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Abstract: Pain is generated as a natural defense response of organisms to possible tissue damage or a particular sensory stimulus. Search for new treatments has led
to the study of active plant compounds, which have shown promise in in vivo preclinical trials. The analgesic potential of species of the genus Persea has been
demonstrated and this is attributed to scopolotin. Studies reveal an effect similar to AINEs, so pain inhibition would be related to its interaction with
cyclooxygenase-2. The purpose of this study is to determine in silico the analgesic effect of scopolotin, and also to evaluate its pharmacokinetic, toxicological and
drugability characteristics, using bioinformatic tools. The results indicate an interaction enetgy of -7.2 kcal/mol for scopolotin and the enzyme, establishing hydrogen
bonds with residues Ser530 and Tyr385. The pharmacokinetic, drugability, toxicological and molecular docking analysis, indicate that scopolotin has good
characteristics to be a drug with analgesic activity, via the inhibition of the enzyme cyclooxygenase-2.
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Resumen: El dolor es generado como una respuesta natural de defensa de los organismos ante un posible dafio tisular o un estimulo sensorial particular. La
bisqueda de nuevos tratamientos ha llevado al estudio de compuestos activos de plantas, que han resultado prometedoras en ensayos preclinicos in vivo. El
potencial analgésico de especies del genero Persea ha sido demostrado y se alude dicha actividad a escopolotina. Los estudios revelan un efecto similar al de los
AINEs por lo que la inhibicién del dolor estarfa relacionada a su interaccion con la ciclooxigenasa-2. El propésito del presente estudio es determinar in silico el
efecto analgésico de la escopolotina, y ademads evaluar sus caractetisticas farmacocinéticas, toxicolégicas y de drogabilidad, mediante herramientas bioinformaticas.
Los resultados indican una energfa de interaccion de -7.2 kcal/mol pata la escopolotina y la enzima, formando puentes de hidrégeno con los residuos Ser530 y
Tyr385. El anlisis farmacocinético, de drogabilidad y toxicolégico junto con los resultados del acoplamiento molecular, indican que la escopolotina tiene buenas
caracteristicas para ser un firmaco con actividad analgésica, via la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa-2.
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INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales para el tratamiento del dolor ha mostrado resultados prometedores y, en general, tiene
bajo costo y un minimo de efectos adversos (Kafeshani, 2015; Nasri, 2016; Rafieian-kopaei, 2017). Estudios previos
indican que el género Persea muestra actividad analgésica en pruebas in vivo en modelos animales, al igual que los
tratamientos terapéuticos convencionales como los AINE (Adeyemi, 2002). Se han reportado varios metabolitos
secundarios de este género, como alcaloides, terpenoides, flavonoides y cumarinas, que poseen actividades biologicas
como antiinflamatoria, antiparasitaria, antifingica e insecticida, entre otras. En un estudio reciente, se describe la
actividad analgésica de las hojas de Persea schiedeana y se presume que la escopoletina presente en los extractos es el
compuesto responsable de dicha actividad (Mejia 7 al., 2021).

La escopoletina posee muchas actividades biolégicas comprobadas como la antibacteriana y antifungica, sin embargo,
plantas con un alto contenido de escopoletina son usadas tradicionalmente para el tratamiento de convulsiones,
inflamaciones y dolor (Gnonlonfin ef a/., 2012). La existencia de escopoletina se ha confirmado para Persea americana
(Bhuyan ez al., 2019), planta cuya actividad analgésica ha sido demostrada para diferentes 6rganos de la planta (Adeyemi
et al., 2002).

El dolor es generado como una respuesta natural de defensa de los organismos ante un posible dafio tisular o un
estimulo sensorial particular. Los estimulos causantes del dolor “noxas”, son detectados por receptores sensotiales
especificos llamados “nociceptores” que son terminaciones nerviosas libres con cuerpos celulares en los ganglios de las

raices dorsales con terminacion en la asta dorsal de la médula espinal y responden selectivamente a estimulos (Zegarra,
2007).

Las prostaglandinas son mediadores locales o cofactores que aumentan la sensibilidad de las terminaciones nerviosas
libres y se encuentran estrechamente relacionados al proceso inflamatorio y forman una parte fundamental del proceso
metabdlico desencadenante del dolor (Zegarra, 2007). La ciclooxigenasa 2 (COX-2) da inicio a este proceso con la doble
oxidacién del acido araquidénico para producir la hidroxi endoperoxi prostaglandina G2 (PGG2), que posteriormente
es transformado en PGH2, un precursor directo de los tromboxano, prostaglandinas y prostaciclinas, todos mediadores
del proceso inflamatorio y del dolor (Hamberg ef al., 1974).

Los dos grupos de fairmacos que actualmente forman los pilares bésicos del tratamiento analgésico son los opioides y
los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) (Bonet, 2004). Por lo general, los AINEs funcionan inhibiendo la
produccién de prostaglandinas, que a su vez reduce la actividad de COX-2 en el proceso metabdlico normal de
sefializado del dolor e inflamacién (Rivera-Ordoéfiez, 2006). Sin embargo, muchos AINEs presentan efectos secundatios
no deseados y cada uno varia en su eficacia y gravedad de los efectos negativos (Sostres et al., 2010; Wongrakpanich et
al., 2018). La busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del dolor ha llevado al estudio de compuestos activos
de plantas, que han resultado prometedoras en ensayos preclinicos i vivo.

En el presente estudio, se describen las propiedades de la uniéon de la escopoletina con el sitio activo de COX-2
utilizando analisis de acoplamiento molecular como indicador de la inhibicién de la enzima. Ademads, se describe
brevemente las caracterfsticas farmacocinéticas, toxicoldgicas y de drogabilidad del metabolito secundario.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de receptores y ligando.

La estructura 3D de proteina Ciclooxigenasa-2 PDB 1D: 1PXX (Rowlinson ef a/., 2003) se descargd del banco de datos
de proteinas RCSB (PDB, http://www.tcsb.org) y se guardé en formato PDB. La preparacion de la proteina
(eliminacién de ligandos, moléculas de agua y cofactores que vienen resueltas en la estructura cristalizada) se realizé con
el programa UCSF Chimera 1.16 (Pettersen ez al., 2004). Ademas, se afadieron hidrégenos no polares y cargas de
Kollman. La estructura 3D de los ligandos (diclofenaco y escopoletina) se descargd de la base de datos PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), y su tratamiento se basé en la minimizacién de sus energias con el método
MMFF94 (Halgren, 1996).

Docking molecular
El acoplamiento molecular se realizé con el programa PyRx (Dallakyan, 2015), bajo el pardmetro de rotacién libre de
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todos los enlaces del ligando con libertad conformacional y receptor rigido. Las coordenadas de la proteina para el
acoplamiento se definieron de acuerdo con el sitio activo descrito por Rowlinson ez a/. (2003). Las interacciones ligando
- receptor se visualizaron usando el programa PoseView (Stierand ez al., 2016). El fairmaco diclofenaco fue utilizado
como control del experimento.

Analisis ADMET Y Drug Likeness:

Las propiedades ADME son indicadores importantes de la eficacia de las hierbas y juegan un papel clave en el
descubrimiento de firmacos y en la reduccién de costos y tiempo. Segun Ntie-Kang ¢z a/. (2013), los farmacos deben
absorberse facilmente por via oral, transportarse facilmente al sitio de accién deseado, no metabolizarse facilmente en
productos téxicos antes de alcanzar el sitio de accién y eliminarse facilmente del cuerpo antes de acumularse en
cantidades que pueden producir efectos secundarios adversos. Con el objetivo de analizar las caracteristicas

farmacéuticas, toxicolégicas y de drogabilidad, la estructura de la escopolotina fue cargada en los programas
ADMETIab 2.0 (https://admetmesh.scbdd.com/) y SwissADME (http:/ /www.swissadme.ch/).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del acoplamiento molecular indican que la escopoletina interactia de manera similar al diclofenaco con el
sitio activo de la ciclooxigenasa-2. La afinidad de la unién entre el ligando y el receptor fue de -6.6 kcal/mol para la
escopoletina, mientras que para diclofenaco el acoplamiento indica una afinidad de -8.4 kcal/mol (tabla 1). La afinidad
indica la menor energfa utilizada por el sistema para formar la unién (Ramadevi y Subhashree, 2013). Segun la literatura,
la energia de unién inferior a -5,0 kcal/mol es el estindar para considerar estable la unién de ligandos y receptores
durante experimentos de acoplamiento molecular (Gaillard, 2018).

Uno de los desafios mas importantes que enfrenta un fairmaco oral es su movimiento a través de la barrera epitelial
intestinal que determina la velocidad y el grado de absorciéon humana y, en ultima instancia, afecta su biodisponibilidad
(Guan et al, 2018). Como puede advertitse de la Tabla N° 1, los indicadores ADME y de drogabilidad para escopoletina
son aceptables. Debe mencionarse que este ligando presenta una alta absorcién gastrointestinal, por lo que su
administracion por la via oral es adecuada. Por otro lado, la glicoproteina P (P-gp) es una proteina transportadora
involucrada en muchos procesos esenciales como la absorcion intestinal, el metabolismo, la distribucién y la excrecion
de farmacos. Se ha reportado que la P-gp afecta la biodisponibilidad de farmacos (Lin, 2003). En el intestino, la P-gp
bombea los medicamentos de regreso al lumen, lo que disminuye su absorciéon (Finch y Pillans, 2014). Por lo que, en
nuestro caso, la escopoletina no ve afectada su absorcion gastrointestinal, como si lo es para el diclofenaco. Por otro
lado, los farmacos que actian en el Siatema Netrvioso Central (SNC) deben atravesar la barrera hematoencefilica (por
sus siglas en ingles BBB) para alcanzar su objetivo molecular. Por el contrario, para los medicamentos con un objetivo
periférico, es posible que se requiera poca o ninguna penetraciéon de BBB para evitar efectos secundarios en el SNC. En

este sentido, y dado que la escopoletina si presenta penetracién de esta barrera, significa que podtia presentar efectos
adversos en SNC.

Tabla N° 1
Energia de interaccién ligando-receptor, propiedades farmacocinéticas y drogabilidad
. . Farmacocinética Drogabilidad
E. interacciéon S P I
Compuesto  (Kcal/mol) GA Pgp BBB CYP Lipinski Ghose Veber Egan Muegge Bio
Escopolotina -6.6 alta no si 1/5 si si si si no 0.55
Diclofenaco -8.4 alta sl no 1/5 si si si si si 0.85

AG: Absorcion gastrointestinal, P-BBB: penetracion de la barrera hematoencefalica, S-Pgp: sustrato de
glicoproteina P, I-CYP: Inhibidor de isoformas de la enzima CYP (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4), Bio: Biodisponibilidad

Segun Guan ez al. (2018), cuantas mas isoformas de la enzima CYP inhiba una molécula pequefia, mds probable sera que
esté involucrada en interacciones farmacologicas clinicas, aumentando asi sus posibles efectos secundarios y reduciendo
la probabilidad de alcanzar su diana terapéutica. Vemos ahora, como la escopoletina a pesar de no tener un alto indice
de biodisponibilidad y excrecion (criterio P-BBB), presentaria pocos efectos secundarios, en tanto que inhibe solo una
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de las cinco isoformas de la enzima CYP, lo que concuerda con las propiedades toxicolégicas evaluadas y atin mas con
los resultados de drogabilidad calculados, en especial con los criterios Lipinski (no se reporta ninguna violacién)
(Lipinski e al., 2001). Al respecto, segin Benet ez a/. (2016), las reglas Lipinski son consideradas uno de los criterios
esenciales para evaluar la posible efectividad de un farmaco. La drogabilidad de la escopolotina se comprobo, al
presentar un peso molecular menor a 500 Da, menos de 5 donadores o aceptores de puentes de hidrégeno, y valores de
ALogP menores a 5 (Tabla N° 2). Para este estudio, fueron considerados otros ctiterios druglikeliness (Ghose, Vebet,
Egan, y Muegge).

Tabla N° 2
Propiedades fisicoquimicas de los ligandos
Ligando Peso molecular H-donadores H-aceptores ALogP  Enlaces con rotacién
(gr/mol)
Escopoletina 192.17 1 4 1.51 1
Diclofenaco 296.15 2 2 4.36 4

H-Donadores: Numero de atomos donadores para puentes de hidrégeno; H-Aceptores: Numero de atomos
aceptores para puentes de hidrogeno; ALogP: Hidrofobicidad del ligando. La drogabilidad del ligando se
basa en el cumplimiento de no menos de 4 reglas Lipinski.

Los resultados del analisis toxicolégico para la escopoletina (Tabla N° 3), indican en su mayorfa una baja probabilidad
de toxicidad, lo que concuerda con los recientes resultados en pruebas in vivo de toxicidad aguda oral de extractos
vegetales en los cuales fue corroborada la presencia esta cumarina (Mejia ¢f al., 2021). Por otro lado, se indica un riesgo
moderado para afecciones via dérmica y alto para la via ocular, lo que no representa un riego si consideramos su
potencial uso por la via oral. Menos alentador es el riesgo de causar toxicidad hepatica, lo que concuerda con efectos
adversos reportados para AINEs cuyo blanco terapéutico es la enzima COX-2 (Lagos, 2018).

Tabla N° 3
Analisis toxicolégico de escopolotina
Propiedad B-hERG H-HT DILI T-AMES T-AO (rata) S-Dérmica I-Cancer C-Ocular I-Ocular
Valor* 0.09 0.25 0.81 0.06 0.07 0.56 0.6 0.36 0.98
Decision ° ° ° ° ° °

B-hERG: Bloqueador del canal hERG; H-HT: Hepatoxicidad en humanos; DILI: Dafio hepatico inducido
por farmacos; T-AMES: Test de mutagenicidad; T-AO: Toxicidad aguda oral; S-dérmica: Sensibilizacion
dérmica; I-Cancer: Carcinogenicidad; C-Ocular: Corrocion ocular; I-Ocular: Irritacion ocular.

* La probabilidad de ser toxico, irritante, sensibilizante o corrosivo aumenta a medida el valor se aleja de 0. ®
Baja probabilidad; @ Probabilidad moderada; ® Riesgo

Existen multiples factores que afectan la afinidad del enlace entre ligando y receptor, dentro de los cuales el numero de
puentes de hidrégeno formados entre las moléculas es determinante (Fu ef @/, 2018). Segin los resultados, tanto
diclofenaco como escopoletina forman dos puentes de hidrégeno, con los mismos aminoacidos, Ser530 y Tyr385, y
estos enlaces no covalentes estan formados a través del grupo aldehido de ambos ligandos (Figura N° 1). Otras
interacciones de importancia son la del tipo hidrofébicas, de las cuales el diclofenaco presenta mayor numero, lo que
puede explicar una mejor energia de interaccién con la enzima. Estudios de acoplamiento previos con COX-2 han
logrado resultados satisfactorios con valores de afinidad de enlace entre -8.2 'y -7.5 Kcal/mol (Sohilait ez al., 2017).

Las interacciones formadas por diclofenaco con Ser530 y Tyr385, se corresponden a lo reportado por Rowlinson et al.
(2003). Estos aminoacidos son sitios de interacciones comun para una gran variedad de AINEs, como el acido
acetilsalicilico (Lucido e7 a/., 20106), indometacina (Kurumbail ez a/., 1996), flurbiprofeno (Kurumbail e 4/, 1996), entre
otros. Estos residuos son importantes para la interacciéon mediante puentes de hidrégeno con el sustrato natural de esta
enzima, el acido araquidénico (Vecchio ez al., 2010); y dado que la escopoletina interactia de manera similar, queda en
evidencia la capacidad de este compuesto para inhibir la enzima COX-2.
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Figura N°1
Interacciéon molecular con COX-2 producto del acoplamiento para a) Escopoletina y b) Diclofenaco. Ambos
ligandos interactiien con puentes de hidréogeno con Ser530 y Tyr385

CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos (energfa de acoplamiento de alta afinidad, y buenos resultados ADMET y Drug
Likeness) podemos concluir que la escopoletina, resulta un buen candidato a ser el compuesto activo que le brinda la
actividad analgésica a especies del género Persea via la inhibicion de COX-2. Este estudio proporciona una hipétesis
preliminar sobre el efecto analgésico de la escopolotina y deberia guiar experimentos futuros en la busqueda de nuevas
alternativas para el tratamiento del dolor.
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