justificar la conversion
de compuestos bioldgicamente activos en un farmaco terapéuticamente activo, pero por supuesto,

necesita sustentarse con pruebas experimentales in vitro e in vivo.

Tabla 10. Propiedades Fisicoquimicas de la Molécula Prototipo (Analogo nimero 60)

Parametro fisicoquimico Valores

Masa molecular (g/mol) 310.305 g/mol
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LogP 3.4
Area polar superficial topoldgica 97.99 A?
Refractividad molar (RM) 86.56 cm®/mol
Aceptores de hidrogeno (ADH) 5
Donadores de hidrogeno (DDH) 4
Total de atomos 37
Cantidad de anillos 3
Enlaces rotables 2
Solubilidad 154.69
Energia de unién -13.1

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Sitio de unién de los ligandos en el receptor de prostaglandina EP3A

Como se puede observar en la biblioteca virtual de compuestos (Apéndice B), los filtros
aplicados ayudan y permiten hacer un barrido casi instantaneo de enormes cantidades de analogos
diferentes que comparten caracteristicas estructurales y fisicoquimicas comunes. Al mismo tiempo,
los parametros establecidos sirven perfectamente para la optimizacion y seleccion de resultados y
candidatos clinicos (Tabla 4) (Mignani et al., 2018, p. 607).

Para realizar una busqueda completa del espacio conformacional, orientativo y posicional
del ligando acoplado para obtener una puntuacion o “scoring” mas rapido y preciso. La busqueda
comienza con la seleccion del sitio de unién de la proteina en una cuadricula de 2A igualmente
espaciada, desde el punto del sitio hasta la superficie del receptor, evaluadas en una serie de
direcciones definidas y agrupadas en intervalos de 1 A. El ligando se puede colocar dentro del
cuadro (Gridbox) que contiene los puntos del sitio (Figura 27). Si hay demasiados choques

estéricos con el receptor, la orientacion se omite, pero si la puntuacion es buena, todas las
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interacciones con el receptor se califican. Ademas, su puntuacion real también depende del
refinamiento, durante el cual permite que el ligando se mueva en las direcciones X, Yy Z y se
recupere (Tabla 11) (Friesner et al., 2004, p. 1746).

Tabla 11. Ejes de Referencias Utilizados para Alinear la Cuadricula en el Receptor EP3A

Centros Dimensiones
X:0.5357 X:56.5685
Y:83.0971 Y:55.5075
Z:271.3577 Z:38.0235

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Figura 27. Gridbox de la Diana EP3A segun los Ejes Establecidos

Fuente: Pyrx, 2018
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En LigandFit, se utiliz6 un método de Monte Carlo para desarrollar la busqueda
conformacional del ligando combinada con un filtro de comparacion de formas. El acoplamiento
inicial del ligando se obtiene mediante la alineacion de los ejes principales del ligando a los ejes
principales del sitio, como se habia mencionado anteriormente, y cada punto de la cuadricula se
clasifica como un punto ocupado o punto libre (Figura 27). Se evalla la conformacién del mejor
acoplamiento mediante una funcion de energia que incluye la energia interna del ligando y la
energia de interaccion con el receptor, en otras palabras, al usar la aproximacion de una proteina
rigida, el calculo de las energias de interaccion proteina-ligando se puede acelerar mediante el uso
de célculos de energia basados en la cuadricula (Venkatachalam et al., 2003, p. 295). Los errores
que surgieron de la interpolacién de cuadricula se redujeron drasticamente utilizando este nuevo
esquema de interpolacion no lineal presente en el PyRx. Para cada postura, se calcularon la energia

de tensién interna aproximada del ligando y la energia de interaccion del ligando con la proteina.

“Docking” de la molécula prototipo y baicalein con el receptor EP3A de prostaglandina

Por medio del software PyRx y Chimera, se lograron calcular y visualizar mejor las
diferentes conformaciones o lugar de interaccion que tiene el ligando en la macromolécula. Como
el ligando puede interaccionar en varios sitios de la diana, se escogio al que tiene menor valor, ya
que representa la mejor energia de interaccion de ese ligando con la diana. Como se habia
mencionado, el candidato seleccionado como prototipo es el analogo nimero 60 (Figura 28). Este
presenta dos anillos aromaticos, tres grupos hidroxilos y un grupo de &cido carboxilico, en donde
posiblemente habré interacciones de enlace de hidrégeno o de VVan der Waals.
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Figura 28. Estructura de la Molécula Prototipo (Anélogo 60)

CH, OH

Fuente: Marvin JS, 2018.

La molécula prototipo presenta -13,1 como energia de interaccion con la macromolécula,
mientras que baicalein presenta -10,2. Notablemente, mediante la optimizacion, la molécula
prototipo tiene una mejor interaccion. Estos resultados reflejan la posibilidad de seleccionar al
disefio para convertirse en un posible candidato de farmaco y sugerir futuras pruebas in vitro e in
vivo para evaluar la activacion del receptor EP3A de prostaglandina acoplada a la proteina G
inhibidora. Asi bien, en la bolsa de malla (Figuras 29 y 30) se pueden apreciar las dimensiones y

los residuos especificos involucrados en la interaccion.
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Figura 29. Interaccion del Baicalein con el Receptor EP3A de Prostaglandina

Fuente: Chimera, 2018.
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Figura 30. Interaccion de la Molécula Prototipo con el Receptor EP3A de Prostaglandina

————

Fuente: Chimera, 2018.
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Efectivamente, los ligandos disefiados mantienen alguna estructura basica esencial para la
interaccion con los residuos, como los hidroxilos, el anillo aromético y el grupo fenil, presentando
protagonismo en las interacciones. Baicalein y la molécula prototipo presentan 8 interacciones con
los mismos residuos (Tabla 12) (Figura 29 y 30). En el estudio del “docking” de los dos ligandos,
muestran que la mayoria de las interacciones son de tipo hidrofobicas (Tabla 12)

Tabla 12. Residuos Involucrados en la Interaccidn con Baicalein y la Molécula Prototipo

Ligando Interaccion con los residuos

Baicalein Leucina (Leu) 191, Prolina (Pro) 192, Glicina (Gly) 195, Valina (Val)
196, Isoleucina (lle) 210, Treonina (Thr) 212, Triptéfano (Trp) 225 y
Glicina (Gly) 226,

Molécula prototipo | Leucina (Leu) 191, Prolina (Pro) 192, Glicina (Gly) 195, Valina (Val)
196, Isoleucina (lle) 210, Treonina (Thr) 212, Triptofano (Trp) 225 y
Glicina (Gly) 226.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Aunque los enlaces de Van del Waals son relativamente débiles y faciles de romper, cuando
muchos de ellos actdan en conjunto, sus fuerzas de atraccidén son aditivas produciendo una
estructura mas estable. Asi mismo, los ligandos que forman enlaces de hidrégeno con la diana,

aseguran su estabilidad y unidn con el receptor EP3A de prostaglandina. (Karp, 2014, p. 34 y 41)

Los enlaces de hidrogeno se formaron por la unién del &tomo hidrégeno, con carga pacial
positiva, en forma no covalente al atomo electronegativo como el oxigeno o el nitroégeno (Karp,
2014, p. 29). El atomo que esta enlazado al hidrdgeno, se conoce como donador de hidrégeno (O-
H, N-H y C-H), que requiere cierto grado de polaridad. El oxigeno y nitrégeno son aceptores de
hidrogeno (Acero, 2018, p. 51), debido a que son atomos muy electronegativos, aunque se debe
destacar que no es imprescindible, ya que basta con que disponga de densidad de carga negativa

para dar lugar la interaccion (Ibafez, 2017, p. 9).
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Las caracteristicas polares y no polares de las cadenas laterales de los residuos son muy
importantes para la estructura y la funcion de la diana. La molécula prototipo formé un enlace de
hidrogeno con la treonina, un residuo polar. Este residuo es polar sin carga, debido a que su cadena
lateral tiene un grupo hidroxilo (polar), por lo tanto, pueden formar enlaces de hidrdgeno (Karp,
2014, p. 31y 128).

Por otro lado, la valina, la isoleucina, la leucina y el triptéfano, son residuos no polares,
debido a que sus cadenas laterales son hidrofébicas. Sin embargo, puede formar interacciones
hidrofobicas por sus atracciones electrostaticas reduciendo su exposicion al ambiente polar (Karp,
2014, p. 34 y 129). Los dos residuos de glicina de los ligandos son més flexibles que los otros
amino&cidos, por su grupo lateral hidrogeno; por esta razon formaron mas interacciones y
otorgaron mayor estabilidad al complejo ligando-receptor. La prolina, con su cadena lateral
alifatica, es un residuo hidrofobico que también generd interacciones hidrofobicas (Figura 29 y 30)
(Karp, 2014, p. 130)

También se pudo observar que existen interacciones hidrofébicas de los anillos arométicos
con residuos apolares de la diana mediante interacciones n-n (stacking) entre las nubes electrénicas
de los orbitales m en anillos aromaticos (Figura 29 y 30) (Martin, 2016, p. 215). A pesar de ser
considerada una interaccion de tipo dispersiva en gran parte estd determinada por fuerzas
electrostaticas y puede describirse como una transferencia de carga. Ademas, la estabilidad de la
interaccidn se puede ver afectada por la presencia de heteroatomos y sustituyentes en los anillos

aromaticos (Ibafez, 2017, p. 10).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se logro disefiar una molécula lead, derivada del flavonoide baicalein, como un agonista
del receptor EP3A de prostaglandina acoplada a la proteina G, ya que presentaba una buena energia
de acople molecular y propiedades fisicoguimicas favorables y convenientes, por lo que es un buen
candidato de seleccion para crear un futuro farmaco con propiedades gastroprotectora, antiulcerosa
y citoprotectora. Este podria ser un buen sustituto de los inhibidores de bomba de protones y un

buen tratamiento profilactico cuando se toma un AINE.

Se logré desarrollar una biblioteca virtual de 100 analogos, optimizados, derivados del
baicalein efectivamente y se estimaron sus valores fisicoquimicos. Todas ellas cabian dentro de los
rangos propuestos en los parametros utilizados, por lo que todos podian ser elegidos y se logro

seleccionar al mejor prototipo segun las propiedades fisicoquimicas.

Se logré disefiar una molécula con una energia de interaccion de -14,2; sin embargo, este
presentaba una solubilidad baja en agua. Por otro lado, la molécula prototipo que se eligio tenia
una energia de interaccion de -13.1, no era una energia tan alta como se esperaba, pero en
comparacion con la energia del baicalein (-10.2) fue considerable y tendra una buena absorcién

debido a su alta solubilidad.
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Recomendaciones

Se sugiere la necesidad de desarrollar estudios de sintesis orgéanica de la molécula
optimizada a partir del baicalein, andlogo 60, con el objetivo de establecer una ruta quimica
funcional que abarque la menor cantidad de pasos sintéticos para alcanzar un mejor rendimiento

quimico.

Se aconseja también, realizar experimentos in vitro, en donde se pone a prueba la
biodisponibilidad de la molécula prototipo con el fin de respaldar y sostener todos los estudios que

se han hecho con baicalein como un buen candidato clinico.

Asimismo, por la cantidad de evidencia cientifica respaldada y las variedades de
propiedades que ofrece baicalein, se sugieren mas investigaciones y estudios sobre ella, ya que es
una molécula muy valiosa para crear futuros farmacos y asi ampliar el conocimiento de los

profesionales involucrados.

Se requiere de un estudio mas profundo de la estructura tridimensional del receptor EP3A,

principalmente cristalograficos, con el fin de llevar a mejores estudios de sus ligandos.
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Apéndice A. Estructura primaria en formato FASTA de los receptores usados para el
modelado por homologia de EP3A

Receptor FASTA (secuencia de amino acidos)
Receptor >sp|P43115|PE2R3_HUMAN Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype
EP3A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PTGER3 PE=1 SV=1

MKETRGYGGDAPFCTRLNHSYTGMWAPERSAEARGNLTRPPGSGE
DCGSVSVAFPITMLL

TGFVGNALAMLLVSRSYRRRESKRKKSFLLCIGWLALTDLVGQLLT
TPVVIVVYLSKQRW

EHIDPSGRLCTFFGLTMTVFGLSSLFIASAMAVERALAIRAPHWY AS
HMKTRATRAVLLG

VWLAVLAFALLPVLGVGQYTVQWPGTWCFISTGRGGNGTSSSHN
WGNLFFASAFAFLGLL

ALTVTFSCNLATIKALVSRCRAKATASQSSAQWGRITTETAIQLMGI
MCVLSVCWSPLLI

MMLKMIFNQTSVEHCKTHTEKQKECNFFLIAVRLASLNQILDPWVY
LLLRKILLRKFCQI

RYHTNNYASSSTSLPCQCSSTLMWSDHLER

Receptor (2- >2RH1:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

adrenergico | 5y K PDDAMGQPGNGSAFLLAPNRSHAPDHDVTQQORDEVWVVGM
GIVMSLIVLAIVFGNVLVITAIAKFERLQTVTNYFIT

SLACADLVMGLAVVPFGAAHILMKMWTFGNFWCEFWTSIDVLCV
TASIETLCVIAVDRYFAITSPFKYQSLLTKNKARVI

ILMVWIVSGLTSFLPIQMHWYRATHQEAINCYAEETCCDFFTNQAY
AIASSIVSFYVPLVIMVFVYSRVFQEAKRQLNIF
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EMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIG
RNTNGVITKDEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKL

KPVYDSLDAVRRAALINMVFQMGETGVAGFTNSLRMLQQKRWDE
AAVNLAKSRWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYKFC

LKEHKALKTLGIHMGTFTLCWLPFFIVNIVHVIQDNLIRKEVYILLNW
IGYVNSGFNPLIYCRSPDFRIAFQELLCLRRS

SLKAYGNGYSSNGNTGEQSG

Receptor de
prostaglandina
D2

>6D26:APDBID|CHAIN|SEQUENCE

GMSANATLKPLCPILEQMSRLQSHSATSIRYIDHAAVLLHGLASLLG
LVENGVILFVVGCRMRQTVVTTWVLHLALSDLL

ASASLPFFTYFLAVGHSWELGTTFCKLHSSIFFLNMFASGFLLSAISL
DRCLQVVRPVWAQNHRTVAAAHKVCLVLWALA

VLNTVPYFVFRDTISRLDGRIMCYYNVLLLNPGPDRDATCNSRQAA
LAVSKFLLAFLVPLAIIASSHAAVSLRLQHRADL

GLQHRNIFEMLRIDEGGGSGGDEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKL
KPVYDSLDAVRRAALINMVFQMGETGVAGFTNSLR

MLQQKRWDEAAVNLAKSRWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYR
RRPGRFVRLVAAVVAAFALCWGPYHVFSLLEARAHAN

PGLRPLVWRGLPFVTSLAFFNSVANPVLYVLTCPDMLRKLRRSLRT
VLESVLVDDSELGGAGSSLEVLFQ

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Estructura molecular

Caodigo PDB

4X2D

SMILE

C1=CC=C(C=C1)C2=CC(=0)C3=C(C(=C(C=C302)
0)0)0

Formula molecular C15H1005
Masa molecular 270.24 g/mol
LogP 2.71
Refractividad molar=RM 72.91
(cm®/mol)
APS (A?) 86.99
Donadores de hidrogeno (DDH) 3
Aceptores de hidrégeno (ADH) 5
Atomos totales 30
Enlaces rotables 1
Anillos 3
Solubilidad a pH 7,4 (mg/mL) 0.85
Energia de Gibbs -10.2

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Analogo

Estructura molecular

Formula

SMILES

Masa molar

g/mol

C16H1205

CC1=C(0C2=C
C(0)=C(0)C(O
)=C2C1=0)C1=
cc=cc=C1

284.3

Cl

OH

C15HoClOs

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C(Cl)
=C(0C2=C1)C1
=CC=CC=C1

304.6

HS

OH

OH

OH

C15H1005S

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C(S)
=C(0C2=C1)C1
=CC=CC=C1

302.3
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OH C1sH11NO
OH 5

NC1=C(OC2=C
C(0)=C(0)C(0)
=C2C1=0)C1=
cc=Ccc=C1

285.3

OH C15H1006

OC1=C(0)C(O)
=C2C(OC(=C(O
)C2
=0)C2=CC=CC
=C2)=C1

286.2

OH C15H110sP

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C(P)
=C(0C2=C1)C1
=CC=CC=C1

302.2

C15H9FOs

OH
I OH
OH

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C(F)
=C(0C2=C1)C1
=CC=CC=C1

288.2
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OH

OH

C1sH9Bro

5

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C(Br)
=C(0C2=C1)C1
=CC=CC=C1

349.1

C15H9lOs5

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C(I)
=C(0C2=C1)C1
=CC=CC=C1

396.1

10

C16H1205

CC1=CC(=CC=
C1)C1=CC(=0)
c2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C201

284.3

11

C1sH11NO

5

NC1=CC (=CC
= Cl) Cl =CC
(=0)C2=C (0)
C(@©)=C(0)C
= C201

285.3
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12

C15H1006

OC1=CC(=CC
=Cl)Cl=CC
(=0)C2=C (O)
C()=C(0)C
=C201

286.2

13

C15H1005S

OCl=C (0) C
(0) = C2C (= 0)
C=C (0C2 =
Cl) Cl =CC =
cC(S)=Cl

302.3

14

C15H9FOs

OCl=C (0) C
(0) = C2C (= 0)
C=C (0C2 =
Cl)Cl=CC =
CC(F)=C1

288.2

15

C15H110sP

OCl=C (0) C
(0) = C2C (= O)
C = C (OC2
Cl) Cl1 = CC
cC(P)=C1

302.2
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C15HoCIOs | OCL = C (O) C | 304.7
(0) = C2C (= 0)
C=C (0C2 =
Cl) Cl=CC =
cc(clh=c1

CisHeBrO | OCL = C (0) C | 349.1
5 (0) = C2C (= O)
C=C (0C2 =
Cl) Cl=CC =
CC (Br)=C1

O  OH CsHelOs | OC1=C(O)C(O) | 396.1
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C
c(l)=C1

o0 OH C1H120s | CC1=CC=C(C= | 284.3
C1)C1=CC(=0)
c2
=C(0)C(O)=C(
0)C=C201




20

CisH12NO

5

NC1=CC=C(C=
C1)C1=CC(=0)
C2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C201

285.3

21

L]

C15H1006

OC1=CC=C(C=
C1)C1=CC(=0)
c2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C201

286.2

22

(e

C15H1005S

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C(
s)c=C1

302.3

23

C1sHoFOs

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C(
F)C=C1

288.2
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24

C15H1105P

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C(
P)C=C1

302.2

25

C15HoCIOs

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C(
chc=C1

304.7

26

CisH9Bro

5

OC1=C(0)C(0)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C(
Br)C=C1

349.1

27

0 OH

OH

OH

C1sHolOs

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C(
)C=C1

396.1

28

[
o
T

C16H1205

CC1=CC=CC(=
C1)C1=CC(=0)
C2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C201

284.3




29

CisH12NO

5

NC1=CC=CC(=
C1)C1=CC(=0)
c2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C201

285.3

30

o]

C15H1006

OC1=CC=CC(=
C1)C1=CC(=0)
c2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C201

286.2

31

C15H1005S

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC(S)
=CC=C1

302.3

32

C15H9FOs5

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC(F)
=CC=C1

288.2
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33

C15H1105P

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC(P)
=CC=C1

302.2

34

C15H9CIlOs

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC(Cl)
=CC=C1

304.7

35

CisH9Bro

5

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC(Br
)=CC=C1

349.1

36

C15H9lOs5

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC(l)=
cc=C1

396.1

37

C16H1204

CC1=C2C(=0)
C=C(0C2=CC(
0)
=C10)C1=CC=
cc=C1

268.3
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38

C16H1204

CCI1=C(0)C=C
20C(=CC(=0)C
2
=C10)C1=CC=
cc=C1

268.3

39

OH

CHy

C16H1204

CC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

268.3

40

OH
3¢

0 OH

C16H1204

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=C)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

268.3

41

C16H1204

OC1=C(0)C(O)
=C2C(=0)C=C(
cc2
=C1)C1=CC=C
c=C1

268.3
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42

C15HoFO4

OC1=C(O)C(F)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

272.2

43

C15HoFO4

OC1=C(F)C(O)
=C2C(=0)C=C(
0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

272.2

44

OH
99

C15HoFO4

OC1=C(F)C=C2
OC(=CC(=0)C2
=C10)C1=CC=
cc=C1

272.2

45

] OH
OH
F

C15HoFO4

OC1=C(O)C(F)
=C20C(=CC(=
0)C2
=C10)C1=CC=
cc=C1

288.2
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46

C15H9ClO4

OC1=C(O)C(ClI
)=C2C(=0)C=C
(0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

288.7

47

C15HoClO4

OC1=C(CI)C(O
)=C2C(=0)C=C
(0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

288.7

48

C15HoClO4

OC1=C(CI)C=C
20C(=CC(=0)C
2
=C10)C1=CC=
cc=C1

288.7

49

C17H1404

COC1=C2C(=0
)C=C(CC2=CC(
O)
=C10)C1=CC=
cc=C1

282.3

50

C17H1404

COCI1=C(0)C=
C2CC(=CC(=0)
C2
=C10)C1=CC=
cc=C1

282.3
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51

C17H1404

COCI1=C(0)C(
0)=C2C(=0)C=
c(cc2
=C1)C1=CC=C
c=C1

282.3

52

C16H1006

OC(=0)C1=C2
C(=0)C=C(0C2
=CC(0)
=C10)C1=CC=
cc=C1

298.3

53

C16H1006

OC(=0)C1=C(
0)C(0)=C2C(=
0)C=C(0C2
=C1)C1=CC=C
c=C1

298.3

54

C16H1006

OC(=0)C1=C(
0)C=C20C(=C
C(=0)C2
=C10)C1=CC=
cc=C1

298.3

55

C17H120s5

OC(=0)C1=C2
C(=0)C=C(CC2
=CC(0)
=C10)C1=CC=
cc=C1

296.3
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56

“ h
OH

C17H120s5

OC(=0)C1=C(
0)C=C2CC(=C
( =0)C2
=C10)C1=CC=
cc=C1

296.3

57

OH

OH

C17H120s5

OC(=0)C1=C(
0)C(0)=C2C(=
0)C=  C(CC2
=C1)C1=CC=C
c=C1

296.3

58

CH,

OH

C18H1404

OC(=0)C1=C2
C(=C)C=C(CC2
=CC(0) =C1
0)C1=CC=CC=
c1

294.3

59

CH, OH

OH
.‘ 0

HO

C18H1404

OC(=0)C1=C(
0)C(0)=C2C(=
c)C
=C(CC2=C1)C1
=CC=CC=C1

294.3

60

CH, OH

‘O }
OH

i

C18H140s5

OC(=0)C1=CC
=C(C=C1)C1=C
C(=C)C2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C2C1

310.3
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61 CH, OH CioH1s0s | CC(=0)C1C(=C | 308.3
OH C(=C)C2=C(0)
(1 o
‘ o ~C(0)C=C12)C
o7 CH, 1=CC=CC=C1
62 ch, OH CisHisNO | NC(=0)C1=C( | 2933
OH ; 0)C(0)=C2C(=
“ o C)C
‘ ~C(CC2=C1)C1
NH,
: -cc=cc=C1
63 O it CisHsNO | NC(=0)C1=C2 | 2933
CH, )
o 5 C(=C)C=C(CC2
“ on CC(0)=C10)C1
-cc=cc=C1
64 o o CioHic0s | COC(=0)C1=C | 308.3
CH, © 2C(=C)C=C(CC
OH 2
_‘ ~CC(0)=C10)C
‘ o 1=CC=CC=C1
65 ch, O CioH1s0s | COC(=0)C1=C( | 308.3

0)C(0)=C2C(=
C)
C=C(CC2=C1)
C1=CC=CC=C1
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66

C17H1403

CC1=C2C(=0)
C=C(CC2=CC(
0)
=C10)C1=CC=
cc=C1

266.3

67

C17H1403

CC1=C(O)C=C
2CC(=CC(=0)C
2
=C10)C1=CC=
cc=C1

266.3

68

C17H1403

CC1=C(0)C(0)
=C2C(=0)C=C(
CC2
=C1)C1=CC=C
c=C1

266.3

69

OH

“ o

C17H1404

CC1=CC=C(C=
C1)C1=CC(=0)
C2
=C(0)C(0)=C(
0)C=C2C1

282.3

70

OH
. ! OH
CH;

C17H1404

CCIC(=CC(=0)
C2=C(0)C(O)
=C(0)C=C12)C
1=CC=CC=C1

282.3
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71

C17H1404

CC1=C2CC(=C
C(=0)C2=C(0)
C(0)
=C10)C1=CC=
cc=C1

282.3

72

C19H1603

CC(=0)C1=C(O
)C(0)=C2C(=C)
C
=C(CC2=C1)C1
=CC=CC=C1

292.3

73

C19H1603

CC(=0)C1=C(O
)C=C2CC(=CC(

C)C2=C10)C1=
cc=Ccc=C1

292.3

74

C19H1603

CC(=0)C1=C2
C(=C)C=C(CC2
=CC(0)=C10)C
1=CC=CC=C1

292.3

75

C18H1403

[H]C(=0)C1=C
2C(=C)C=C(CC
2
=CC(0)=C10)C
1=CC=CC=C1

278.3
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76

CH, OH

" .
‘ H

C18H1403

[H]C(=0)C1=C(
0)C(0)=C2C(=
c)C
=C(CC2=C1)C1
=CC=CC=C1

278.3

7

C19H1603

CC1=C(C=C2C
C(=CC(=C)C2
=C10)C1=CC=
CC=C1)C(0)=0

292.3

78

C19H1604

COC1=C2C(=C
)C=C(CC2
=CC(C(0)=0)=
C10)C1=CC=C
c=C1

308.3

79

C19H1604

COC1=C(C=C2
CC(=CC(=C)C2
=C10)C1=CC=
CC=C1)C(0)=0

308.3

80

C19H1404

[H]C(=0)C1=C(
C=C2CC(=CC(
=C)C2
=C10)C1=CC=
CC=C1)C(0)=0

306.3




125

81

CH, OH CH,

c O

C20H1604

CC(=0)C1=C(C
=C2CC(=CC(=
C)C2
=C10)C1=CC=
CC=C1)C(0)=0

320.3

82

C20H1604

CC(=0)C1=C2
C(=C)C=C(CC2
=CC(C(0)=0)=
C10)C1=CC=C
c=C1

320.3

83

C19H140s5

OC(=0)C1=C(
0)C(C(0)=0)=
C2C(=C)C=C(C
C2=C1)C1=CC
=CC=C1

322.3

84

CH, OH HO

C19H140s5

OC(=0)C1=C(C
(0)=0)C(0)=C
2C(=
C)C=C(CC2=C
1)C1=CC=CC=
c1

322.3

85

C19H1sNO

4

NC(=0)C1=C2
C(=C)C=C(CC2
=CC(C(0)=0)=
C10)C1=CC=C
c=C1

321.3




126

86 CH  OHy Ci19H1sNO | NC(=0)C1=C(C | 321.3
© |4 =C2CC(=CC(=
9@
‘ N =C10)C1=CC=
CC=C1)C(0)=0
87 CH, CH, CigH17NO | CC1=C2C(=C) | 291.4
OH 2 C=C(CC2=CC(
. [
‘ =0)=C10)C1=
NH,
CC=CC=C1
88 CH, OH CigH17NO | CC1=C(C=C2C | 291.4
Ch 2 C(=CC(=C)C2
“ o =C10)C1=CC=
‘ CC=C1)C(N)=0
NH,
89 o, o~ CisH17NO | COC1=C2C(=C | 307.3
oH 3 )C=C(CC2=CC(
(I
© =0)=C10)C1=
‘ NH, CC=CC=C1
90 CH,  OH FyC CisH17NO | COC1=C(C=C2 | 307.3
3 CC(=CC(=C)C2
=C10)C1=CC=

& Ei
O

NH

CC=C1)C(N)=0
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91

C19H15NO

3

[H]C(=0)C1=C
2C(=C)C=C(CC
2
=CC(C(N)=0)=
C10)C1=CC=C
c=C1

305.3

92

C19H1sNO

3

[H]C(=0)C1=C(
C=C2CC(=CC(
=C)C2
=C10)C1=CC=
CC=C1)C(N)=0

305.3

93

CooH17NO

3

CC(=0)C1=C2
C(=C)C=C(CC2
=CC(C(N)=0)=
C10)C1=CC=C
c=C1

319.4

94

C2o0H17NO

3

CC(=0)C1=C(C
=C2CC(=CC(=
C)C2
=C10)C1=CC=
CC=C1)C(N)=0

319.4

95

C19H1sNO

4

NC(=0)C1=C(
0)C(C(0)=0)=
c2C
(=C)C=C(CC2=
C1)C1=CC=CC
=C1

321.3
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96

C19H15NO

4

NC(=0)C1=C(C
(0)=0)C(0)=C
2C
(=C)C=C(CC2=
C1)C1=CC=CC
=C1

321.3

97

C19H16N2
O3

NC(=0)C1=C(
0)C(C(N)=0)=
c2C
(=C)C=C(CC2=
C1)C1=CC=CC
=C1

320.3

98

CH, OH HN C19H16N2

0 Os
0
® L.

NC(=0)C1=C(C
(N)=0)C(0)=C
2C
(=C)C=C(CC2=
C1)C1=CC=CC
=C1

320.3

99

C2o0H19NO

2

CC(=0)C1=C2
CC=C(CC2=CC
(C(N)
=0)=C1C)C1=C
c=CC=C1

305.3

100

C21H19NO

2

CC(=0)C1=C2
C(=C)C=C(CC2
=CC(C(N)=0)=
C1C)C1=CC=C
c=C1

317.4

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Apéndice D. Propiedades fisicoquimicas de los anédlogos derivados de baicalein

Ana- | Log |RM APST A | Atomos | Enlaces | Anillos | S (pH | Energia de
logo |P cm¥mol | A2 D |totales | rotables 7,4) Gibbs
H (energia de
union)
1 3,1 | 77.27 86.99 5 |33 1 3 0,5 -11,6
2 3,37 | 77.71 86.99 5 130 1 3 0,2 -11,6
3 2,97 | 81.01 86.99 5|31 1 3 215 |-10,7
4 1,82 | 76.54 113.0 6 |32 1 3 1,6 -11,3
5 2,46 | 74.88 107.2 6 |31 1 3 3,7 -11,5
6 1,52 | 79.12 86.99 5|32 1 3 54 -10,3
7 291 | 73.12 86.99 5 |30 1 3 0,9 -11,9
8 3,53 | 80.52 86.99 5 |30 1 3 0,1 -11
9 3,69 | 86.26 86.99 5 |30 1 3 0,2 -10,4
10 3,22 | 77.96 86.99 5 |33 1 3 0,3 -11,8
11 1,88 | 77.61 113.0 6 |32 1 3 14 -11,6
12 2,4 74.89 107.2 6 |31 1 3 2,4 -11,7
13 2,8 |80.92 86.99 5 |31 1 3 22,5 -10,8
14 2,85 | 73.13 86.99 5 |30 1 3 0,5 -12
15 1,32 | 79.13 86.99 5|32 1 3 57 -10,9
16 3,31 | 77.72 86.99 5 |30 1 3 0,2 -11,8
17 3,48 | 80.54 86.99 5 |30 1 3 0,1 -11,5
18 3,64 | 86.28 86.99 5 |30 1 3 0,2 -11
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19 3,22 | 77.96 86.99 33 0,3 -12,3
20 1,88 | 77.61 113.0 32 1,4 -11,5
21 2,4 | 74.89 107.2 31 2,5 -11,8
22 2,8 |80.92 86.99 31 251 |-11,6
23 2,85 | 73.13 86.99 30 0,5 -11,9
24 1,32 | 79.13 86.99 32 51 -11,2
25 3,31 | 77.72 86.99 32 0,2 -12

26 3,48 | 80.54 86.99 30 0,1 -11,9
27 3,64 | 86.28 86.99 30 0,2 -11,7
28 3,22 | 77.96 86.99 33 0,3 -12

29 1,88 | 77.61 113.0 32 1,4 -11,6
30 2,4 | 74.89 107.2 31 2,4 -11,7
31 2,8 |80.92 86.99 31 22,5 |-10,9
32 2,85 | 73.13 86.99 30 0,5 -12

33 1,32 | 79.13 86.99 32 51 -10,4
34 3,31 | 77.72 86.99 30 0,2 -11,8
35 3,48 | 80.54 86.99 30 0,1 -11,5
36 3,64 | 86.28 86.99 30 0,2 -11

37 2,87 | 75.97 66.76 32 0,2 -12,2
38 3,52 | 75.97 66.76 32 0,1 -11,8
39 3,52 | 75.97 66.76 32 0,04 |[-12,1
40 2,92 | 76.48 69.92 32 0,07 |-11,8
41 3,53 | 75.74 77.76 32 268,3 | -12,3
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42 2,5 | 7115 66.76 29 0,9 -12
43 3,15 | 71.15 66.76 29 4,1 -11,6
44 3,15 | 71.15 66.76 29 0,2 -11,9
45 2,85 | 73.13 86.99 30 2,3 -11,7
46 2,96 | 75.74 66.76 29 024 |-12,1
47 3,61 | 75.74 66.76 29 123 | -115
48 3,61 | 75.74 66.76 29 0,04 |-11,8
49 3,03 | 80.22 66.76 35 282,3 |-12,3
50 3,68 | 80.22 66.76 35 282,3 | -11,8
o1 3,68 |80.22 66.76 35 2823 |-12,4
52 2,67 | 78.19 104.0 32 298,3 | -12,2
6
53 3,32 | 78.19 104.0 32 298,3 | -12,5
6
54 3,97 | 78.19 104.0 32 298,3 |-11,4
6
55 3,5 |8101 94.83 34 296,3 | -11,9
56 48 |81.01 94.83 34 296,3 |-12,2
57 4,15 | 81.01 94.83 34 296,3 |-12,5
58 4,36 | 84.58 77.76 36 2943 | -13,3
59 4,36 | 84.58 77.76 36 294,3 | -13,7
60 3,4 |86.56 97.99 37 1547 | -13,1
61 3,3 |[89.09 77.76 39 0,19 |-119
62 3,55 | 86.40 83.55 37 0,02 |-13,8




132

63 3,55 | 86.40 83.55 37 0,02 |-134
64 4,7 |89.35 66.76 39 0,02 |-13,1
65 4,7 |89.35 66.76 39 0,02 |-12,7
66 3,7 |78.80 57.53 34 266,3 | -12,9
67 4,35 | 78.80 57.53 34 266,3 | -12,6
68 4,35 | 78.80 57.53 34 266,3 | -13

69 4,05 | 80.78 77.76 35 282,3 | -13

70 3,82 | 80.29 77.76 35 282,3 |-12,5
71 4,05 | 80.78 77.76 35 282,3 |-12,4
72 4,26 | 87.72 57.53 38 0,01 |-135
73 491 | 87.72 57.53 38 0,01 |-13,5
74 4,26 | 87.72 57.53 38 0,01 |-12,9
75 4,41 | 83.91 57.53 35 0,04 |-13.3
76 4,41 | 83.91 57.53 35 0,04 |-12,8
77 4,53 | 87.64 57.53 38 21,25 | -13,3
78 4,5 |89.06 66.76 39 308,3 |-12,9
79 3,85 | 89.06 66.76 39 76,54 |-12,8
80 4,37 |89.18 74.60 37 37,7 | -13

81 4,22 |93.00 74.60 40 148 |-12,9
82 4,87 |93.00 74.60 40 287,1 |-13,3
83 4,97 |89.85 94.83 38 322,3 |-13,1
84 4,32 | 89.85 94.83 38 3223 |-12,9
85 4,16 | 91.68 100.6 39 321,3 |-12,5
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86 3,91 |91.68 1006 |3 |4 |39 3 77,07 | -12,7
87 4,37 | 89.46 6332 |2 |2 |39 2 0 -12,9
88 3,72 | 89.46 6332 |2 |2 |39 2 0 -12,3
89 3,7 190.88 7255 |2 |3 |40 3 0,01 |-1355
90 3,05 | 90.88 7255 |2 |3 |40 3 0,01 |[-13,2
91 4,22 |91.00 80.39 |2 |3 |38 3 0,03 |[-13,6
92 3,57 |91.00 8039 |2 |3 |38 3 0,02 |-13,2
93 4,06 | 94.82 8039 |2 |3 |41 3 001 |[-141
94 3,41 | 94.82 80.39 |2 |3 |41 3 0 -13,2
95 4,16 | 91.68 1006 |3 |4 |39 3 321,3 |-13,9
96 3,51 | 91.68 1006 |3 |4 |39 3 3213 |-12,9
97 3,36 | 93.50 106.4 |3 |3 |40 3 0,03 |-14

98 2,71 | 93.50 1064 |3 |3 |40 3 0,01 |-13.3
99 3,5 |93.56 60.16 |1 |2 |42 3 001 |-14

100 3,58 | 97.88 60.16 |1 |2 |43 3 001 |-14,2

Fuente: Elaboracion propia, 2018.




