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RESUMEN
El propdsito de este estudio es realizar acoplamiento molecular de metabolitos secundarios

presentes en los géneros Vismia spp. (Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae) y Neurolaena
spp. (Asteraceae) a la proteina Dipeptidil Peptidasa IV (DPP-1V) con el fin de identificar
potenciales fArmacos contra la diabetes Mellitus tipo 2 y la obesidad las cuales son enfermedades
con una alta morbilidad a nivel mundial. Por lo que desde el afio 2014 la alianza (PRONADIAB)
integrada por investigadores de la Pontificia Universidad Javeriana y la Universidad Nacional de
Colombia ha planteado buscar alternativas naturales, a partir de plantas nativas del Chocd para el
tratamiento de estas enfermedades.

Para la modelacion de las moléculas se utilizaron los programas Maestro®, MarvinSketch y
Avogadro. Se incluyé el efecto del pH mediante el calculo de las protonaciones respectivas de la
proteina y de los 75 metabolitos considerados. Consecuentemente se procedié a realizar el
acoplamiento molecular por medio del software PyRx en el que se encontraron los mejores
resultados de afinidad de unién y de la constante de inhibicién para los metabolitos Sesamina
(afinidad = -9,2 kcal/mol, Ki = 1,80E-07), 9-Hydroxycalabaxantona (afinidad = -9,7 kcal/mol,
Ki=7,75E-08) y Neurolenina C (afinidad =-8,8 kcal/mol, Ki = 3,54E-07). Como punto de
referencia, se tuvo en cuenta el ligando natural de la proteina 2KS (afinidad = -8,4 kcal/mol,
Ki=6,95E-07) y a su vez se determind cuéles metabolitos podrian ser farmacos de administracion
oral por medio del céalculo de pardmetros farmacocinéticos obtenidos con la herramienta
SwissADME.  Adicionalmente, metabolitos como Deacetilsiringaresinol (afinidad = -10
kcal/mol, Ki = 4,67E-08), Tovophyllin (afinidad = -11,0 kcal/mol, Ki = 8,63E-09) y 6-
hidroxiluteolina 7-glucdsido (afinidad = -9,4 kcal/mol, Ki = 1,29E-07), también se reportan
como potenciales farmacos debido a sus altas afinidades y bajas constantes de inhibicion, estos
no pueden ser administrados de manera oral, pero se puede considerar su encapsulacion en
materiales poliméricos. En cuanto al modo de union, las altas afinidades se explican con base en
la abundancia de interacciones y la fortaleza de las mismas ya que en su gran mayoria se
observaron interacciones tipo PI-Pl, puentes de hidrégeno y Pl — cation con residuos de
aminoacidos del tipo Glutamicos, Tirosinas, Serinas y Argininas. Por lo tanto, se predice posible
actividad inhibitoria contra la DPP-IV para diferentes metabolitos contenidos en las plantas
nativas del Choco.

Palabras Clave: Docking, DPP-IV, farmacos, metabolitos secundarios, productos naturales,
inhibicion, obesidad, diabetes mellitus tipo 2.
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INTRODUCCION
En el siglo XXI la estrecha relacion existente entre diabetes mellitus de tipo 2 y obesidad ha
convertido a estas enfermedades en una pandemia silenciosa, lo cual ha propiciado la aparicion
del término "diabesidad"[1]. Estas enfermedades constituyen un problema de salud relacionado
con el cambio metabolico provocado basicamente por los ritmos de vida de la poblacién actual,
los cuales inducen a estilos de vida poco saludables basados en dietas altas en calorias y grasas
saturadas. Estas enfermedades tienen como base patogénica la resistencia a la insulina [2] y
devienen unas de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. “Se
reporta que las cifras a inicios del siglo eran aproximadamente 150 millones de personas
diabéticas, pero incluso se espera que afecte a 380 millones para el 2025 [3]. “El aumento
mayor lo muestra la poblacion de 45 a 64 afos en los paises tercermundistas. Desde el punto de
vista epidemiolégico se pronostica que la prevalencia de diabetes se incrementara en 35%,

fundamentalmente en los paises en vias de desarrollo” [1].

Por su parte, la obesidad ha causado aproximadamente 2,8 millones de muertes anualmente. De
acuerdo con estudios realizados por la Organizacion Internacional para la Cooperacion y el
Desarrollo Economico (OECD) se estima que en los proximos 30 afios cerca de 90 millones de
personas morirdn a causa de obesidad y sobrepeso a nivel mundial [4]. En Colombia, la situacion

no mejora, segun la Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional (ENSIN) para 2015,
«se pudo identificar que uno de cada tres jovenes y adultos en Colombia presentan sobrepeso
(37,7%), mientras que uno de cada cinco es obeso (18,7%). En este sentido, el 56,4% de la
poblacidn presenta exceso de peso, lo que significa un incremento de 5,2 puntos porcentuales
con respecto a los resultados de la encuesta ENSIN del 2010; ademas, la obesidad es mas
frecuente en las mujeres (22,4%) que en los hombres (14,4%)» [5].

Para el 2017 la Cuenta de Alto Costo (CAC) reporté 1.099.471 casos de diabetes, evidenciando
que la mayor carga de la enfermedad se registra en la region central, incluida Bogota,
responsable del 46% de los casos reportados [6]. Ademas, revelan que
«el costo total promedio/afio por caso de diabetes es de $4.800.000. De tal forma, que el gasto
nacional del tratamiento de la diabetes tipo 2 corresponde a 5.277.460.800.000 COP/afio. La

region pacifica ocupa el cuarto lugar como la region en donde el tratamiento de la diabetes es
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mas costoso con 920.275.200.000 COP/afo en comparacion a Bogota D.C. en dénde el gasto es
el més alto del pais con 1.016.534.400.000 COP/afio» [7].

“De estos datos se puede concluir que, de los 45 billones de COP/afios destinados a la salud
(8.3% de PIB nacional), el 3.88% fue utilizado en 2018 para el tratamiento y control de la
obesidad y enfermedades asociadas™ [7]. En consecuencia, el gobierno colombiano clasifico a las
enfermedades cronicas no transmisibles asociadas como una prioridad de salud publica con la ley
1355 de 2009 [7].

En Colombia y especialmente en el departamento del Choco, la medicina tradicional y
complementaria, sus remedios tradicionales y las plantas medicinales Utiles para el tratamiento
etnofarmacoldgico de la obesidad y la diabetes no han sido tenidas en cuenta como estrategia
nacional y regional en la lucha en contra de estas enfermedades. Esta situacion es producto del
limitado conocimiento de la diversidad floristica y su potencial terapéutico, asi como la falta de
evidencia experimental sdlida sobre la utilidad de las mismas como tratamientos naturales para la

obesidad y la diabetes.

Es por esta razon que desde el 2014 la alianza PRONADIAB, integrada por investigadores de la
Pontificia Universidad Javeriana y la Universidad Nacional de Colombia, ha realizado estudios
etnobotanicos y etnofarmacoldgicos en los que se ha encontrado que la medicina tradicional
chocoana para el tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo 2 ofrece un sistema etnoterapéutico
efectivo, seguro y econémico que suple eficazmente el limitado acceso de cierto sector de la
poblacion a las terapias convencionales. Estudios de esta alianza buscan proponer metabolitos
secundarios, obtenidos a partir de un amplio espectro de plantas medicinales, que puedan ser
implementados a través del uso de remedios naturales. Se resaltan especies que pertenecen a los
géneros Vismia spp. (Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae) y Neurolaena spp. (Asteraceae)
[7] las cuales son plantas nativas del departamento del Choc6 que podrian permitir la inhibicién
de la proteina Dipeptidil Peptidasa-1V (DPP-1V) de manera eficiente, ya que al inhibir esta
proteina existe menos acumulacion de glucosa en la sangre por lo que se disminuirian los costos

relacionados al tratamiento de estas enfermedades.

Desde la experimentacion se confirma que dichas especies son Utiles como insecticidas,
analgésicos, antimalaricos, antileucémicos, antioxidantes y para la estimulacién de la sintesis de

colageno [8] adicionalmente, son usados como terapia alternativa frente a diversas enfermedades
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como asma, bronquitis y diabetes [9]. Sin embargo, los resultados de estos estudios se pueden
optimizar desarrollando metodologias computacionales que permitan complementar las pruebas
de cribado experimentales a partir del estudio de grandes librerias de compuestos generadas por
la quimica combinatoria reduciendo los tiempos empleados, recursos y posibles resultados
erroneos o indeseados. Para el tratamiento de la diabesidad se ha empleado el disefio de farmacos
asistido por computadora (DiFAC), por ejemplo, “se estudiaron metabolitos que tuvieran mayor
potencial polifuncional sobre las proteinas a-glucosidasa, o-amilasa y lipasa pancreatica,
reportando entonces a ZINC000043552589 que es una molécula del tipo Flavona, junto con
ZINC000085935393 que corresponde a un alcaloide bencilisoquinolinico y ZINC000008234345
que es un acido hidroxicindmico”[10]. No obstante, de acuerdo a nuestro conocimiento, no se
han tenido en cuenta los metabolitos que inhiben la Dipeptidil Peptidasa-1V, la cual es
responsable de inactivar el péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) que controla la concentracién

sanguinea de glucosa, ver Figura 1

Figura 1.

Ruta metabolica de la accién de la DPP-IV
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se liberan desde el radas enddégenamente guineas de glucosa

intestino los péptidos
GLP-1y GP

Nota. La glucosa estimula la liberacion del GLP-1 y el GP, estos estimulan la liberacion de insulina e inhiben
la liberacion de glucagén, los inhibidores de la DPP-4 prolongan la accién de las incretinas enddgenas,
mejorando la respuesta a la insulina de primera fase. Tomado de: S. ZUfiiga-Guajardo, R. Rodriguez-Gutiérrez,
J. Yamamoto-Cuevas, and S. C. Juarez-Comboni, “Comparacioén de la eficacia de los iDPP-4 actualmente
disponibles y ventajas antihiperglucemiantes de linagliptina en pacientes con diabetes mellitus 2,” Med.
Interna Mex., vol. 31, no. 4, pp. 441-453, 2015.
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Con base a lo anterior se buscd determinar un grupo de metabolitos secundarios con gran
potencial de actividad inhibitoria frente a la proteina Dipeptidil Peptidasa-1V (DPP-1V) por
medio de calculos de acoplamiento molecular. Para esto, se determind el orden de afinidad de los
diferentes metabolitos con el fin de establecer los més promisorios que junto con la evaluacion

de sus propiedades fisico-quimicas nos permitié proponer su posible medio de administracion.
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OBJETIVOS
Objetivo General

Proponer un conjunto de metabolitos de especies de los generos Vismia, Garcinia y Neurolaena
con potencial aplicacion polifarmacoldgica para el tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo
2.

Objetivos Especificos

e Determinar el grupo de metabolitos secundarios con los que se hard el acoplamiento
molecular y sus estructuras moleculares.

e Seleccionar y preparar la estructura 3D del blanco Dipeptidil Peptidasa-1V (DPP-1V)
identificando su sitio activo.

e Modelar los modos de union de los metabolitos secundarios y el blanco molecular.

e Caracterizacion farmacocinética de los metabolitos con mayor potencial inhibitorio frente a
la DPP-1V.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de los géneros Vismia spp. (Hypericaceae), Garcinia spp.(Clusiaceae) y
Neurolaena spp. (Asteraceae)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) plantea una estrategia sobre la medicina tradicional
2014-2030. “La estrategia tiene la finalidad de ayudar a los estados miembros a desarrollar
politicas dindmicas y aplicar planes de accion que refuercen el papel de la medicina tradicional

en el mantenimiento de la salud de las personas” [11].

Considerando lo anterior, se estudiardn los géneros Vismia spp. (Hypericaceae), Garcinia
spp.(Clusiaceae) y Neurolaena spp. (Asteraceae) “debido a que son fuente natural de sustancias
bioactivas capaces de inhibir la actividad catalitica de algunas enzimas digestivas con
importancia terapéutica en el tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo 2. No obstante, el
potencial terapéutico de estos géneros aun no ha sido completamente explorado” [7], por lo cual,
se pretende evaluar el potencial antidiabético y anti obesidad de los metabolitos secundarios

presentes en las plantas medicinales utilizadas en el departamento del Chocé colombiano.

«Los metabolitos secundarios, en particular los alcaloides, fenoles, flavonoides y taninos, son
compuestos quimicos que no acttan en el metabolismo primario de las plantas, pero intervienen
en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente. Se sintetizan cuando las plantas
estan en condiciones adversas, entre ellas, el ataque por herbivoros, microorganismos y la

presencia de diferentes especies que compiten por luz, agua y nutrientes»[12].

1.1.1 Género Vismia spp. (Hypericaceae)

“Vismia es un género de plantas perteneciente a la familia Hypericaceae, las especies de este
género son arboles y arbustos de amplia distribucion, tiene aproximadamente cerca de setenta
especies que se encuentran distribuidas en América Central y del Sur; Centro y Oeste de Africay
muy pocas especies en Asia” [8]. De acuerdo a reportes previos, el potencial antioxidante de las
especies de Vismia puede estar relacionado con antronas, antraquinonas, flavonoides y derivados

fenolicos biosintetizados por estas plantas [13].

«Estas especies han sido empleadas abundantemente alrededor del mundo en la medicina
tradicional para el tratamiento de algunas enfermedades, particularmente el latex producido por

diferentes especies, tales como V. augusta, V. confertiflora, V. dealbata, V.baccifera ssp.
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ferruginea y V. guianensis entre otras, se ha usado para el tratamiento de heridas y ulceraciones
infectadas, enfermedades fungicas de la piel, herpes en los labios, como purgante y febrifugo,

entre otras» [14].

1.1.2 Género Garcinia spp. (Clusiaceae)

Garcinia es un género de la familia Clusiaceae que incluye méas de 250 especies de arbustos y
arboles comunes en los bosques himedos tropicales de tierras bajas. Es nativo de Asia, Australia,
Africa tropical y surefia y Polinesia. Tiene especies de arboles siempreverdes y arbustos, es

dioico y varios de sus elementos son apomicticos [15].

«Muchas especies de Garcinia tienen frutos comestibles, comercializados localmente. La especie
mas conocida es el mangostan (G. mangostana), ahora cultivada en el sudeste de Asia, y en
paises tropicales después de recientes introducciones. Las menos conocidas son: la especie
kandis (G. forbesii) con una pequefia fruta redonda de color rojo, de un sabor sub-acido y
sensacion carnosa; el mangostan gota de limoén (G. intermedia) de fruto amarillo, similar a un

limon arrugado; y el mangostan de piel fina (G. prainiana) de color naranja»[16].

“Las especies tropicales de Garcinia se conocen por su goma-resina parda amarilla (xantona),
usada como pigmento, purgativa y catartica. Debido a su uso tan extendido como pigmento,

sobre todo en tiempos antiguos, se ha dado el nombre de “color gamboge” a este pigmento” [16].

1.1.3 Género Neurolaena spp. (Asteraceae)
«Es una planta herbacea de la familia Asteraceae, comprende 26 especies descritas y de estas,
solo 12 aceptadas. Esta especie esta muy extendida en todo Centroamérica, aunque también se ha
encontrado en el noroeste de América del Sur y en Colombia se encuentra en regiones como la
Amazonia, Andes, Pacifico, Valle del Cauca y Valle del Magdalena. Se utiliza cominmente
como remedio contra varias enfermedades, como malaria, diabetes, enfermedades de la piel,

dolor de estdbmago y Ulceras generales» [17].

“Se sugirié que la actividad analgésica se debe a la interferencia con el proceso inflamatorio. La
caracterizacion farmacologica y fitoquimica de la planta atribuyd los diferentes efectos

terapéuticos a las lactonas sesquiterpénicas identificadas como constituyentes principales” [18].
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1.2 Generalidades de la obesidad

“La obesidad es una enfermedad por desequilibrio calorico que deriva de una ingesta excesiva de
calorias por encima del consumo requerido por el organismo, conllevando un exceso de peso
corporal. Clasicamente se ha definido la obesidad como el exceso de tejido adiposo de magnitud
suficiente para afectar a la salud” [19]. Se diagnostica mediante el indice de masa corporal
(IMC), seguin la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) cuando se tiene un IMC (en kg/m?) de
18,5 a 24,9 se clasifica como normopeso, de 25 a 29,9 se clasifica como sobrepeso o0 preobeso,
de 30 a 34,9 se clasifica como obesidad grado | o moderada, de 35 a 39,9 se clasifica como
obesidad grado Il o severa y cuando es mayor o igual a 40 se clasifica como obesidad grado 111 o
morbida [20]. Sin embargo, el IMC no siempre refleja con precision el grado de obesidad que
presenta un individuo, e incluso no indica en qué lugar del cuerpo se esta presentando el exceso
de grasa. Es por ello que, ademés de considerar el IMC, la medicion del perimetro de la cintura
proporciona una evaluacion mas precisa del riesgo al que se ve expuesto la persona por la
obesidad, manejando valores de corte de 102 cm para hombres y 88 cm para mujeres [21], dado
que el aumento de la grasa intraabdominal se asocia con una mayor morbilidad por el desarrollo

de enfermedades cardiovasculares, que la acumulacion de grasa periférica o subcutanea.

«Segun el informe Panorama de la Seguridad Alimentaria y Nutricional 2018, de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés),
cada afio se reportan 3,6 millones nuevos casos de personas obesas en Latinoamérica. En
Colombia, 56% de la poblacién entre los 18 y 64 afios de edad, esta en condicion de sobrepeso u
obesidad, segun la Unicef, tres de cada 10 nifios de 6 a los 12 afios de edad, sufren de obesidad
en el pais y 30% de esta poblacion entre los 5 y 19 afios de edad tiene obesidad o sobrepeso en
Latinoamérica. De acuerdo con la OMS, anualmente mueren cerca de 2,8 millones de personas

por obesidad o sobrepeso»[22].

“El interés del estudio de la obesidad radica en su alta incidencia, y en que es un factor de riesgo
de varias de las enfermedades mas importantes del ser humano, incluyendo enfermedad
cardiovascular (ECV), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) y cancer” [19] . Adicional a esto, se debe
tener en cuenta que recientemente se han publicado los primeros estudios donde se sugiere que las
personas con obesidad tienen mas riesgo de desarrollar una enfermedad mas grave por la infeccion

con el virus SAR-CoV-2. “En concreto, los estudios muestran que la obesidad es un factor de riesgo
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para la hospitalizacion, el ingreso en UCI y el desarrollo de consecuencias graves que llevan a la

muerte, en caso de enfermedad por COVID-19” [23].

1.2.1 Tratamiento actual para la obesidad
«Para el tratamiento de la obesidad se enfatiza en la necesidad de cambios en el estilo de vida
para conseguir y mantener un peso adecuado. Sin embargo, la dificultad para realizar actividad
fisica, debida al mismo incremento de peso, asi como la falta de resultados observables en las
fases iniciales y el mayor apetito relacionado con el aumento de hormonas orexigénicas debido a
la pérdida de peso, entre otras condiciones, dificultan que el paciente se apegue a estas
estrategias. Ante estas situaciones es necesario incluir tratamiento farmacolégico para el control
de pesox»[24].

Actualmente, los tratamientos farmacoldgicos de esta enfermedad no son muy amplios
considerando la alta cantidad de personas que la padecen. A la fecha, los farmacos individuales
aprobados por la FDA mas utilizados contra la obesidad, los cuales abordan la enfermedad por
distintas rutas y con su propio mecanismo de accién, son: Orlistat, Fentermina/Topiramato,

Naltrexona/Bupropién, Lorcaserina y Liraglutida (ver Tabla 1).

Tabla 1.

Medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de la obesidad para el afio 2018

Mecanismo de Duraciéon maxima

Medicamento Dosis Efectos adversos

accion del tratamiento
Flatulencia,
esteatorrea,
Inhibidor de la evacuauon_oleosa,
Orlistat 60 a 120 mg, tres veces lipasa pancreéticay . urgencia e 12 semanas
al dia P incontinencia fecal,
géstrica .
dolor abdominal,
insuficiencia
hepatica
Cefalea, mareo,
Agonista selectivo  somnolencia, vision
Lorcaserina 10 mg, dos veces al dia del receptor de borrosa, nauseas, 12 semanas
serotonina SHT 2C boca seca, fatiga,
nasofaringitis
Dosis inicial: 3,75/ 23 Fentermina: agente Boga seca,
: ) alteraciones en el
mg al dia liberador de .
. . ) . . sabor, parestesias,
Fentermina/ Dosis recomendada: norepinefrina . - ~
. ) ) mareos, insomnio, 2 afos
topiramato 7.5/46 mg Topiramato: alpitaciones
Dosis maxima: 15/92 modulador del gstrgﬁimiento’
mg al dia receptor GABA '

disgeusia
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Tabla 1. Continuacién

Naltrexona: . -
. Nauseas, vomito,
antagonista de
. o S cefalea, mareo,
Naltrexona/ _8/90,m_g al dia oplo_lde_s I_Suproplon. insomnio
bUDrODIGN Dosis maxima: 32/360 inhibidor de estreﬁimien’to 24 semanas
prop mg al dia recaptura de - !
X elevacion de la
dopamina y - .
e presion arterial
norepinefrina
Nauseas, vomito,
diarrea,
. . Antagonista del estrefiimiento,
Liraglutida 0.6 -3.0mg receptor GLP-1 hipoglucemia, 12 meses
colecistitis,

pancreatitis

Nota. Esta tabla contiene la descripcion de los cinco medicamentos aprobados para el tratamiento de la obesidad a
largo plazo; se describe la dosis establecida, el mecanismo de accién, los principales efectos adversos y la duracion
maxima del tratamiento. Tomado de A. Alarcén Sotelo, P. Gdmez Romero, S. Regules Silva, M. Pardinas Llergo, F.
Rodriguez Weber, and E. Diaz Greene, “Actualidades en el tratamiento farmacoldgico a largo plazo de la obesidad.

(Una opcion terapéutica?,” Med Int Méx., vol. 35, no. 1, pp. 150-153, 2019.

No obstante, como se muestra en la Tabla 1, las caracteristicas principales de los medicamentos
y sus efectos secundarios graves para la salud generan una necesidad de realizar otras
investigaciones para poder encontrar un medicamento que disminuya la aparicion de efectos

secundarios.

1.3. Generalidades de la diabetes tipo Il

Segun el International Diabetes Federation (IDF, por sus siglas en inglés), la diabetes tipo 2 0
también conocida como mellitus tipo 2, es el tipo mas comun de diabetes y representa alrededor
del 90% de todos los casos de diabetes [25]. “Conceptualmente, se define como un sindrome
heterogéneo originado por la interaccion genético-ambiental, que se manifiesta con una
hiperglucemia cronica” [26], y se caracteriza por la resistencia a la insulina, donde el cuerpo no
responde completamente a la insulina. “Debido a que la insulina no puede funcionar
correctamente, los niveles de glucosa en sangre siguen aumentando, liberando mas insulina” [25].
A nivel global, la prevalencia de la diabetes tipo 2 es alta y aumenta en todas las regiones. Este
aumento se debe al envejecimiento de la poblacién, al desarrollo econdmico y al incremento de
la urbanizacion, lo que deriva en estilos de vida mas sedentarios e incremento en el consumo de

alimentos poco saludables que se relacionan con la obesidad [27].
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«En Colombia, los reportes de la Cuenta de Alto Costo (CAC) indican que 3 de cada 100
personas tiene diabetes mellitus. Sin embargo, se estima que el nimero real es mucho mas
elevado y una de cada 10 personas sufre de esta enfermedad y esto se debe a que casi la mitad de
los individuos con esta patologia no saben que estan enfermos» [28].
Entre “el 1 de julio de 2018 y el 30 de junio de 2019 fueron reportadas a la CAC 1.294.940
personas con diagndstico de diabetes mellitus, equivalentes a una prevalencia de 2,58 casos
nuevos por cada 100 habitantes, lo que indica un aumento de 85.462 personas mas que el periodo
anterior. Del total de las personas con diabetes, 59,54% eran mujeres” [29]. La informacion
reportada identificé a Bogota, D.C. con el mayor nimero de personas residentes con diagnostico
de diabetes mellitus (n = 240.287 PA = 2,71), seguido de Antioquia (n = 224.195 PA = 3,16) y
Valle del Cauca (n = 187.409 PA = 3,56) donde n corresponde al nimero de casos y PA a la
prevalencia de la enfermedad ajustada. En este mismo analisis, se encontrd que el departamento
del Valle del Cauca tuvo la prevalencia méas elevada, donde 3,56 de cada 100 habitantes son
diabéticos [29]. “Durante el periodo de estudio se reportaron 27.656 personas fallecidas con
diagndstico de Diabetes Mellitus (DM). Del total de los pacientes fallecidos con DM, el 55,10%
(n = 15.238) fueron mujeres. La tasa de mortalidad para DM se calcul6 en 55,19 casos por cada
100.000 habitantes con un promedio de edad de 76,26 afios” [29].

1.3.1 Tratamiento actual de la diabetes tipo Il

Resulta de suma importancia mejorar las estrategias en salud publica para el diagndstico de la
enfermedad y desarrollar un sistema de registro fiable. Al desconocer la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion colombiana se puede asumir que gran parte de los afectados no estan
diagnosticados. Adicionalmente, “diversos estudios han reportado que alrededor del 50% de los
diabéticos no reciben un tratamiento médico adecuado. Estos dos factores aumentan la
probabilidad de que se presenten complicaciones microvasculares o macrovasculares y por
consiguiente un aumento en la morbi-mortalidad” [30]. “El tratamiento no farmacoldgico implica
modificacion del estilo de vida y en especial la reduccién del peso corporal en el paciente con
sobrepeso, este es el Unico tratamiento integral capaz de controlar simultdneamente la mayoria de
los problemas metabdlicos de las personas con diabetes, incluyendo la hiperglicemia, la

resistencia a la insulina, la dislipoproteinemia y la hipertension arterial” [26].
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Sin embargo, debe considerarse el empleo de un tratamiento farmacoldgico (ver Tabla 2) en los

pacientes cuando con la dieta y el ejercicio fisico no se consiga un adecuado control de la

Diabetes Mellitus (DM), tras un periodo razonable (4-12 semanas) después del diagndstico.

Tabla 2.

Medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de la diabetes tipo Il para el afio 2020

Medicamento

Dosis

Mecanismo de Accién

Efectos Adversos

INHIBIDORES DE LA DPP-1V

Alogliptina

25 mg por boca diarios
Se toma una vez por dia

Sitagliptina

Inicial: 100 mg diarios
Rango: 25-100 mg
diarios

Dosis: Se toma una vez
por dia

Saxagliptina

Inicial: 2,505 mg
diarios
Rango: 2,5-5 mg diarios

Dosis: Se toma una vez
por dia

Linagliptina

Inicial: 5 mg por dia
Dosis: Se toma una vez
por dia

Aumento  posprandial  de
incretinas  inhibiendo la
enzima que inactiva las

incretinas que estimulan la
secrecién de insulina en las
células B e inhiben Ila
secrecion de glucagdn en las
células alfa pancreéticas

Nariz congestionada o con
goteo, dolor de garganta,
jaqueca, infeccién del tracto
respiratorio superior,
reacciones alérgicas severas
raramente (inflamacién de la

lengua, garganta, rostro o
cuerpo; sarpullido severo)
raras veces se informé

pancreatitis, no hay aumento
de peso

Nariz con goteo, infeccion del
tracto respiratorio superior,
reacciones alérgicas severas
raramente (inflamacién de la
lengua, garganta, rostro o
cuerpo; sarpullido severo) No
hay aumento de peso; si hay
problemas renales se usan
dosis mas bajas

Infeccion del tracto
respiratorio superior,
infeccion del tracto urinario,
jaqueca

No hay aumento de peso; si
hay problemas renales se usan
dosis mas bajas

Nariz con goteo, dolor de
garganta, rara vez se
informaron casos de
pancreatitis, reacciones
alérgicas severas raramente,
no hay aumento de peso
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Tabla 2. Continuacién

ANALOGOS DEL GLP-1

Inicial: 5 mcg SC dos
veces por dia
Rango: hasta 10 mcg

Nauseas, jaqueca,
hipoglucemia (cuando se
utiliza con secreta gogos de

; la insulina), rara vez se
SC dos veces por dia .
. . informaron casos de
Exenatida Dosis: Se toma dos s L
p pancreatitis (inflamacion del
veces por dia . L
pancreas) subita.
Nauseas, jaqueca, diarrea,
hipoglucemia cuando se
Inicial: 0,6 mg SC una utiliza con secreta gogos de
vez por dia la insulina), rara vez se
Rango: hasta 1,8 mg informaron casos de
SC una vez por dia pancreatitis (inflamacion del
Liraglutida Dosis: Se toma una pancreas) subita. No se
g vez por dia puede wusar si se tiene
antecedentes de  cancer
Se unen a los receptores del tiroideo medular
Inicial: 30 mg una vez GLIg—l estimulapndo la
por semana L
secrecion de insulina en las
Rango: se puede células B e inhiben la Reaccién en el sitio de la
'ncrgm.entaprua 50 m secrecion de glucagon en las inyeccion, nauseas, diarrea
Albiglutida Ina e orsemanag Células alfa  pancredticas, in¥eccic’>n, del ’ tract(;
’ g Ia\:ezpesta es disminuyen la velocidad de respiratorio superior
SI q p(le vaciamiento géstrico. P P '
:ng _ecl:.ug 7&15 Estimulan el centro de la
nicial: ©, /> mg una saciedad hipotalamico
Vez por semana . . .
. Nauseas, diarrea, vOmitos,
Rango: se puede :
. dolor abdominal. No se
incrementar hasta 1,5 . .
Dulaglutida mg una vez por puede usar si s€ tienen
. antecedentes familiares de
semana si hay una . s
. carcinoma tiroideo medular
respuesta inadecuada
INHIBIDORES DE LA ALFA-GLUCOSIDASA
Inicial: 25 mg tres Flatulencia, se toma con el
veces por dia rimer bocado de comida
Rango: 75-300 mg P o
N . comenzar con una dosis baja
(méximo 150 mg si S .
Disminucién de la absorcion y lentamente, para
Acarbosa <60 kg) . - S ; .
L de glucosa en el intestino minimizar la intolerancia
Dosis: se toma tres Gl

veces por dia

Nota. Esta tabla presenta los medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de la diabetes tipo Il del tipo
inhibidores de la alfa-glucosidasa, analogos del GLP-1 e inhibidores de la DPP-4. Tomado de: Asociacion Diabetes
Madrid, 2, En Apr. 19, 2017.
https://diabetesmadrid.org/farmacos-diabetes-tipo-2 (acceso Sep. 15, 2021) y S. F. Diabetes Teaching Center at the

“Tratamiento  farmacologico para la diabetes tipo linea,

University of California, “Terapias no insulinicas para la diabetes tipo 2,” En linea. https://dtc.ucsf.edu/es/tipos-de-

diabetes/diabetes-tipo-2/tratamiento-de-la-diabetes-tipo-2/medicamentos-y-terapias-2/terapias-no-insulinicas-para-

la-diabetes-tipo-2/tabla-de-medicamentos/ (acceso Sep. 15, 2021).
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En la Tabla 2 se observan varios de los farmacos utilizados para tratar la diabetes tipo I, los
farmacos convencionalmente prescritos para el tratamiento de los pacientes diabéticos pierden
eficacia y exhiben gradualmente un amplio nimero de limitaciones, incluidos el aumento en el
riesgo de episodios de hipoglucemia, efectos cada vez mas prominentes en la ganancia de peso
corporal y la induccion de eventos adversos de tipo gastrointestinal, edema e incluso

insuficiencia cardiaca, por lo que se buscan alternativas de farmacos no convencionales [31].

1.4 Generalidades del blanco molecular DPP-1V
«La enzima Dipeptidil peptidasa IV conocida también como CD26, es una glicoproteina
transmembrana que se expresa en la superficie celular y pertenece a la familia de las prolil-
oligopeptidasas. En particular, DPP-IV ha sido el miembro de esta familia mejor estudiado y
caracterizado, destacandose por su ubicuidad (higado, intestino, bazo, glandula adrenal,
linfocitos, células endoteliales), siendo el rifidn el drgano donde se encuentra su mayor actividad
especifica. Entre los sustratos naturales de la DPP-IV se encuentran hormonas de naturaleza
peptidica que controlan el metabolismo en mamiferos como por ejemplo el péptido similar a
glucagon 1 (GLP-1)»[32].

«La enzima DPP-IV humana es una glicoproteina de membrana de 110 kDa con 766 residuos de
aminoacidos, es una enzima aminopeptidasa sérica que consiste de tres partes fundamentales:
una region citoplasmatica (residuos 1 al 6), una region de transmembrana (residuos del 7 al 28) y
una extensa region extracelular que comprende los residuos 29 al 766. Esta region se caracteriza
por la presencia de dos dominios muy bien definidos: a) un dominio catalitico que contiene a la
triada Ser630-Asp708-His740 tipica de las PS, que se caracteriza por un plegamiento del tipo
o/B-hidrolasa (residuos 56 al 497) y que permite clasificarla como una ecto-enzima (enzimas con
el centro activo hacia el exterior celular) y b) un dominio de tipo B-propela, formado por ocho
hojas-3, también se caracteriza por dos sitios o bolsillos de union al sustrato (S1y S2)» [32] que

se observan en la Figura 2.

«En pacientes diabéticos tipo 2, la actividad del GLP-1 con frecuencia se encuentra reducida y la
infusion continua del GLP-1 mejora la funcidn secretora de insulina y deprime la secrecion de
glucagon (frecuentemente incrementada en estos pacientes). Sin embargo, el GLP-1 tiene una

vida media plasmatica sumamente corta, debido a que se inactiva en pocos minutos por accion de
la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-1V)» [33].
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Lo anterior avala que se requiere el desarrollo de inhibidores de la DPP-1V, para elevar las
concentraciones enddgenas del GLP-1, ya que mientras mas GLP-1, habra menos acumulacion

de glucosa en la sangre.

Figura 2.

Caracterizacion de la enzima DPP-IV y sus sitios activos

Nota. En esta figura se presenta la estructura original de la enzima DPP-IV (A) y se identifican sus sitios activos
(B). Tomado de: K. Namoto et al., “Discovery of C-(1-aryl-cyclohexyl)-methylamines as selective, orally available
inhibitors of dipeptidyl peptidase IV,” Bioorganic Med. Chem. Lett., vol. 24, no. 3, pp. 731-736, 2014, doi:
10.1016/j.bmcl.2013.12.118.

1.5 Generalidades del acoplamiento molecular (Docking)

«EI campo del acoplamiento molecular ha surgido durante las tltimas tres décadas impulsado
por las necesidades de la biologia molecular estructural y el descubrimiento de farmacos basado
en estructuras. El objetivo del software automatizado de acoplamiento molecular es comprender

y predecir el reconocimiento molecular, tanto estructuralmente, encontrando modos de union

probables, como energeticamente, prediciendo la afinidad de unién. El acoplamiento molecular
se realiza generalmente entre una molécula pequefia y una macromolécula diana, lo cual se

conoce como acoplamiento ligando-proteina» [34].

El acoplamiento molecular puede ser entonces definido como un método bioinforméatico que
permite predecir y calcular computacionalmente la posicion mas favorable de interaccion entre
un ligando y un blanco usualmente proteico a partir de sus representaciones tridimensionales.

“Mientras mas estable, especifica y favorable sea la union entre un ligando (farmaco) y su blanco
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proteico (diana terapéutica), mayor sera su actividad bioldgica (farmaco maés efectivo). Por tanto,
este método bioinformatico juega un rol importante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos

principios activos o farmacos” [35].

«El modo de union de un ligando con respecto al receptor se puede definir de forma Gnica por
sus variables de estado. Estos consisten en su posicion (traslaciones X, y, z), orientacion (angulos
de Euler, eje-dngulo o un cuaternion) v, si el ligando es flexible, su conformacion (los angulos de

torsion para cada enlace giratorio). Cada una de estas variables de estado describe un grado de

libertad en un espacio de busqueda multidimensional y sus limites describen el alcance de la
busqueda. El acoplamiento de un cuerpo rigido es mas rapido que tratar el ligando como flexible,
porque el tamafio del espacio de busqueda es mucho més pequefio, pero si la conformacion del
ligando no es correcta, habrd una menor probabilidad de encontrar un ajuste complementario»
[34].

“El proceso de tomar una estructura cristalina conocida de un complejo del objetivo de interés,
separar el ligando y luego volver a acoplarlo se conoce como "re-docking” » [34] . EIl cual
permite comparar la capacidad de los métodos y pardmetros de acoplamiento elegidos para
volver a acoplar una variedad de ligandos al objetivo de interés. “El éxito se mide a menudo en
términos de la desviacion cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) de las coordenadas
cartesianas de los atomos del ligando en las conformaciones acopladas y cristalogréficas; un

acoplamiento generalmente se considera exitoso si es menor que el umbral de 2 A”. [34]

«En el desarrollo de medicamentos, el acoplamiento molecular es muy utilizado, ya que se
pueden realizar calculos rapidos y se obtiene informacidon de la prediccion de la interaccién de
ligantes con algdn tipo de molécula relacionada con alguna enfermedad, mucho mas rapido y a

menor costo que un estudio experimental. EI acoplamiento molecular es una de las herramientas
de cribado virtual que permite realizar un filtro de una biblioteca virtual de ligantes candidatos al
desarrollo de un farmaco, generando una ventaja en costo y tiempo sobre el proceso

experimental» [36].

Para realizar acoplamiento molecular existen varios programas comerciales y de uso libre. Para
esta investigacion se us6 AutodockTools 1.5.6 (https://autodock.scripps.edu/), AutodockVina
(https://vina.scripps.edu/), Maestro® (https://www.schrodinger.com/products/maestro) y PyRx

(https://pyrx.sourceforge.io/), ya que estos cuentan con una version libre de facil acceso y uso.
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2. METODOLOGIA

La metodologia se describe de acuerdo al orden propuesto de los objetivos especificos (OE):

2.1 OELl. Determinar el grupo de metabolitos secundarios con los que se hara el
acoplamiento molecular y sus estructuras moleculares

Para la busqueda de los ligandos con los que se realizo el acoplamiento molecular a la proteina
DPP-IV se realiz6 una basqueda bibliografica donde se reportaran metabolitos segundarios en
los géneros Vismia spp. (Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae) y Neurolaena spp.
(Asteraceae) que hacen parte de la flora del departamento del Chocé y pueden tener un potencial
uso polifarmacoldgico para el tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo 2,es importante
aclarar que el estudio de estos géneros se ha venido desarrollando en el macroproyecto titulado
“Fortalecimiento de capacidades técnico-cientificas para el desarrollo de potenciales productos
aplicables en el tratamiento de obesidad y diabetes Il, que permitan valorar y aprovechar
sosteniblemente la diversidad ecosistémica y cultural del Chocd” actualmente sometido a la
Convocatoria Bienal No. 6 — “CONVOCATORIA DEL SISTEMA GENERAL DE REGALIAS
- FONDO DE CTEI - PARA LA CONFORMACION DE UN LISTADO DE PROPUESTAS
DE PROYECTOS ELEGIBLES DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PARA EL
AVANCE DEL CONOCIMIENTO Y LA CREACION — 2020” de Minciencias, por lo que en
este caso solo se adelantara la parte que es netamente tedrica del macroproyecto anteriormente
mencionado. Sin embargo, el trabajo experimental realizado por la alianza PRONADIAB que
también hace parte del macroproyecto, ha permitido identificar una serie de metabolitos
secundarios de estos géneros los cuales también fueron considerados en este estudio y se indican

con un asterisco en la Tabla 4.

La busqueda otros posibles metabolitos, se realizé en articulos de bases de datos como Science
Direct, Scopus, Scifinder, Google Scholar, ACS Publications y Pubmed, asi como en las bases de
datos PCIDB (Phyto Chemical INTERACCIONES DB), PubChem, Zinc y CHEBI donde se
reportan metabolitos secundarios de los géneros anteriormente mencionados que presentan

alguna actividad farmacologica.

Para identificar cada metabolito se hizo uso de c6digos Unicos proporcionados por bases de datos

como PubChem, Zinc y ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest), de las cuales se

32



obtienen las estructuras cristalograficas de los ligandos junto con su codigo SMILES, a estas
estructuras se les realizd un estudio conformacional en el Software Avogadro
(https://avogadro.cc/) con el fin de obtener la forma méas estable de la molécula, es decir la que

posee menor energia.

2.2 OE2. Seleccionar y preparar la estructura 3D del blanco Dipeptidil Peptidasa-1V (DPP-
IV) identificando su sitio activo

Para la preparacion del blanco molecular los criterios de blasqueda y seleccion de la estructura
cristalogréafica de la enzima DPP-VI fueron: que sea de origen humano, que tenga una resolucion
menor a 2,0 A y que se hubiera reportado su complejo con un ligando para contar con un punto
de comparacion respecto al modo de union y asi validar la correcta ejecucion del acoplamiento
mediante un redocking. Teniendo en cuenta lo anterior se hace uso de la base de datos Protein
Data Bank (PDB) donde se filtran los resultados y se determina cual es la mejor opcién a

trabajar.

Una vez seleccionada la enzima mediante el uso del médulo Protein Preparation Wizard del
software Maestro® se realiza la preparacion de la enzima. Inicialmente en el menu Preprocess se
identifican las posiciones alternas que son cadenas laterales duplicadas que pueden tener
diferentes conformaciones, sobre todo aquellas que estan mas expuestas al solvente. Se debe
seleccionar la conformacion de mayor ocupancia ya que esta relacionada con la estabilidad de la
molécula y este es un factor importante para poder realizar los estudios de acoplamiento, ya que
si el residuo hace parte del sitio catalitico se debe hacer un acoplamiento para cada

conformacion.

En el menu review and modify se muestran todas las cadenas presentes en la estructura
cristalogréfica, por lo que se deben eliminar todas aquellas que no hacen parte de la region de
estudio, y finalmente en el menu refine se ajusta el pH al cual se va a trabajar. Para la
investigacion actual, el pH elegido es 7,4, dado que “esta enzima se caracteriza por su ubicuidad
(higado, intestino, bazo, glandula adrenal, linfocitos, células, endoteliales) y estos 6rganos se

encuentran a un pH fisiologico con el valor mencionado” [32].

Para la identificacion del sitio de unién es fundamental saber que los inhibidores de la DPP-1V
son de tipo competitivo [31], es decir, que compiten por el sitio catalitico de la enzima, por esta
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razon el acoplamiento molecular se realizé en el lugar donde se encuentra el ligando original

(2KS) que se descargd de la Protein Data Bank.

2.3 OE3. Modelar los modos de union de los metabolitos secundarios y el blanco molecular

Para realizar los célculos de acoplamiento molecular se utiliza la enzima previamente preparada
en Maestro® junto con los metabolitos seleccionados. En este punto, se debe tener en cuenta que
aquellos que posean grupos funcionales acidos o basicos, se les debe hacer un anélisis previo del
estado de protonacion; para lo cual, se emple6 el Software MarvinSketch

(https://chemaxon.com/products/marvin).

Una vez se tienen todos los metabolitos con su correcto estado de protonacion al pH = 7,4,
mediante el uso del Software PyRX, se realizo el estudio de acoplamiento molecular corrigiendo
el nimero de modos (numero de resultados del acoplamiento) a 1 para obtener el acoplamiento
mas estable de cada ligando y se aumentd la exhaustividad de la busqueda conformacional de 8 a
20. Considerando los resultados de las afinidades de unidn, se organizaron en orden descendente
desde la mas negativa para determinar cuales pueden ser evaluadas como posibles opciones de
farmacos, y se calculd la constante inhibitoria (Ki), que se comparé con la obtenida para el
ligando usado en el protocolo de validacién. Esta constante se obtuvo mediante la Ecuacion 1
que relaciona la afinidad de unién con Ki.

Ecuacién 1.

AG = RTLn(K;)
AG
K; = e(ﬁ)
Donde AG es la afinidad de unidén en kcal/mol, R es la constante universal de los gases,
1,987x1073 kcal/mol K y T es la temperatura absoluta, que se supone temperatura ambiente de
298,15 K [37].

2.4 OEA4. Caracterizacion farmacocinética de los metabolitos con mayor potencial
inhibitorio

A los metabolitos que presentaron mayor afinidad por la enzima y menores Ki se les calcularon
los pardmetros ADME (absorption, distribution, metabolism, excretion) y datos de interferencia

(PAINs; pan-assay interference compounds) usando la herramienta SwissADME
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(http://www.swissadme.ch/). Esto permitié definir si dichos compuestos cumplen o no con las
reglas de Lipinski. Cuando estas reglas se cumplen, se predice que posiblemente dichos
metabolitos pueden considerarse como farmacos de administracion oral. Se tuvo en cuenta los
farmacos ya establecidos para tratar estas enfermedades tales como los mostrados en la Tabla 1y

2y asi poder comprobar su potencial inhibitorio frente a la DPP-1V.
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(Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae) y Neurolaena spp. (Asteraceae).

3. RESULTADOS
3.1 Busqueda y seleccion de metabolitos reportados de los géneros Vismia spp.

Mediante una exhaustiva busqueda bibliografica se logro seleccionar 25 ligandos por género (75

ligandos en total) con lo que se construy6 una base de datos en donde se especifica el tipo de

compuesto, el cddigo de identificacion, la estructura cristalografica en 2D y su respectiva energia

(kJ/mol), ver Tabla 3.

Tabla 3.

Metabolitos reportados en el género Vismia spp. (Hypericaceae)

o TIPO DE P ENERGIA
N NOMBRE COMPUESTO CODIGO ZINC (kJ/MOL) ESTRUCTURA (2D) REF.
o]
HO
o Xantonas | ZINC14821968 | 123,8644 O [8], [38],
trihidroxixantona i [39]
;II-H LCI" o
H.C o
- - - CH?
o | LS-dihidroxi-8- Xantonas CHEBI:4040 | 2798274 | ¢ N [71.I81]
metoxixantona
o o CH,
(o]
3 | 6-deoxijacareubina Xantonas ZINC5762059 322,437 [8], [39]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014821968/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005762059/

Tabla 3. Continuacién

Terpenos/

4 Cis-a-farneseno Sesquiterpenos

ZINC1531531 145,0831 . S P [8]

HO, r / a— ‘r‘l e} &
5 | Deacetilsiringaresinol Lignanos ZINC85486983 | 1498,8305 | [ ¢ y\,v‘v\i Y [39]

i = o A

4;\"\,/& . ! o —
T Ao A “ \L
a

6 Guttiferonas A Benzofenonas ZINC5543718 819,9837 [8], [39]

7 Guttiferonas B Benzofenonas | ZINC150602241 | 582,131 [8], [39]

8 Guttiferonas F Benzofenonas | ZINC44352558 710,148 Ho © [81, [39]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000001531531/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000085486983/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005543718/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000150602241/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000044352558/

Tabla 3. Continuacién

9 Hipericanarina Xantonas Put)sﬁggngSID 315,1466 [39]
10 Humuleno Se;mg’;g; os | ZINC30726967 | 2666189 [8]
11 Kaempferol Flavonoide ZINC3869768 290,462 [8]
12 Kielcorina Xantonas ZINC56654 265,3811 [39]
13 Quercetina Flavonoide ZINC3869685 265,928 [8]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000030726967/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003869768/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000000056654/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003869685/

Tabla 3. Continuacién

14 Sesamina Lignanos ZINC18037965 | 252,1698 | ¢ O ~~~~~ %‘Q | 181, 139]
.J/ .J/
15 Siringaresinol Lignanos ZINC4098933 420,8514 ,D%‘Q’ [39]
.J\ & /.J
16| Trans-o-farneseno Terpenos/ ZINC1531529 | 141,8687 [39]
Sesquiterpenos
17| Vismiaphenone D Benzofenonas ZINC3875278 393,2915 [8]
18| Vismiaphenone E Benzofenonas ZINC5854369 431,7937 [39]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000018037965/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000004098933/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000001531529/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003875278/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005854369/

Tabla 3. Continuacién

19| Vismiaphenone F Benzofenonas ZINC5854373 554,6228 [8]
20| Vismiaphenone G Benzofenonas | ZINC14780698 403,189 [39]
21 Vismiaquinone Quinonas ZINC14883285 | 316,6475 [39]
22| Vismiaquinone B Antraquinonas | ZINC14883287 | 235,8284 [8]
23| oesileneno Terpenos CHEBI:50961 | 187,1283 8], [39]

/Sesquiterpenos
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005854373/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014780698/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014883285/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014883287/

Tabla 3. Continuacién

Sesquiterpenos

24| B-cariofileno Terpenos ZINC8234282 | 271,4295 [8], [39]
/Sesquiterpenos
25 B-sileneno Terpenos/ ZINC8234293 | 188,9322 W\ [8], [39]

Nota. Esta tabla muestra la base de datos obtenida para hacer el acoplamiento molecular de los metabolitos

pertenecientes al género Vismia spp. (Hypericaceae)
Tabla 4.

Metabolitos reportados en el género Garcinia spp. (Clusiaceae)

TIPO DE CODIGO ENERGIA

COMPUESTO ZING (ka/mol) ESTRUCTURA (2D)  |REF

N° NOMBRE

(-)-Epicatechin (cis)

forms/Catechin [40]

Flavonoide ZINC119988 189,164
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008234282/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008234293/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000000119988/

Tabla 4. Continuacién

2|  (+)-Catechin (Catequina) Flavonoide | ZINC119978 | 177,777 [40]
3 3-lsomangostin Xantona | ZINC13382496 | 39,0768 [41]
4 8-Desoxygartanin* Xantona ZINC5849312 | 81,3729 [42],[43]
5| 9-Hydroxycalabaxanthone* Xantona | ZINC13382495 | 176,414 | [44],[43]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000000119978/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000013382496/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005849312/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22ZINC13382495%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205495929%5bStandardizedCID%5d

Tabla 4. Continuacién

6 Amentoflavona Biflavonoides ZINC3984030 | 156,096 [45]
7 BR_Xanthone_A Xantona ZINC14766825 | 289,969 [44]
8| Demethylcalabaxanthone Benzopiranos ZINC13382494 | 504,196 [44]
9 Fuscaxanthone C/ Xantona ZINC4539100 | 317,25 [43]

3,6-Dimethylmangostin*
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003984030/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014766825/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000013382494/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000004539100/

Tabla 4. Continuacién

10| Garcimangosone_A Xantona ZINC15252012 | 244,05 [40], [44]
(o] o i
PP
11 Garcinone E Xantonas | ZINC13108877 | 317,04 0 1 J [40], [42]
o b L ‘ o
12 Gartanin* Xantona ZINC5854400 | 200,1607 [42],[43]
13 Isoorientina Flavonoides | ZINC4349262 | 54,3186 Q \ O O [46]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000015252012/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22ZINC13108877%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2010298511%5bStandardizedCID%5d
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005854400/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000004349262/

Tabla 4. Continuacién

14| Mangostenona B Xantona ZINC14768740 106,51 [44]
15 Morelloflavona Biflavonoides | ZINC26187321 | 395,9779 [45]
16 | Myrtiaphenone A Benzofenona | ZINC14780695 | 418,535 [47]
17| Myrtiaphenone-B Benzofenona | ZINC85949815 | 524,232 [47],[41]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014768740/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000026187321/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014780695/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000085949815/

Tabla 4. Continuacién

HO, o] OH
18 Norathyriol Xantona ZINC6090922 | 82,6191 O O [41]
| OH

19 Orientina Flavonoides | ZINC4098560 | 601,3383 [46]
20| Pseudoguttiaphenone A | Benzofenona | ZINC85949824 | 655,0077 [47]
21 Smeathxanthone A Xantona ZINC15120680 | 239,088 [42],[41]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000004098560/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000085949824/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000015120680/

Tabla 4. Continuacién

22| Tovophyllin B Xantona ZINC14768737 1052,97 [42], [44]
23| Volkensiflavona | Biflavonoides ZINC26183774 222,746 [45]
24 a-mangostin Xantonas PubChem 5281650 | 371,3958 [40]
25 B-mangostin Xantonas ZINC3925289 321,0134 [40], [44]

Nota. Esta tabla muestra la base de datos obtenida para hacer el acoplamiento molecular de los metabolitos
pertenecientes al género Garcinia spp. (Clusiaceae). * Estas estructuras fueron encontradas en el trabajo realizado

por la alianza PRONADIAB
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Tabla 5.

Metabolitos reportados en la especie Neurolaena spp. (Asteraceae)

o TIPO DE a ENERGIA
N NOMBRE COMPUESTO CODIGO ZINC (ka/mol) ESTRUCTURA (2D) REF.
P H H H H 9 NH
1 2-Pyrrolidineacetic acid, _Alc_al_0|,d§s ZINC 14684366 13,3487 “ / [48]
methyl ester pirrolizidinicos | = o
~ S
o N
o I T
6-Hydroxykaempferol 3- . PubChem CID | ' I [41],
2| methyl ether 7-glucoside | T 1avonoide 44259743 767,565 0T [49]
"X
o] !’ Q
6-Hydroxykaempferol 3- . ) [9],
3 methylether-7-sulphate Flavonoide | ZINC14644900 16,093 [49]
g | EHydroxykaempferol 71 gy ongide | ziNC33831754 | 6182551 [44],
glucoside [49]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014684366/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014644900/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000033831754/

Tabla 5. Continuacién

5| 6-hydroxyluteolin 7-glucoside Flavonoide | ZINC14644793 | 660,927 [49]
6 Axillarin Flavonoide ZINC6483405 315,38 [50]
7 Axillarin 7-glucoside Flavonoide | ZINC238732983 | 861,369 [41]
8 Batatifolin Flavonoide | ZINC14760695 | 543,309 [41]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014644793/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000006483405/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000238732983/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000014760695/

Tabla 5. Continuacién

9 |Furanoheliangolide Lactonas ZINC5410014 | 224,935 [51]
SequIterpenlcas
10| Germacranolide Lactonas ZINC13323154  |-23,2254 [51]
SequIterpenlcas
HO
|
Lo
. Alcaloides o
11| Isotussilagine pirrolizidinicos ZINC6469367 142,114 i \(/ [41]
\—/—‘ O~
00—
. Lactonas PubChem CID 0
12 Lobatin B sesquiterpénicas 5373700 462,128 | » [41]. [48]
‘ )
0 ’ o-" /
\_X\_~ 0
- |
|
13| Neurolenin A Lactonas ZINC100090135 |288,0601 o (411, [48],
sesquiterpénicas [52]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000005410014/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000013323154/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000006469367/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000100090135/

Tabla 5. Continuacién

<

14| Neurolenin B | Lactonas sesquiterpénicas | ZINC100090140 (317,162 )\)\\ [41], [48], [52]
I
15| Neurolenin C | Lactonas sesquiterpénicas | ZINC100090147 | 415,102 [41], [48]
it
16 [ Neurolenin D | Lactonas sesquiterpénicas | ZINC100090153 | 410,902 [41], [48]
17| Neurolenin E | Lactonas sesquiterpénicas | ZINC238781012 | 363,621 [41], [48]
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http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000100090140/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000100090147/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000100090153/
http://zinc15.docking.org/substances/ZINC000238781012/

Tabla 5. Continuacién

18 Patuletin 7-glucoside Flavonoide| ZINC33833251 |676,7771 [[1%]]
19 Quercetagetin Flavonoide ZINC5784821 358,867 [41]
DYyl
(o]
Quercetagetin 3-methyl ether . PubChem CID I H’ [41],
20 7-glucoside Flavonolde| 74208821 82967 [50]
© 1]
!
Quercetagetin 3-methyl ether . i [41],
21 7-O-sulfate Flavonoide ZINC14647297 171,186 [49]
i
. . . PubChem CID g [41],
22|  Quercetagetin 7-glucoside  |Flavonoide 44959796 785,505 o’{ [49]
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Tabla 5. Continuacién

23 Santonin Terpeno ZINC3881689 | 118,371 0_1 [53]
00—

24| Tomentin 6-galactoside Flavonoide ZINC14727282|796,5172 [41]

HO
|

|
25 Tussilagine Alcaloides pirrolizidinicos | ZINC6468546 | 129,343 i \(/O [9]
o~

Nota. Esta tabla muestra la base de datos obtenida para hacer acoplamiento molecular de los metabolitos

pertenecientes al género Neurolaena spp.(Asteraceae)

3.2 Seleccidn y preparacion de la estructura 3D del blanco Dipeptidil Peptidasa- 1V

Después de realizar una busqueda minuciosa en Protein Data Bank con los criterios mencionados
en la metodologia, se determin6 que la estructura cristalografica con cédigo 4N8D era la mas
adecuada para realizar el acoplamiento molecular. Esta estructura tiene una resolucion de 1,65 A
y fue reportado su complejo con el ligando 2KS, su nucleo es un ciclohexilo sustituido
geminalmente con un grupo aminometilo y un anillo aromatico [54], lo cual permite realizar una
comparacion de los resultados. Esta estructura fue descargada directamente desde la base de

datos en formato pdb para ser preparada en el software Maestro®.

Después de importar la proteina 4N8D en el workspace de Maestro® se procedio a realizar los

ajustes pertinentes. Como primera medida en el menu Preprocess se identifican las posiciones
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alternas que son cadenas laterales duplicadas que pueden tener diferentes conformaciones y se
eliminan de la estructura. Posteriormente, en el mend Review and Modify se evidencié que la
enzima contiene 3 cadenas principales (A, B, C) de las cuales dos pertenecen a la enzima (A y
B). La tercera cadena (C) corresponde a un sacarido que ayudo a la cristalizacion de la enzima
mas no hacia parte de la region de estudio de la misma, por lo cual se elimino esta cadena junto

con las moléculas de agua, iones metéalicos y otras cadenas alternas.

Al analizar las dos cadenas A y B se identificd que eran homodimeros, ya que ambas cadenas
eran exactamente iguales como se evidencia en la Figura 2A, lo que permite trabajar solo con
una de ellas. Sin embargo, para determinar cudl era la mejor opcion para hacer el acoplamiento
se rectificd que las cadenas presentaran todos los residuos cataliticos. Se encontré que en la
cadena A no estaba presente el residuo catalitico 756 que corresponde a una serina, por lo que se
decidi6 trabajar con la cadena B, esta cadena contenia el ligando 2KS (1-(cis-1-phenyl-4-{[(2E)-
3-phenylprop-2-en-1-ylJoxy}cyclohexyl)methanamine)) con el cual se hizo el acoplamiento

molecular.

Una vez elegida la cadena a trabajar, se hizo una copia con el ligando para posteriormente
eliminarlo debido a que la optimizacion de la enzima se debe hacer sin este. Seguidamente, se
ajusto el pH de la estructura a 7,4 [55] por medio del médulo Refine y se optimizaron los grupos
hidroxilo para minimizar la energia, rotando los puentes de hidrégeno. Ademas, se generaron los
estados de protonacion de los residuos de la proteina que estan expuestos al solvente, ya que
estos residuos pueden o no estar protonados (ionizados). Esto Ultimo es importante a la hora de
hacer el acoplamiento molecular porque los grupos funcionales que estan cargados sienten las

interacciones electroestaticas con los ligandos que poseen carga.
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Figura 3.

Enzima DPP-IV preparada en Maestro®sin y con superficie

Title: 4AN8D_preparated
PDB ID: 4N8D

WFIRRE

Nota. La figura muestra la estructura de la enzima Dipeptidil Peptidasa 4 optimizada en el programa Maestro ®
(A) vy la estructura con superficie obtenida del programa AutoDockTools.

Por otro lado, se analizo el ligando 2KS en el software MarvinSketch en el menu de calculations
con la opcién Protonation y pKa, a partir de los resultados se obtuvo la distribucion de especies

de los estados de protonacion con respecto al pH.

Figura 4.

Estados de protonacion con respecto al pH del ligando 2KS

Microspecies distribution (%)

00 050 1,20 150 2,40 300 350 420 450 540 GO0 B0 720 7,80 540 9,00 9,50 10,20 10,80 1140 12,00 12,60 13,20 13,80
PH

55



Figura 4. Continuacién

Nota. En la figura se muestra la distribucién de microespecies obtenida
en el software Marvin Sketch, en el eje x se observa el pH en la escala
de 0 a 14, en el eje y se tiene el porcentaje de cada uno de los estados de
protonacion 1y 2 del ligando.

Segun los resultados (ver Figura 4), la molécula 2KS tiene dos estados de protonacién, en el
primero no esta protonado el grupo funcional amina (-NH.), ya que no existe a pH bajos, por lo
que cuando se acerca a 7,4 el porcentaje de poblacion de ese estado de protonacion es de 0,84%.
Para el segundo estado, donde la estructura se encuentra protonada (-NHz") es el Gnico estado de
protonacion que existe. Cuando se acerca a 7,4 el porcentaje de poblacion de ese estado de

protonacion es de 99,16%.

Esto es muy importante en el acoplamiento molecular porque las interacciones que genera este
grupo funcional con carga formal positiva son del tipo electroestaticas, que son mucho mas
fuertes que las interacciones de puentes de hidrogeno, ya que interactian a larga distancia. Esto
significa que cuando el ligando entre a la cavidad del sitio catalitico va a tender a buscar residuos
con carga negativa dado que la estructura tiene una carga positiva y a partir de ahi se empiezan a

dar las demaés interacciones.

Por otro lado, para hacer el protocolo de validacion se hizo uso de la proteina preparada
previamente junto con el ligando 2KS protonado, para esto se debe analizar el sitio de union del
ligando al blanco molecular. Para este fin, se hace uso del software AutoDockTools-1.5.6 en el
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modulo Grid donde se establece el tamafio del Grid Box (ver Tabla 6) el cual debe ser lo

suficientemente amplio para abarcar todo el sitio activo.

Tabla 6.

Dimensiones (Angstroms) del Grid Box establecidas para el acoplamiento

molecular
EJE CENTRO DIMENSIONES
X 25,456 26
Y 69,460 19
Z 80,311 24

Nota. En la tabla se observan las dimensiones del grid box en angstroms y las

coordenadas del centro de la caja en los ejes X, v, z.

Adicionalmente, se debe establecer la configuracion del software Vina en la cual el nimero de
modos por defecto es 9 (cantidad de resultados del acoplamiento). Para un calculo mas riguroso
se aumentd la exhaustividad de la busqueda conformacional de 8 a 20, una vez definidos los
parametros anteriores se procedié a correr el programa. Los resultados obtenidos del redocking
mostraron que la estructura mas estable tiene una energia de —8,4 kcal/mol, ver Figura 5.
Posteriormente, esta estructura se pasa a formato .pdb para que sea compatible con el programa
Maestro® en donde se deben agregar o modificar los enlaces que no corresponden a la estructura

del ligando, ver Figura 6.
Figura 5.

Comparacion del ligando 2KS original con el resultado de acoplamiento méas estable

del redocking obtenida en AutodockTools

Nota. La figura muestra el valor de energia en kcal/mol de la estructura mas estable
del redocking (estructura en rosado) y su comparacion con el ligando 2KS original

(estructura en verde).
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Figura 6.

Comparacién del ligando 2KS con el resultado de acoplamiento mas estable del

redocking obtenida en el software Maestro®

Nota. La figura muestra el valor de energia en kcal/mol de la estructura més estable del
redocking (estructura en verde) y su comparacion con el ligando 2KS original (estructura

en blanco) con los enlaces ajustados con sus respectivos hidrégenos.

En la Figura 5 se observa que las dos conformaciones iniciales hacen parte de una misma familia
de un estado conformacional. Debido a que la parte superior derecha del anillo aromético es muy
flexible y la cavidad del sitio de union de la proteina es muy amplia, los puntos de anclaje mas
importantes se dan en el amino cuaternario como se observé en la Figura 4, donde se estudio el

estado de protonacién de este ligando.

Finalmente, después de realizar el protocolo de validacion del acoplamiento molecular se puede
evidenciar en la Figura 7 que las interacciones electroestaticas presentes entre el ligando 2KS y
el ligando del resultado del acoplamiento molecular con la proteina son en general las mismas.
Sin embargo, existe una pequefia diferencia en la interaccion que presenta el anillo aromatico
con Arg358 que es de tipo apilamiento Pi-Pi, lo cual podria ser bastante tipico debido a la
flexibilidad que presenta. Ademas, es indispensable realizar la protonacion correcta para poder
replicar el resultado experimental (Ligando original) ya que como se observo en la Figura 7, el
ligando 2KS (con el segundo estado de protonacion, -NHs") interactGa con los acidos glutamicos
205 y 206 por medio de puentes de hidrégeno. Con esto en mente, puede considerarse que el
resultado es suficiente para corroborar que el acoplamiento molecular esta bien ejecutado y se

puede aplicar para el cribado virtual de los metabolitos a estudiar.
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Figura 7.

Interacciones del ligando 2KS con la proteina DPP-IV
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Nota. La figura muestra las interacciones del ligando 2KS original con la proteina DPP-IV (A) y las
interacciones que tiene el ligando resultante del acoplamiento molecular con los residuos cataliticos de la

proteina (B).

3.3 Modelar los modos de union de los metabolitos secundarios y el blanco molecular
Para los estudios de acoplamiento molecular de los metabolitos secundarios de las especies
consideradas, se realizo el analisis de los estados de protonacion de aquellos ligandos que

poseian un grupo funcional &cido o basico en el software MarvinSketch, ver Tablas 7 a 9.

Tabla 7.

Porcentaje de distribucién de las microespecies (estados de protonacién) a un pH de 7,4 de los metabolitos

del género Vismia spp. (Hypericaceae)

N° CODIGO ZINC DISTRIBUCION DE LAS
MICROESPECIES (%)

1 ZINC14821968 51,01

2 CHEBI:4040

3 ZINC5762059 65,75

4 ZINC1531531

5 ZINC85486983 100

6 ZINC5543718 80,62

7 ZINC150602241 80,63

8 ZINC44352558 80,61

9 PUBCHEM5492070 56,67

10 ZINC30726967
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Tabla 7. Continuacion

11 ZINC3869768 57,85
12 ZINC56654

13 ZINC3869685 57,50
14 ZINC18037965

15 ZINC4098933 97,55
16 ZINC1531529

17 ZINC3875278 50,15
18 ZINC5854369 27,88
19 ZINC5854373 44,15
20 ZINC14780698 2291
21 ZINC14883285 75,61
22 ZINC14883287 67,46
23 CHEBI:59961

24 ZINC8234282

25 ZINC8234293

Nota. Esta tabla muestra el porcentaje de distribucion de las microespecies a un pH de 7,4 para los

metabolitos secundarios del género Vismia spp. (Hypericaceae)
Tabla 8.

Porcentaje de distribucion de las microespecies (estados de protonacién) a un pH de 7,4 de los

metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae)

DISTRIBUCION DE LAS

o cloniieioZINe MICROESPECIES (%)
1 ZINC119988 97,56
2 ZINC119978 97,56
3 ZINC13382496 69,17
4 ZINC5849312 41,15
5 ZINC13382495 64,14
6 ZINC3984030 45,62
7 ZINC14766825 74,91
8 ZINC13382494 84,57
9 ZINC4539100 84,86
10 ZINC15252012 60,99
11 ZINC13108877 23,71
12 ZINC5854400 50,07
13 ZINC4349262 55,03
14 ZINC14768740 63,03
15 ZINC26187321 49 56
16 ZINC14780695 74,03
17 ZINC85949815 61,83
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Tabla 8. Continuacion

18 ZINC6090922 34,20
19 ZINC4098560 70,70
20 ZINC85949824 56,54
21 ZINC15120680 41,29
22 ZINC14768737 57,10
23 ZINC26183774 49,67
24 PUBCHEM5281650 34,66
25 ZINC3925289 62,40

Nota. Esta tabla muestra el porcentaje de distribucion de las microespecies a un pH de 7.4 para los

metabolitos secundarios del género Garcinia spp. (Clusiaceae)
Tabla 9.

Porcentaje de distribucion de las microespecies (estados de protonacion) a un pH de 7,4 de los

metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae)

DISTRIBUCION DE LAS

i cloloiege) AINe MICROESPECIES (%)
1 ZINC14684366 100
2 PUBCHEM 44259743 82,58
3 ZINC14644900 82,63
4 ZINC33831754 47,33
5 ZINC14644793
6 ZINC6483405 57,97
7 ZINC238732983 61,63
8 ZINC14760695 38,02
9 ZINC5410014 100
10 ZINC13323154 100
11 ZINC6469367 99,35
12 PUBCHEMb5373700 100
13 ZINC100090135 100
14 ZINC100090140 100
15 ZINC100090147 100
16 ZINC100090153 100
17 ZINC238781012 100
18 ZINC33833251
19 ZINC5784821 58,76
20 PUBCHEM74208821
21 ZINC14647297 81,38
22 PUBCHEM44259796
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Tabla 9. Continuacion

23 ZINC3881689
24 ZINC14727282 57,07
25 ZINC6468546 99,35

Nota. Esta tabla muestra el porcentaje de distribucion de las microespecies a un pH de 7.4 para los

metabolitos secundarios del género Neurolaena spp.(Asteraceae)

Para determinar cual era el mejor estado de protonacion se escoge aquel que presenta un mayor
porcentaje de poblacidn, los resultados de este andlisis se muestran en las Tablas 7, 8 y 9.
Posteriormente se hacen las respectivas modificaciones de las cargas de los ligandos en el
software Maestro® donde ademas se modificé el tipo de archivo de .sdf a .mol2 para realizar el

acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular se realizé por medio PyRX, que es un software que permite modelar
los modos de union de bibliotecas de metabolitos con el blanco molecular, este programa utiliza
como software de acoplamiento AutoDock 4 y AutoDock Vina. En este caso se realizaron los
estudios de acoplamiento por género, iniciando por Vismia spp. (Hypericaceae). En el médulo
Vina Wizard se cargaron todas las moléculas correspondientes a los ligandos de esta especie y
adicionalmente se cargo6 la proteina DPP-1V como macromolécula. Una vez especificadas las
moléculas con las que se van a realizar los calculos, se ajusta manualmente el tamafio de la caja
con las dimensiones que se establecieron en la Tabla 6 y se ajusto la exhaustividad con un valor
igual a 20. Luego de obtenerse los resultados de este docking, se realizo el mismo procedimiento
anteriormente descrito para los dos géneros restantes Garcinia spp. (Clusiaceae) y Neurolaena

spp. (Asteraceae).

Después de la finalizacion exitosa de las ejecuciones de acoplamiento, se obtuvieron diferentes
conformaciones de los ligandos conocidos como modos de unidon con su respectiva
energia/afinidad de union (kcal/mol). “La afinidad de union se mide y se informa como el
equilibrio constante de disociacion que se utiliza para calcular y evaluar el orden de la solidez de
las interacciones biomoleculares. Mientras mas pequefio sea su valor, mayor sera la afinidad de

unién del ligante para su objetivo” [56].

PyRx no da los valores de la constante de inhibicién Ki, pero permite que se calculen usando la
Ecuacion 1.
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Es importante resaltar que en cuanto a la constante de inhibicion (Ki), en general, a mayor valor
de esta, méas débil sera la union del inhibidor a la enzima [57]. Por lo tanto, se evidencia que la

relacion entre la afinidad de unién con la constante de inhibicion es inversamente proporcional.

Los resultados del acoplamiento molecular de cada una de los géneros ordenados de forma

descendiente desde el mas estable se muestran en las Tablas 10, 11 y 12.

Tabla 10.

Afinidad de unién (kcal/mol) y constante inhibitoria de los metabolitos del

género Vismia spp. (Hypericaceae) con la proteina DPP-1V

Ligando Afinidad de unién Constante de

inhibicion K;
ZINC85486983 -10,0 4,67E-08
ZINC18037965 -9,2 1,80E-07
ZINC44352558 9,1 2,13E-07
ZINC14883287 -9,0 2,53E-07
ZINC150602241 -9,0 2,53E-07
ZINC5543718 -8,9 2,99E-07
ZINC5762059 -8,9 2,99E-07
ZINC3869768 -8,8 3,54E-07
ZINC14883285 -8,8 3,54E-07
PUBCHEM5492070 -8,7 4,19E-07
ZINC3869685 -8,6 4,96E-07
ZINC5854369 -8,6 4,96E-07
ZINC5854373 -8,4 6,95E-07
ZINC14780698 -8,4 6,95E-07
ZINC3875278 -8,3 8,23E-07
ZINC14821968 -7,9 1,62E-06
ZINC4098933 -7,8 1,91E-06
CHEBI4040 -7,3 4,45E-06
ZINC8234293 -6,9 8,74E-06
CHEBI59961 -6,8 1,04E-05
ZINC1531529 -6,7 1,23E-05
ZINC56654 -6,6 1,45E-05
ZINC1531531 -6,6 1,45E-05
ZINC8234282 -6,5 1,72E-05
ZINC30726967 -6,4 2,03E-05

Nota. Esta tabla muestra la afinidad y la constante inhibitoria que tiene cada uno
de los metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae) con la enzima DPP-

IV ordenados de mayor a menor obtenidos del estudio del cribado molecular.
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Tabla 11.

Afinidad de unién (kcal/mol) y constante inhibitoria de los metabolitos del

género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la proteina DPP-1V

Ligando Af|n|(_j§\d fe Constante de inhibicién K;
union

ZINC14768737 -11,0 8,63E-09
ZINC14768740 -10,5 2,01E-08
ZINC3984030 -10,3 2,81E-08
ZINC15252012 -10,0 4,67E-08
ZINC13382495 -9,7 7,75E-08
ZINC13382494 -9,4 1,29E-07
ZINC14766825 -9,4 1,29E-07
ZINC13382496 -9,3 1,52E-07
ZINC26183774 -9,2 1,80E-07
ZINC26187321 -9,2 1,80E-07
ZINC13108877 -9,0 2,53E-07
ZINC85949824 -9,0 2,53E-07
PUBCHEM5281650 -8,7 4,19E-07
ZINC4098560 -8,7 4,19E-07
ZINC5849312 -8,7 4,19E-07
ZINC3925289 -8,6 4,96E-07
ZINC4349262 -8,6 4,96E-07
ZINC4539100 -8,6 4,96E-07
ZINC5854400 -8,6 4,96E-07
ZINC15120680 -8,6 4,96E-07
ZINC85949815 -8,6 4,96E-07
ZINC14780695 -8,2 9,74E-07
ZINC119988 -7,9 1,62E-06
ZINC119978 -7,7 2,27E-06
ZINC6090922 -7,5 3,18E-06

Nota. Esta tabla muestra la afinidad y la constante inhibitoria que tiene cada uno
de los metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV

ordenados de mayor a menor obtenidos del estudio del cribado molecular.
Tabla 12.

Afinidad de union (kcal/mol) y constante inhibitoria de los metabolitos del

género Neurolaena spp. (Asteraceae) con la proteina DPP-IV

Afinidad de Constante de inhibicion
union Ki
ZINC14644793 -9,4 1,29E-07

Ligando
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Tabla 12. Continuacion

PUBCHEM44259743 -8,8 3,54E-07
ZINC100090147 -8,8 3,54E-07
ZINC33831754 -8,8 3,54E-07
PUBCHEM74208821 -8,7 4,19E-07
ZINC33833251 -8,7 4,19E-07
ZINC14727282 -8,3 8,23E-07
ZINC238732983 -8,3 8,23E-07
ZINC5784821 -8,3 8,23E-07
PUBCHEMS5373700 -8,2 9,74E-07
ZINC14644900 -8,2 9,74E-07
ZINC14647297 -8,2 9,74E-07
PUBCHEM44259796 -8,1 1,15E-06
ZINC5410014 -8,1 1,15E-06
ZINC14760695 -7.9 1,62E-06
ZINC6483405 -7,8 1,91E-06
ZINC100090135 -1,7 2,27E-06
ZINC100090153 -1,7 2,27E-06
ZINC13323154 -7,6 2,68E-06
ZINC238781012 -7,6 2,68E-06
ZINC100090140 -7,2 5,27E-06
ZINC3881689 -1,2 5,27E-06
ZINC6468546 -5,7 6,63E-05
ZINC6469367 -55 9,29E-05
ZINC14684366 -4,9 2,56E-04

Nota. Esta tabla muestra la afinidad y la constante inhibitoria que tiene cada uno
de los metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae) con la enzima DPP-
IV ordenados de mayor a menor obtenidos del estudio del cribado molecular.

Para determinar cuales son los metabolitos que presentan un correcto modo de unién al blanco
molecular se toma como referencia el valor de -8,4 kcal/mol que corresponde a la afinidad de
unién del metabolito original (2KS) de la DPP-IV como se muestra en la Figura 5. Por lo tanto,
se tomaron en cuenta aquellos metabolitos que presentan un valor de afinidad de unién igual o
mayor al metabolito original. En el caso del género Vismia spp. (Hypericaceae) como se observa
en la Tabla 10, cuenta con 14 metabolitos, por su parte el género Garcinia spp. (Clusiaceae) en
la Tabla 11, cuenta con 21 metabolitos y por ultimo en la Tabla 12 se observa que el género

Neurolaena spp. (Asteraceae) cuenta con 6 metabolitos.

65



3.4 Caracterizar el grupo de metabolitos con el mayor potencial de actividad inhibitoria

frente al DPP-1V

Una vez determinado el grupo de 41 metabolitos que tienen la mejor afinidad de union y el
menor valor de Ki, se llevaron al programa Maestro® para corregir las estructuras. Los archivos
de salida de los resultados de acoplamiento molecular se visualizan en AutodockTools y este
programa elimina algunos enlaces, por lo que es necesario agregarlos nuevamente para proceder
a calcular los pardmetros farmacocinéticos, evaluando la viabilidad de los metabolitos como

farmacos de administracion oral utilizando la herramienta virtual gratuita SwissADME.

La herramienta SwissADME “permite calcular descriptores fisicoquimicos, asi como predecir
los parametros ADME, las propiedades farmacocinéticas, la naturaleza similar a la de un
farmaco y la compatibilidad con la quimica medicinal de una o varias moléculas pequefias para

respaldar el descubrimiento de farmacos” [58]. Al realizar los calculos de estos parametros para

los metabolitos de las tres especies se obtuvieron los resultados mostrados en las Tablas 13 a 15.

Tabla 13.

Parametros farmacocinéticos obtenidos para metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae)

Ligando Peso #H- #H- LogP Alesrta Absorcid Eé%?tlj

Molecular donadores aceptores PAINS n Gl lidad
ZINC85486983 742,72 8 18 -1,06 0 Bajo 0,17
ZINC18037965 354,35 0 6 2,77 0 Alto 0,55
ZINC44352558 611,87 3 6 5,31 1 Bajo 0,55
ZINC14883287 368,38 2 6 3,03 1 Alto 0,55
ZINC150602241 672,93 3 6 N/A N/A N/A N/A
ZINC5543718 610,86 3 6 8,04 1 Bajo 0,56
ZINC5762059 310,3 2 5 2,99 0 Alto 0,55
ZINC3869768 288,25 4 6 0,85 0 Alto 0,55
ZINC14883285 354,4 2 5 38 1 Alto 0,55
PUBCHEM5492070 310,3 2 5 2,85 0 Alto 0,55
ZINC3869685 302,24 5 7 1,23 1 Alto 0,55
ZINC5854369 382,45 3 5 4,18 0 Alto 0,55
ZINC5854373 394,46 2 5 4,46 0 Alto 0,55
ZINC14780698 414,49 3 6 4,13 0 Alto 0,55

Nota. Esta tabla muestra los parametros farmacocinéticos obtenidos en la herramienta SwissADME para cada

uno de los metabolitos seleccionados del género Vismia spp. (Hypericaceae)



Tabla 14.

Parametros farmacocinéticos obtenidos para metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae)

Ligando Peso #H- #H- LogP Alertas Absorcion Biodisponibilidad
molecular donadores aceptores PAINS Gl
ZINC14768737 460,52 2 6 5,16 0 Alto 0,55
ZINC14768740 464,55 2 6 5,51 0 Alto 0,55
ZINC3984030 538,46 6 10 3,62 0 Bajo 0,17
ZINC15252012 462,53 2 6 5,35 0 Alto 0,55
ZINC13382495 408,44 2 6 4,43 0 Alto 0,55
ZINC13382494 380,43 2 5 4,57 0 Alto 0,55
ZINC14766825 396,43 2 6 411 0 Alto 0,55
ZINC13382496 412,48 2 6 4,66 0 Alto 0,55
ZINC26183774 540,47 6 10 3,19 0 Bajo 0,17
ZINC26187321 556,47 7 11 2,77 1 Bajo 0,17
ZINC13108877 462,53 2 4,71 1 Alto 0,55
ZINC85949824 396,48 2 4,02 0 Alto 0,55
PUBCHEM5281650 410,46 3 4,64 0 Alto 0,55
ZINC4098560 448,38 8 11 -0,47 1 Bajo 0,17
ZINC5849312 384,47 3 4,78 0 Alto 0,55
ZINC3925289 428,52 2 5,23 0 Alto 0,55
ZINC4349262 448,38 8 11 -0,34 1 Bajo 0,17
ZINC4539100 442 54 1 6 5,58 0 Alto 0,55
ZINC5854400 400,46 4 6 4 0 Alto 0,55
ZINC15120680 400,46 4 6 4,52 0 Alto 0,55
ZINC85949815 380,48 1 4 4,91 0 Alto 0,55

Nota. Esta tabla muestra los parametros farmacocinéticos obtenidos en la herramienta SwissADME para cada uno

de los metabolitos seleccionados del género Garcinia spp. (Clusiaceae)

Tabla 15.
Parametros farmacocinéticos obtenidos para metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae)
.. Biodis
. Peso #H- #H- Alertas  Absorcion o
Ligando
g molecular donadores aceptores ey PAINS Gl F:?;;g'
ZINC14644793 464,38 8 12 -0,1 1 Bajo 0,17
PUBCHEM44259743 4784 7 12 0 1 Bajo 0,17
ZINC100090147 382,45 2 7 1,69 0 Alto 0,55
ZINC33831754 464,38 8 12 -0,3 1 Bajo 0,17
PUBCHEM74208821 4944 8 13 -0,28 1 Bajo 0,17
ZINC33833251 4944 8 13 -0,37 1 Bajo 0,17

Nota. Esta tabla muestra los parametros farmacocinéticos obtenidos en la herramienta SwissADME para cada uno de

los metabolitos seleccionados del género Neurolaena spp. (Asteraceae)
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Para analizar la informacion farmacocinética de cada uno de los metabolitos, es importante
considerar en primer lugar, las alertas PAINS [Pan-Assay INterference compoundS] las cuales
causan sefiales de ensayo falsas positivas debido a la reactividad en las condiciones del ensayo,
incluidas modificaciones covalentes o efectos redox, quelacion, auto fluorescencia o
degradacion, por lo que se utilizan como filtros computacionales para detectar compuestos con

potenciales pasivos quimicos [59].

Se descartaron los metabolitos que contienen alertas PAINS porque generalmente no resultan
atiles y pueden hacer incurrir en costos de investigacion innecesarios, por este motivo segun la
informacion obtenida de herramienta SwisSADME en el género Vismia spp. (Hypericaceae) se
descartan 6 metabolitos, por su parte en el género Garcinia spp. (Clusiaceae) se descartan 4 y
finalmente 5 para el género Neurolaena spp. (Asteraceae), quedando entonces en total 26

posibles metabolitos con aplicacion farmacoldgica.
3.4.1 Caracterizacién de los metabolitos como posibles fArmacos de administracion oral.

Para determinar si un metabolito puede ser administrado de manera oral, ya que “tiene una
mayor aceptabilidad por los pacientes, porque garantiza la permeabilidad de las células expuestas
a nivel intestinal con un area de superficie expuesta grande y mayor confiabilidad de la
exposicion” [60] se debe entonces cumplir unas reglas formuladas por Lipinski. Estas reglas
establecen propiedades fisico-quimicas comunes que influencian la biodisponibilidad de

cualquier medicamento administrado por esta via [60].

Lipinski determina que un farmaco tendré buena absorcién cuando:

e El nimero de donadores de puentes de hidrégeno <5
e El nimero de aceptores de puentes de hidrogeno < 10
e Peso molecular <500 Da

e Coeficiente de reparto Octanol-Agua [logP] <5

Sin embargo, Lipinski no considera todas las variables que influyen en la absorcion, por esta
razon se han realizado modificaciones a esta regla como las que plantea Ghose que determina
que “el log P calculado debe estar entre -0,4 y 5,6, el peso molecular entre 160 y 480 Da, la
refractividad molar entre 40 y 130 y el nimero total de &tomos en un rango de 20 a 70” [61]. Los

pardmetros de Ghose se muestran en las tablas 16 a la 18. Por su parte, Veber plantea que un
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farmaco tendra una buena aceptabilidad cuando el area de superficie polar sea menor o igual a
140 A2, el nimero de enlaces rotativos < 10 y la suma de los donadores y aceptores de puentes

de hidrogeno < 12 [62], estos datos se muestran en las Tablas 19 a la 21.

Tabla 16.

Parametros de las reglas de Ghose evaluados en metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae)

Ligando Refractividad Molar (RM) NUmero de atomos
ZINC85486983 172,13 52
ZINC18037965 90 26
ZINC5762059 88,16 23
ZINC3869768 72,51 21

PUBCHEMb5492070 88,16 23
ZINC5854369 110,7 28
ZINC5854373 114,7 29
ZINC14780698 116,27 30

Nota. Esta tabla muestra los pardmetros farmacocinéticos para evaluar las reglas de Ghose obtenidos en la

herramienta SwissADME para los metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae)

Tabla 17.

Pardmetros de las reglas de Ghose evaluados en metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae)

Ligando Refractividad Molar (RM) NuUmero de atomos
ZINC14768737 136 34
ZINC14768740 136,15 34
ZINC3984030 146,97 40
ZINC15252012 136,47 34
ZINC13382495 118,37 30
ZINC13382494 112,35 28
ZINC14766825 111,64 29
ZINC13382496 118,53 30
ZINC26183774 143,6 40
ZINC85949824 113,52 29

PUBCHEM5281650 119,99 30
ZINC5849312 114,45 28
ZINC3925289 125,41 31
ZINC4539100 129,88 32
ZINC5854400 115,59 29
ZINC15120680 116,31 29
ZINC85949815 113,15 28

Nota. Esta tabla muestra los parametros farmacocinéticos para evaluar las reglas de Ghose obtenidos en la

herramienta SwissADME para los metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae)
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Tabla 18.

Parametros de las reglas de Ghose evaluados en metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae)

Ligando Refractividad Molar (RM) NUmero de atomos

ZINC100090147 98,68 27

Nota. Esta tabla muestra los parametros farmacocinéticos para evaluar las reglas de Ghose obtenidos en la
herramienta SwissADME para los metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae)

Tabla 19.

Parametros de las reglas de Veber evaluados en metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae)

> H-donadores-

Ligando Area superficial #Enlaces rotativos Aceptores
ZINC85486983 254,14 12 26
ZINC18037965 55,38 2 6

ZINC5762059 79,9 0 7
ZINC3869768 107,22 1 10
PUBCHEM5492070 79,9 0 7
ZINC5854369 86,99 5 8
ZINC5854373 75,99 5 7
ZINC14780698 99,52 8 9

Nota. Esta tabla muestra los pardmetros farmacocinéticos para evaluar las reglas de Veber obtenidos en la
herramienta SwissADME para los metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae).

Tabla 20.

Pardmetros de las reglas de Veber evaluados en metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae)

> H-donadores-

Ligando Area superficial #Enlaces rotativos Aceptores
ZINC14768737 89,13 2 8
ZINC14768740 89,13 3 8

ZINC3984030 181,8 3 16
ZINC15252012 89,13 3 8
ZINC13382495 89,13 3 8
ZINC13382494 79,9 3 7
ZINC14766825 89,13 0 8
ZINC13382496 89,13 4 8
ZINC26183774 177,89 3 16
ZINC85949824 75,99 5 7

PUBCHEM5281650 100,13 5 9

ZINC5849312 90,9 6 8

ZINC3925289 89,13 8 8
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Tabla 20. Continuacion

ZINC4539100 78,13 9 7
ZINC5854400 111,13 6 10
ZINC15120680 111,13 7 10
ZINC85949815 55,76 6 5

Nota. Esta tabla muestra los pardmetros farmacocinéticos para evaluar las reglas de Veber obtenidos en la

herramienta SwissADME para los metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae).
Tabla 21.

Parametros de las reglas de Veber evaluados en metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae)

> H-donadores-

Ligando Area superficial #Enlaces rotativos
Aceptores

ZINC100090147 110,13 4 9

Nota. Esta tabla muestra los pardmetros farmacocinéticos para evaluar las reglas de Veber obtenidos en la

herramienta SwissADME para los metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae).

Teniendo en cuenta los parametros que evaltan las reglas de Lipinski y sus correspondientes
modificaciones de Ghose y Veber que se establecieron en las Tablas 13 a 21, se identifico el

numero de incumplimientos a las reglas anteriormente mencionadas, (ver tablas de la 22 a la 24).

Tabla 22.

Numero de incumplimientos a las reglas Lipinski, Ghose, Veber en metabolitos del género Vismia spp.

(Hypericaceae)

Ligando # Incumplimientos # Incumplimientos # Incumplimientos
Lipinski Ghose Veber
ZINC85486983 3 4 2
ZINC18037965 0 0 0
ZINC5762059 0 0 0
ZINC3869768 0 0 0
PUBCHEM5492070 0 0 0
ZINC5854369 0 0 0
ZINC5854373 0 0 0
ZINC14780698 0 0 0

Nota. En esta tabla se muestra el nimero de incumplimientos que presenta cada uno de los metabolitos del género
Vismia spp. (Hypericaceae) a las reglas que establecen las caracteristicas para que una molécula pueda ser

administrada como farmaco de manera oral.
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Tabla 23.

Numero de incumplimientos a las reglas Lipinski, Ghose, Veber en metabolitos del género Garcinia spp.

(Clusiaceae)

Ligando # Incur_nplim!entos # Incumplimientos # Incumplimientos
Lipinski Ghose Veber
ZINC14768737 0 2 0
ZINC14768740 0 2 0
ZINC3984030 2 2 1
ZINC15252012 0 2 0
ZINC13382495 0 0 0
ZINC13382494 0 0 0
ZINC14766825 0 0 0
ZINC13382496 0 0 0
ZINC26183774 2 2 1
ZINC85949824 0 0 0
PUBCHEM5281650 0 0 0
ZINC5849312 0 0 0
ZINC3925289 0 0 0
ZINC4539100 0 1 0
ZINC5854400 0 0 0
ZINC15120680 0 0 0
ZINC85949815 0 0 0

Nota. En esta tabla se muestra el nimero de incumplimientos que presenta cada uno de los metabolitos del género
Garcinia spp. (Clusiaceae) a las reglas que establecen las caracteristicas para que una molécula pueda ser

administrada como farmaco de manera oral.
Tabla 24.

Numero de incumplimientos a las reglas Lipinski, Ghose, Veber en metabolitos del género Neurolaena spp.

(Asteraceae)
Ligando # Incumplimientos # Incumplimientos # Incumplimientos
Lipinski Ghose Veber
ZINC100090147 0 0 0

Nota. En esta tabla se muestra el nimero de incumplimientos que presenta cada uno de los metabolitos del género
Neurolaena spp. (Asteraceae) a las reglas que establecen las caracteristicas para que una molécula pueda ser

administrada como farmaco de manera oral.
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Como criterio para la seleccion de los mejores metabolitos se tuvo en cuenta que cumplieran en
totalidad con las tres reglas establecidas anteriormente (Lipinski, Ghose, Veber), es decir, que el

namero de incumplimientos para cada una de ellas fuera cero, en este caso para los géneros
Vismia spp. (Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae), Neurolaena spp.(Asteraceae) , se

obtuvieron 7, 11 y 1 metabolitos respectivamente para un total de 19 ligandos. Adicionalmente,
se identificO que estos contaban con una biodisponibilidad del 55% y que su absorcion
gastrointestinal es alta ya que esto asegura que puedan ser efectivamente usados como farmacos

de administracion oral.

Posteriormente, como con estos 19 metabolitos con posible actividad farmacologica que pueden
ser ingeridos de manera oral, se pretende inhibir la accién de la enzima DPP-1V, se decidio que
se elegirian los 3 metabolitos que mejor potencial inhibitorio y afinidad de union tuvieran a esta
enzima, para el caso del género Vismia spp. (Hypericaceae) son: ZINC18037965, ZINC5762059
y ZINC3869768, para el género Garcinia spp. (Clusiaceae) son: ZINC13382495,
ZINC13382494 y ZINC14766825, y para el caso de Neurolaena spp. (Asteraceae) solo se
identificd un metabolito que cumpliera con todos los parametros descritos anteriormente que
corresponde a ZINC100090147.

Para comparar el potencial inhibitorio de los 7 metabolitos elegidos, se realizo el estudio de
acoplamiento molecular en PyRx con las dimensiones establecidas en la Tabla 6 con los tres
farmacos de administracion oral mas comunes que se usan para inhibir la enzima DPP-1V que se
presentaron en la Tabla 2, los cuales son Sitagliptina, Alogliptina y Linagliptina obteniendo los

resultados mostrados en la Tabla 25.

Tabla 25.

Resumen de los resultados de acoplamiento a la proteina DPP-IV comparados con el potencial inhibitorio de

medicamentos de administracién oral reportados en la literatura

centfcacor  Ugndo  Thode  Afpdaode  contanie e
VISMIA SPP. (HYPERICACEAE)
V-1 ZINC18037965 Lignanos -9,2 1,80E-07
V-2 ZINC5762059 Xantonas -8,9 2,99E-07
V-3 ZINC3869768 Flavonoide -8,8 3,54E-07
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Tabla 25. Continuacion

GARCINIA SPP. (CLUSIACEAE)

G-1 ZINC13382495 Xantonas -9,7 7,75E-08

G-2 ZINC13382494 Benzopiranos 9.4 1,29E-07

G-3 ZINC14766825 Xantonas -9,4 1,29E-07
NEUROLAENA SPP. (ASTERACEAE)

N-1 ZINC100090147 Lactonas -8,8 3,54E-07

sesquiterpénicas

MEDICAMENTOS ADMINISTRACION ORAL

Linagliptina -9,9 5,53E-08
Sitagliptina -9,3 1,52E-07
Alogliptina -7,8 1,91E-06

Nota. En esta tabla se muestra los resultados del acoplamiento molecular para los metabolitos seleccionados con
mayor potencial de inhibicién y que cumplen con las reglas de Lipinski comparados con los medicamentos de

administracién oral que actualmente se usan para inhibir la enzima DPP-IV.

Teniendo en cuenta los valores de afinidad de union de los medicamentos estudiados mostrados
en la Tabla 25, se identificé que el que presenta mayor afinidad de union es la Linagliptina,
seguido de la Sitagliptina y finalmente la Alogliptina, cuyo rango esta desde —9,9 kcal/mol a —7,8
kcal/mol, por lo cual se confirmé que los ligandos seleccionados para cada uno de los géneros se
encuentran dentro de este rango. Respecto a la constante de inhibicion Ki, se observd que los
valores de los ligandos tienen un valor pequefio aproximadamente de la misma magnitud para
todos en un orden entre 107 y 108, estos se compararan con los Ki que presentan los
medicamentos. Se identifico que son valores similares, lo que indica que la union del ligando a la

enzima DPP-IV es fuerte, por lo que el poder inhibitorio es alto para los metabolitos propuestos.

Ademas, se realizo un estudio de las interacciones de los medicamentos con la enzima DPP-IV
para compararlas con las que presentan los ligandos propuestos para farmacos de administracion

oral, mostradas en las Figuras 8 a 10 y en la Tabla 26.
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Figura 8.

Interacciones que presenta el farmaco Linagliptina

con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que

presenta el farmaco Linagliptina con la enzima DPP-1V

Figura 9.

Interacciones que presenta el farmaco Sitagliptina con

la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que

presenta el farmaco Sitagliptina con la enzima DPP-1V
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Figura 10.

Interacciones que presenta el farmaco Alogliptina

con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que

presenta el farmaco Alogliptina con la enzima DPP-1V
Tabla 26.

Interacciones de los medicamentos con los residuos de aminoacidos del sitio activo de la DPP-IV

Medicamento Interacciones de los residuos del sitio catalitico
GLY TYR VAL TYR VAL TRP TYR SER LYS TYR VAL ASP TRP GLY TRP HIS GLY ARG GLY

Linagliptina 500 66 711 631 656 650 662 630 554 547 546 545 627 628 620 740 74l 125 632
Sitaglinina  TRP VAL VAL TYR TYR TYR ASN ARG TRP TRP TYR GLY HIS SER TYR
P 569 711 656 662 666 631 710 125 629 627 752 741 740 630 547
. TYR TYR HIS SER ARG GLY LYS TYR GLY VAL TRP GLY
Alogliptina

666 631 740 630 125 741 554 547 628 546 629 632

Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presentan los ligandos con el sitio activo de la DPP-
IV, donde el color verde representa el enlace de tipo PI-PI, y el color morado representa los enlaces de puentes

de hidrogeno.

En las Figuras de la 8 a 10 se observa que los medicamentos mencionados en la Tabla 25
presentan interacciones de tipo PI-PI con los aminoacidos TYR y TRP, y de tipo puentes de
hidrogeno los aminoacidos ARG, TRP, y ASP.

Finalmente, se realizO la caracterizacion de las interacciones que presentan los ligandos
seleccionados con la enzima DPP-1V mediante el uso del software Maestro® (Figura 11 a Figura
17) para definir con cuales residuos y por medio de cual tipo de interacciones tienen contacto.
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Figura 11.

Interacciones que presenta el ligando V-1 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-1 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 12.

Interacciones que presenta el ligando V-2 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV
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A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-2 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 13.

Interacciones que presenta el ligando V-3 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-3 con la enzima DPP-1V (A) y como
se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 14.

Interacciones que presenta el ligando G-1 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-1 con la enzima DPP-IV (A) y como
se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 15.

Interacciones que presenta el ligando G-2 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-2 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
Figura 16.

Interacciones que presenta el ligando G-3 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-1V
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-3 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 17.

Interacciones que presenta el ligando N-1 del género Neurolaena spp.(Asteraceae) con la enzima DPP-1V
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando N-1 con la enzima DPP-1V (A) y como
se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Por medio del Software Maestro® se identifica el sitio activo en la superficie de la enzima DPP-
IV, esto es un paso significativo, ya que predice la puntuacion y la correcta ejecucion del
acoplamiento real de la molécula. En las Figuras 11B a 17B se observa que el ligando se
encuentra unido en el sitio catalitico y no en otro lugar donde no se garantice la inhibicion del

blanco molecular.

Las interacciones especificas que tiene cada uno de los ligandos propuestos con la enzima DPP-

IV se muestran en la Tabla 27.
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Tabla 27.

Interacciones de los ligandos con los residuos de aminoéacidos del sitio activo de la DPP-IV

Ligando Interacciones de los residuos del sitio catalitico
VISMIA SPP(HYPERICACEAE)
ARG PHE TYR HIS ASN VAL VAL TYR SER TYR TYR ARG GLU

Vvl 358 357 666 740 710 656 71l 662 630 631 547 125 205
Vo2 ARG SER ARG GLU GLU PHE TYR TYR TRP VAL TYR SER VAL TYR
358 209 669 206 205 357 666 631 659 656 662 630 Tl 547
V3 PHE GLU ARG ARG GLU ARG TYR ASN SER VAL HIS TYR TRP VAL PYR TYR
) 357 206 669 358 205 125 666 710 630 711 740 662 659 656 631 547
GARCINIA SPP. (CLUSIACEAE)
G-1 GLU ARG PHE TYR TYR VAL SER GLY VAL TYR TYR VAL LYS ASP TRP TRP
205 125 357 666 662 656 630 632 711 631 547 546 554 545 627 629
G2 LYS GLU GLU TYR ARG TRP TYR VAL HIS TYR VAL GLY TRP SER TYR
554 206 205 666 125 659 631 656 740 662 711 632 629 630 547
G3 TRP HIS TYR ARG TYR TYR PHE TYR SER GLY TRP VAL LYS ASP GLY TYR
) 629 740 547 125 662 666 357 631 630 632 627 546 554 545 628 752
NEUROLAENA SPP. (ASTERACEAE)
N-1 ARG SER PHE GLU ARG TYR ARG TYR GLU TRP TYR HIS VAL ASN SER VAL TYR

358 209 357 206 669 662 125 666 205 639 631 740 656 710 630 711 547

Nota. En esta tabla se muestran las interacciones que presentan los ligandos con el sitio activo de la DPP-IV, donde
el color verde representa el enlace de tipo PI-Pl, el color morado representa los enlaces de puentes de hidrogeno y el
color rosa representa los enlaces PI-Cation.

Como ya habia sido resaltado por J.Nisha los residuos de aminoacidos mas activos implicados en
la accion enzimética de DDP-4 son Tyr226, Glu205, Glu206, Tyr547, Tyr667, Asn710, Val711,
His740, Ser630, Ser209, Arg358, Phe357 y Val207, con sus inhibidores Beta sitosterol,

Glabrina, Kanjona, Pongol, Esterolina, Pinnantina, Quercetina y Sitagliptina [55].

Por otra parte, Awad Saeed Alsamghan et al., proponen que los residuos que interacttan con la
enzima son Glu205, Glu206, Try547, Ser630, Asn710, Argl25, Lys554, y Trp629 con sus
inhibidores  methyl  2-(2-((2S)-2-(2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanamido)propanamido)
acetamido) propanoate hydrochloride, N-(2-(1H-imidazol-4-yl)ethyl)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)-3-((1'S,6'R)-7-chloro-2'-hydroxy-4,6-dimethoxy-6'-methyl-3,4'-dioxo-3H-spiro[benzofuran-
2,1'-cyclohex[2]en]-3'-yl) propanamide y 7-(4-hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)-1-(4-
methoxyphenethyl) pyrido[2,3-d]pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione[63].

Desde otro punto de vista, Alexandra Quek et al., proponen que las interacciones del tipo puentes
de hidrogeno se observaron en los residuos Arg358, Glu205, Glu206, Ser209, Argl25, Tyr662
mientras que se observaron interacciones hidrofdbicas con Ser630, Tyr666 y Phe357, por ultimo,
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reportaron que los residuos que presentaban interacciones de tipo PI- Pl Tyr666 y Tyr662 con

sus inhibidores sitagliptina y p-cumarato de metilo [64].

Teniendo en cuenta los reportes de la literatura anteriormente mencionados y las interacciones
que presentan los farmacos en la Tabla 26, se puede concluir que las interacciones obtenidas de
Maestro® para los 7 ligandos propuestos que se muestran en la Tabla 27, coinciden con los
mismos residuos de aminodcidos que presentan los autores en sus estudios de acoplamiento
molecular para la enzima DPP-IV y los presentes en los farmacos de administracion oral
actualmente usados para el tratamiento de diabesidad, lo que confirma que pueden ser utilizados

como inhibidores de dicha enzima.

3.4.2 Caracterizacion de los metabolitos como posibles farmacos con otras formas de

administracion

«Para administrar farmacos en el organismo existen diferentes vias, siendo la mas importante y
frecuente en la practica diaria la via oral, la cual es generalmente la via de eleccion para la
prescripcion de medicamentos. Sin embargo, cuando concurren una serie de circunstancias

especiales dependientes del farmaco a administrar (por ejemplo, biodisponibilidad,
farmacocinética, etc.) se deberan utilizar vias alternativas tales como la via intramuscular, la via

intravenosa, la rectal, la transdérmica o la via subcutanea» [65].

“Estos métodos de dosificacion tienen el problema de que no son selectivos y afectan a todos los
6rganos Y tejidos a los que llegan, por lo que la efectividad es baja y los efectos secundarios y/o
toxicidad pueden ser considerables” [66].

Teniendo esto en cuenta, los sistemas de encapsulamiento poliméricos son cada vez mas
utilizados en la medicina actual. Un claro ejemplo se propone en el estudio realizado por Arias
et. al para el encapsulamiento del farmaco Anfotericina B por medio de copolimeros de PEG-b-
PCL conjugado con fosfolipidos [67]. Debido a que los polimeros son muy versatiles, existe gran
cantidad de polimeros naturales y sintéticos, “dicha versatilidad reside en la posibilidad de
modificar quimica y topologicamente su estructura, incorporar aditivos, modificar sus
propiedades Opticas y mecanicas, y hacerlos sensibles a estimulos (variacion de temperatura, pH,
polaridad, etc.)” [68].
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“Mediante la funcionalizacion del polimero, se puede conseguir que las nanoparticulas viajen
hasta los tejidos enfermos y, una vez en ellos, liberen controladamente el farmaco contenido en
ellas, minimizando los efectos en otros tejidos y maximizando la eficacia del farmaco” [66]. Esta
tecnologia puede favorecer la absorcion de farmacos que quedarian fuera de los limites de la

regla de cinco de Lipinski.

Por esta razon se evaluaron los ligandos que tuvieran mayor afinidad de unién y por tanto menor
valor de Ki, asi estos no cumplieran con las reglas de Lipinski. En este sentido, se escogieron los
cuatro mejores para cada género, excluyéndose aquellos que ya fueron estudiados como

farmacos de administracién oral. Los 12 ligandos elegidos se muestran en las Tablas 28 a 30.

Tabla 28.

Afinidad de union (kcal/mol) y constante inhibitoria de los metabolitos del género Vismia spp. (Hypericaceae) con
la proteina DPP-IV

e . Tipo de Afinidad de Constante de
Identificador Ligando s L
Compuesto union inhibicion Ki

V-4 ZINC85486983 Lignanos -10,0 4,67E-08

V-5 ZINC44352558 Benzofenonas 9,1 2,13E-07

V-6 ZINC14883287 Antragquinonas -9,0 2,53E-07

V-7 ZINC150602241 Benzofenonas -9,0 2,53E-07

Nota. Esta tabla muestra la afinidad y la constante inhibitoria que tienen los metabolitos seleccionados del género
Vismia spp. (Hypericaceae) con la enzima DPP-1V ordenados de mayor a menor obtenidos del estudio del cribado

molecular.
Tabla 29.

Afinidad de union (kcal/mol) y constante inhibitoria de los metabolitos del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la
proteina DPP-1V

Identificador Ligando Ve 3k Af'n'qu ik _Coqs'ga_n’te de:
Compuesto union inhibicion Ki

G-4 ZINC14768737 Xantonas -11,0 8,63E-09

G-5 ZINC14768740 Xantonas -10,5 2,01E-08

G-6 ZINC3984030 Biflavonoides -10,3 2,81E-08

G-7 ZINC15252012 Xantonas -10,0 4,67E-08

Nota. Esta tabla muestra la afinidad y la constante inhibitoria que tienen los metabolitos seleccionados del género
Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-1V ordenados de mayor a menor obtenidos del estudio del cribado

molecular.
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Tabla 30.

Afinidad de unién (kcal/mol) y constante inhibitoria de los metabolitos del género Neurolaena spp. (Asteraceae) con
la proteina DPP-IV

- . Tipo de Afinidad de Constante de
Identificador Ligando i o
compuesto union inhibicion Ki

N-2 ZINC14644793 Flavonoides -9,4 1,29E-07

N-3 PubChem44259743 Flavonoides -8,8 3,54E-07

N-4 ZINC33831754 Flavonoides -8,8 3,54E-07

N-5 PubChem74208821 Flavonoides -8,7 4,19E-07

Nota. Esta tabla muestra la afinidad y la constante inhibitoria que tienen los metabolitos seleccionados del género
Neurolaena spp. (Asteraceae) con la enzima DPP-1V ordenados de mayor a menor obtenidos del estudio del cribado
molecular.

A los ligandos seleccionados presentados en las Tablas 28 a 30, se les realizd sus respectivas

caracterizaciones de las interacciones presentes con la enzima DPP-IV (ver Figuras 18 a 29).
Figura 18.

Interacciones que presenta el ligando V-4 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV

3

Charged (negative) Pdar - Distance — Saitbridge
Charged (postive) @ Unspecified residue #  H-bond (backbone) Solvent expesure
Gycine Water »  H-bond (sidechain)
Hydrophabic Hydration site —  Metal coordination

J Metal X Hydratonsite (displaced) ®® Pi-Pi stacking

A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-4 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 19.

Interacciones que presenta el ligando V-5 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-5 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 20.

Interacciones que presenta el ligando V-6 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-6 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 21.

Interacciones que presenta el ligando V-7 del género Vismia spp.(Hypericaceae) con la enzima DPP-IV
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A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando V-7 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 22.

Interacciones que presenta el ligando G-4 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-4 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 23.

Interacciones que presenta el ligando G-5 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV

ARG GLU
358, 206

SER
209

TRP

629
GLU

205

GLY TYR
628 662

TYR
631

VAL TYR
711 666
VAL TR
656 659
Charged (nagative) Polar - Disana — Saltbridge
Charged (positive) @  Unspecfied residue # H-bond (backbane) Solvent exposure
Gycine Water = H-bond [sidechain}
Hydrophabic Hydration site. —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®# Pi-i stacking

A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-5 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 24.

Interacciones que presenta el ligando G-6 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV

P Distance —  Saltbridge

-
& Unspecified residue -+ H-bond (backbone) Solvent exposure
Water > H-bond (sidechain)
Hydration site —  Metal coordination
X Hydrationsite (displaced) ®—® Pi-Pi stacking

A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-6 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 25.

Interacciones que presenta el ligando G-7 del género Garcinia spp. (Clusiaceae) con la enzima DPP-IV
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando G-7 con la enzima DPP-IV (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 26.

Interacciones que presenta el ligando N-2 del género Neurolaena spp.(Asteraceae) con la enzima DPP-1V
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A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando N-2 con la enzima DPP-IV (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 27.

Interacciones que presenta el ligando N-3 del género Neurolaena spp.(Asteraceae) con la enzima DPP-1V
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando N-3 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Figura 28.

Interacciones que presenta el ligando N-4 del género Neurolaena spp.(Asteraceae) con la enzima DPP-1V
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A
Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando N-4 con la enzima DPP-IV (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).
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Figura 29.

Interacciones que presenta el ligando N-5 del género Neurolaena spp.(Asteraceae) con la enzima DPP-1V
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Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presenta el ligando N-5 con la enzima DPP-1V (A) y como

se ve el acoplamiento molecular por medio del uso de superficies (B).

Teniendo en cuenta, las interacciones que presentan los ligandos propuestos como farmacos para
administracién oral (ver Tabla 27) y comparandolas con las interacciones de los ligandos
propuestos para encapsulamiento polimérico que se muestran desde la Figura 18 hasta la Figura
29, se observa que estas Ultimas presentan mas interacciones, ya que existe una
complementariedad perfecta entre las formas del sitio de union y del ligando. Esta
complementariedad permite el contacto directo de varios atomos y por consiguiente el
establecimiento de un nimero elevado de interacciones intermoleculares débiles, que da lugar a

valores de Ki bajos, lo que implica que la unién a la enzima es mas fuerte [69].

Las interacciones especificas que tiene cada uno de los ligandos propuestos de encapsulamiento

polimérico con la enzima DPP-1V se muestran en la Tabla 31.
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Tabla 31.

Interacciones de los ligandos con los residuos de aminoéacidos del sitio activo de la DPP-IV

Ligando Interacciones de los residuos del sitio catalitico
VISMI4 SPP(HYPERICACEAE)

TRP TYR HIS ARG HIS SER GLU GLU ARG TYR TYR ASN PHE TYR SER LYS5 ARG
629 547 740 125 126 209 205 206 358 666 662 710 357 631 630 54 560

4
CYS SER TYR ARG ASP GLN VAL TYR
551 552 585 429 556 553 558 456
TYR GLU GLU ASN VAL TYR TYR SER TYR TRP TRP HIS GLY GLY TYR ARG LYS5
s 662 206 205 710 711 666 631 630 752 629 627 740 741 632 547 125 54
N VAL
546
P VAL SER HIS GLU TYR ARG ARG GLU SER PHE TYR TYR TYR TRP VAL
711 630 740 206 666 125 358 205 209 357 547 662 631 659 636
ARG TYR ALA GLY HIS TRP SER TRP ASN ASP IYS GLY VAL TYR VAL TRP TYR
- 125 752 743 741 740 629 610 627 562 545 554 628 546 547 71l 659 631
) TYR VAL TYR
662 656 G666
GARCINIA SPP. (CLUSIACEAE)
LYS TRP TYR VAL GLY HIS ARG TYR VAL SER TRP ASN VAL TYR PHE ARG GLU
o 554 629 547 546 632 740 125 631 711 630 659 710 656 662 357 358 206
’ SER GLU ARG TYR
209 205 669 G666
SER GLU ARG ARG TYR IYS5 TRP GILY VAL HIS SER VAL VAL TRP TYR TYR TYR
s 209 206 358 125 547 54 629 628 546 740 630 7Il 656 659 666 631 662
-5
GLU
205
p TYR SER TYR TYR TYR ARG GLU GLU PHE TYR GLN TRP
547 630 631 662 666 125 206 205 357 585 553 629
67 ASN TYR ARG LYS TYR TYR HIS ARG TYR SER GLY GLY VAL TRP ASP TRP
562 752 560 554 547 662 740 125 631 630 628 632 546 629 545 627
NEUROILAENA SPP. (ASTERACEAE)
ARG SER2 GLU GLU PHE ARG HIS ASN TYR VAL SER VAL TRP TYR TYR LYS GIN
N 368 09 205 206 357 125 740 710 666 711 630 656 659 631 662 554 553
) SER CYS TYR TYR
552 551 585 547
SER ARG TYR PHE TYR GLU ASP ARG GLU HIS ASN SER TYR TRP GLY TYR GLN
s 209 358 666 357 662 206 663 125 205 740 710 630 631 659 549 547 553
- SER CYS TYR
552 551 585
SER ARG GLU PHE GLU TYR TYR ASP ARG ASN HIS VAL SER TYR PYR CYS SER
N4 209 358 206 357 205 G666 662 663 125 710 740 71l 630 631 547 551 552
) TYR GLN
585 353

LYS ASN ASP ASP HIS GLY TRP SER TYR TYR TYR ASP TYR GLU GLU ARG ARG

N- 122 710 709 739 740 741 629 630 547 631 662 663 666 206 205 358 125

W

Nota. En esta imagen se muestran las interacciones que presentan los ligandos con el sitio activo de la DPP-1V,
donde el color verde representa el enlace de tipo PI-PI, el color morado representa los enlaces de puentes de

hidrégeno y el color rosa representa los enlaces Pl-cation.
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Como ya se menciond anteriormente, estos 12 ligandos propuestos para el encapsulamiento
polimérico presentan en mayor cantidad interacciones del tipo PI-PI, puentes de hidrégeno y Pl-
cation en el sitio de unién de la enzima DPP-1V que se muestra en las Tablas 28 a 30, en
comparacion con las presentadas por 7 ligandos propuestos para administracion oral lo que

implica que su afinidad y su poder inhibitorio sea mayor.

Adicionalmente, todos los ligandos propuestos tanto para administracion oral como
encapsulamiento polimérico coinciden con las interacciones del ligando natural 2KS con la
enzima DPP-IV mostradas en la Figura 7 que son de tipo puentes de hidrogeno con los
aminoacidos Glu206 y Glu205 y de tipo PI-PI con el aminoéacido Tyr 666, lo cual indica que
todos los ligandos seleccionados pueden inactivar la accion de la enzima por lo que existira
menor acumulacién de glucosa en la sangre logrando controlar la diabetes mellitus tipo 2 y, por

consiguiente, la obesidad.

Es importante destacar que en este estudio de acoplamiento molecular se encontré que el
metabolito del género Garcinia spp. (Clusiaceae) identificado con codigo ZINC13382495 que
corresponde al compuesto 9-Hydroxycalabaxantona ya ha sido estudiado experimentalmente por

la alianza PRONADIAB, lo cual valida los resultados presentados.

Ya que desde el 2014 se han buscado nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento y
control de la diabesidad realizando estudios etnobotanicos y etnofarmacoldgicos con el fin de

caracterizar el potencial de las plantas medicinales nativas del pacifico colombiano.

Las simulaciones de modelado molecular se pueden utilizar como punto de partida de futuras
investigaciones en el &mbito de la ingenieria quimica debido a las multiples ventajas que ofrece
la quimica computacional, entre ellas, permite calcular las propiedades termoquimicas, la
geometria molecular y otros datos de moléculas que en algunos casos no se pueden cuantificar
experimentalmente. Este tipo de informacion es muy relevante en lo referente a la toma de
decisiones y busqueda de alternativas en sistemas reactivos que involucran moléculas organicas
complejas, el desarrollo de esta técnica cambia por completo la idea fundamental de que para
obtener resultados en quimica es necesario experimentar, ya que permite ahorrar gastos y tiempo

en experimentacion descartada previamente gracias a los acoplamientos moleculares.
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El programa de ingenieria quimica que ofrece la Universidad de América es uno de los que mas
énfasis Bio posee en el pais. A diferencia de otras instituciones de educacion superior, la
universidad prepara a sus estudiantes de forma integral con las ciencias de la ingenieria con éareas
como la gestion ambiental, los procesos industriales, la reingenieria, la evaluacion financiera de
proyectos, bioquimica, bioprocesos, microbiologia industrial, investigacion y la administracion
de procesos productivos, los cuales son importantes debido a que en la actualidad las
investigaciones cada vez tienden maés a ser del tipo interdisciplinares, lo que supone un reto en
cuanto a adquirir y dominar diferentes habilidades tanto desde el punto de vista experimental

como computacional.
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CONCLUSIONES

El estudio de acoplamiento molecular fue capaz de reproducir la orientacion del ligando
natural que presentd una afinidad de unién de —8,4 kcal/mol, lo cual establecié un parametro
de seleccion entre los 75 metabolitos inicialmente propuestos pertenecientes a plantas nativas
del Chocé de los géneros Vismia spp.(Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae) y

Neurolaena spp. (Asteraceae).

Los célculos de parametros farmacocinéticos establecieron que los metabolitos que se pueden
considerar como farmacos de administracion oral, ya que cumplen a cabalidad con las reglas
de Lipinski, y adicionalmente poseen valores de la constante de inhibicion en el rango de
7,75E-08 a 1,29E-07, son para el género Vismia spp. (Hypericaceae) Sesamina, 6-
deoxijacareubina y Kaempferol identificados con los cddigos ZINC18037965, ZINC5762059
y ZINC3869768, respectivamente. Para el género Garcinia spp. (Clusiaceae) los metabolitos
son 9-hidroxicalabaxantona, Demetilcalabaxantona y BR-Xantona A, identificados con los
codigos ZINC13382495, ZINC13382494 y ZINC14766825, respectivamente. Por altimo,
para el caso de Neurolaena spp. (Asteraceae) el metabolito corresponde a Neurolenina C
identificado con el codigo ZINC100090147.

Se evaluaron aquellos metabolitos que no cumplieron con las reglas de Lipinski pero que
presentan una mayor afinidad de unién a la enzima en un rango de —-11,0 kcal/mol a -8,7
kcal/mol, dando como resultado 12 metabolitos que se proponen como posibles farmacos de
administracién por medio de encapsulamiento polimérico. Los mejores ligandos para el
género Vismia spp.(Hypericaceae) son Deacetilsiringaresinol, Guttiferona F, Vismiaquinona
B y Guttiferonas B, identificados con los codigos ZINC85486983, ZINC44352558,
ZINC14883287 y ZINC150602241, respectivamente. Para el género Garcinia spp.
(Clusiaceae) se obtuvieron los ligandos Tovophyllin B, Mangostenona B, Amentoflavona y
Garcimangosona A, identificados con los codigos ZINC14768737, ZINC14768740,
ZINC3984030 y ZINC15252012 respectivamente. Por ultimo, para el género Neurolaena
spp. (Asteraceae) se obtuvieron los ligandos 6-hidroxiluteolina 7-glucésido, 6-hidroxi
kaempferol 3-metil éter 7-glucosido, 6-Hidroxikaempferol 7-glucésido y Quercetagetina 3-
metil éter 7-glucosido, identificados con los codigos ZINC14644793, PubChem44259743,
ZINC33831754 y PubChem74208821, respectivamente.
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Se determind que, de acuerdo al tipo de estructura, los ligandos obtenidos como farmacos de
administracion oral son del tipo Lignanos, Benzopiranos, Lactonas sesquiterpénicas,
Flavonoides y en su mayoria Xantonas. Estos se caracterizan por ser compuestos
polifendlicos, es decir que poseen en su estructura al menos un anillo aromatico al que esta

unido uno o mas grupos hidroxilo.

Se identificd que en el estudio experimental realizado por la alianza PRONADIAB se
encuentra uno de los metabolitos obtenidos como resultado del acoplamiento molecular
como potencial farmaco de administracion oral, el cual pertenece al género Garcinia spp.
(Clusiaceae) identificado con el codigo ZINC13382495 que corresponde al compuesto 9-

hidroxicalabaxantona.
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ANEXO 1.
RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar posteriores célculos de dindmica molecular para evaluar la estabilidad del
acoplamiento en el tiempo. Asimismo, ampliar la base de ligandos presentes en los géneros

Vismia spp.(Hypericaceae), Garcinia spp. (Clusiaceae) y Neurolaena spp. (Asteraceae).

Ademas, se recomienda validar los resultados obtenidos en este estudio de acoplamiento
molecular de forma experimental con los metabolitos promisorios como farmacos para

administracion oral y encapsulamiento polimérico.

Estudiar la viabilidad de los resultados obtenidos para ser publicados en una revista indexada, asi

COmo su presentacion en congresos cientificos.
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