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Resumen

La activacion dependiente de ligandos del Receptor Gamma Acti-
vado por Proliferador de Peroxisomas (PPARY) puede revertir un
tejido fibrético a su estado sano. El objetivo del presente trabajo
tue analizar con métodos computacionales (i silico) el potencial
agonismo del acido cafeico, ferdlico y sinapinico de esta diana
terapéutica. Se realizo6 el acoplamiento molecular con el sitio de
union de ligandos (LBD, por sus siglas en inglés) de la proteina,
en el que se revelaron los aminoacidos con los cuales interactian
los acidos antes mencionados y sus energias de interaccion. El
analisis mostré que el acido cafeico interactia con la hélice alfa
12 (H12), dentro de unos rangos de energia de -5.3 a -6.3 kcal/
mol, el acido ferulico con la hélice alfa 3 (H3) dentro de unos
rangos de energia entre -5.5 y -6.3 kcal/mol, el 4cido sinapinico
con la hélice alfa 3 (H3) dentro de un rango de energia de -5.6
a -5.7 kcal/mol, que corresponden al sitio de unioén de ligandos
(LBD) de activacion parcial de la proteina. Basado en estos re-
sultados, el acido sinapinico resulté ser el mejor candidato para
ser evaluado como agonista selectivo para una activacion parcial,
algo que se busca en el disefio de farmacos, ya que una activacion
total de esta proteina conlleva efectos secundarios fisiologicos
como osteoporosis, acumulacion de lipidos en exceso, cancer,
entre otros.
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Introduccion

La fibrosis es un proceso de cicatrizacion cronica del tejido que comprende la trans-
diferenciacion de las células epiteliales a miofibroblastos (MEB), células contractiles
que realizan la produccién excesiva de proteinas de matriz extracelular (MEC),
principalmente colagena, cuya acumulacion a largo plazo desemboca en la degene-
racion y falla del 6rgano involucrado. El Factor de Crecimiento Transformante beta
(TGFRB) promueve el proceso de transdiferenciacion a través de vias de sefalizacion
llamadas mothers against decantaplegic (SMADs), cinasas extracelulares reguladas
por cinasas (ERK), proteincinasas activadas por mitégenos (MAPK) y p38-MAPK.
La unién de TGFB a su receptor estimula la formacion del heterodimero SMAD2/3
y el complejo con SMAD4 que se traslada al nucleo e inicia la transcripcion de los
genes profibréticos fibronectina, colageno tipo 1 (Col-1) y alfa actina de musculo
liso (x-SMA), biomarcadores especificos de un tejido fibrético (Pellicoro, Rama-
chandran, Iredale, & Fallowfield, 2014).

Las fibras de estrés de a-SMA son responsables de la actividad contractil del MEFB,
la cual es al menos dos veces mayor que los fibroblastos que no las expresan (Stopa
et al., 2000). La transdiferenciacion del MEB requiere de cambios coordinados en la
actividad de varios factores de transcripcion, entre ellos el receptor gamma activado
por proliferador de peroxisomas (PPARY), cuya presencia y actividad en el MFB
disminuye hasta desaparecer casi por completo. PPARy es un factor de transcripcion
inducible por ligandos, miembro de la superfamilia de receptores nucleares PPAR
que, al activarse, se dimerizan con el receptor retinoide X (RXR) y se trasladan al
nucleo. El complejo RXR-PPARY se une a los elementos regulatorios responsivos a
PPAR (PRRE) del ADN, secuencias potenciadoras de la transcripcion presentes en
genes relacionados a la inmunomodulacion y el metabolismo de lipidos, entre otros
(Ahmadian ef al., 2013; Barish, Narkar, & Evans, 2006; Evans, Barish, & Wang, 2004).

La activacion de PPARy suprime la sintesis de Col-1 y «a-SMA y la activacion, pro-
liferacién y migracion de los MEBs al inhibir la unién del complejo SMAD2/3/4 a sus
sitios de union en el ADN (Wang ¢f al., 2011). SMAD2/3/4 se une a los Elementos
de Unién a SMAD (SBEs) y Elementos de Inhibicion por TGER (TIEs), presentes
en el promotor del gen de PPARY, bloqueando reciprocamente su expresion y activi-
dad en el MFB (Lakshmi, Reddy, & Reddy, 2017). De tal forma que la activacion de
PPARYy resulta ser una estrategia prometedora para el disefio de terapias antifibroti-
cas. Aunado a lo anterior, dentro de la estructura de PPARY existen sitios alostéricos
que se pretenden evitar para lograr cierto perfil de activacion; la hélice alfa 12 (H12)
es el principal de ellos (Capelli e7 al., 2016a), ya que este sitio induce una activacion
total de esta proteina, cuyos efectos secundarios se discuten mas adelante. Por esta
razén, un analisis estructural de interaccion por medio de acoplamiento molecular
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resulta prominente para realizar un cribado y asi guiar el posible trabajo posterior de
evaluarlos en células.

Los acidos hidroxicinamicos

Al ser PPARy una proteina diana terapéutica, la busqueda de moléculas agonistas
de este factor ha suscitado gran interés. Las tiazolidinedionas (TZD) son farma-
cos que se comportan como agonistas totales de PPARy, lo cual conlleva efectos
secundarios como acumulacion de lipidos, hipertension y osteoporosis (Capelli e
al., 2016a). Por esta razén, la comercializacion de las TZD se ha visto restringida.
El enfoque actual pretende encontrar agonistas parciales de PPARY, que realicen
su activacion, pero sin mostrar los efectos indeseados, mediante la interacciéon con
sitios alostéricos del blanco terapéutico.

Los acidos hidroxicinamicos (HACs) son una familia de compuestos fendlicos
de origen vegetal, cuyos beneficios reportados principalmente para la salud son de
naturaleza antioxidante (De Felipe., 2023). Dentro de esta familia el acido fertlico
(AF), el acido sinapinico (AS), asi como el fenetil éster del acido cafeico (CAPE) han
despertado interés por haber mostrado activacion de PPARY y actividad antifibrética
(Balupillai ¢ a/.,, 2015b; Kanagalakshmi ef a/, 2014; Mu ez al., 2018; Ozyurt et al., 2004;
Raish ez al., 2018; Senthil ez al., 2021; Shi et al., 2023). Los HACs son compuestos
polifendlicos presentes naturalmente en una gran variedad de especies vegetales y su
estructura ha servido de base para el disefio de moléculas sintéticas. El objetivo del
presente trabajo fue realizar el analisis computacional (in silico) del farmacoforo de
PPARYy con estos compuestos, para determinar los residuos de aminoacidos con los
que interaccionan y determinar la fuerza de activacion de PPARy (parcial o completa)
y predecir su efecto agonista no toxico.

Materiales y Métodos

El analisis de acoplamiento molecular se llevé a cabo usando el programa PyMol
1.3 y los complementos Autodock/Vina 2.1.1:0.9.2. Las moléculas usadas como
ligandos fueron: acido ferulico (PubChem ID: 445858, Fig. 1A); acido cafeico (Pub-
Chem ID: 689043, Fig. 1B) y acido sinapinico (PubChem ID: 637775, Fig. 1C). El
modelo de PPARy empleado (resolucion 2.00 Angstroms, A) fue la estructura del
cristal de la proteina del Protein Data Bank 5YCP (Fig.2). Las coordenadas del sitio
de unién de ligandos de PPARY para el acoplamiento fueron: X=22.96, Y=-22.91,
7=-0.94, mismas que se obtuvieron al identificar la ubicacién espacial de la molécula
rosiglitazona dentro del archivo PDB de PPARy usado. Posteriormente se eliminé
esta molécula y se delimité una cuadricula cibica de 40 A por lado como 4rea para
realizar el acoplamiento. El rango estandar de diferencia en la energia de activacion
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se considerd en 4 kcal/mol, mientras que el de exhaustividad de 8. Se decidi6 utili-
zar este ultimo valor debido a que es el valor estandar por defecto y el incremento
de la exhaustividad, si bien esta relacionado con resultados mas consistentes, no
garantiza resultados mas exactos, y el costo de recursos computacionales también
incrementa proporcionalmente (Fotli ¢f al, 2016). De igual manera se agregaron las
cargas de Kollman e hidrégenos polares, mientras que se removieron las moléculas
de agua presentes en el archivo de la proteina 3D.
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Figura 1. Moléculas empleadas en el analisis de acoplamiento molecular.
A) Acido Fertlico. B) Acido Cafeico. C) Acido Sinapinico

Figura 2. PPARYy co-cristalizado con rosiglitazona, entrada 5YCP del Protein Data Bank
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Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se muestra el resumen de los residuos de interaccién en el sitio de
unién de ligandos, la distancia de interaccion entre el ligando v el residuo en A y las
energias (fuerza) de interaccion (kcal/mol). Se consideraron uniones las distancias
menores a 4 A(cita). Se obtuvieron varios modelos de interaccién protefna - ligan-
do, denominadas poses (outputs), de las cuales se muestran solamente las primeras
tres. Las interacciones de los tres compuestos se dan principalmente por puentes
de hidrégeno, en especifico a través de los grupos hidroxilo (OH) y metilo (CH3)
en las partes externas de los compuestos.

En las figuras 3, 4 y 5 se muestran las imagenes de la mejor pose (output 1) de
los acoplamientos para los tres compuestos. Para el caso del acido ferulico (AF)
(Fig. 3) se resalta la interaccion con los residuos Ser289, Cys285 y Arg288. Estos
pertenecen a la region de la hélice 3 (H3), cuya estabilizacién mediante la interaccion
con los residuos Arg288 y Ser342 ha sido identificada como crucial para obtener
un perfil de agonismo parcial de PPARy (Capelli ez a/., 2016b). Se observa también
que el AF interacciona con Tyr327. Analisis estructurales han mencionado que para
evitar una activacion total se debe evitar la hélice 12 (H12) (Brust ez a/., 2018; Capelli
et al., 2016b; Itoh ez al., 2008).

Maralikumar ez a/. (2017) mencionan a Ser289 en la H3 y Tyr327 en la H4 como
importantes al momento de estabilizar la H12 y su intervencion en un perfil de ago-
nismo total. Sin embargo, Guasch ¢/ a/. (2013) reportaron compuestos de agonismo
parcial que incluyen estos dos aminoacidos, por lo que se sugiere que su papel no es
determinante para inducir una activacion total de PPARy. Esta actividad del acido
terdlico es consistente también con lo reportado por Senthil ez 2/ (2021) y Ballav ez a/.
(2022), donde se le reporta como agonista parcial de PPARYy.

En cuanto al 4acido cafeico (AC) (Fig.4), se resalta su interaccioén con residuos,
principalmente de la H3: Cys285 y Ser289; de 1a H4: Lys319 y Tyr327. No obstante,
se observa una interaccion con la Glu471 que corresponde a la H12 (Frkic, ez a/,
2018), la cual, como ya se menciono, se pretende evitar. Para el acido sinapinico (AS)
(Fig. 5) se resalta que interacciona, en su mayoria, con residuos de la H3, Ser289
y Arg288, asi como Tyr327 de la H4. De igual manera, se observa que es la tnica
molécula de las tres que arroja una posible interaccion con estos tres aminoacidos
de forma simultanea en el output 2 con la misma energia de interaccién que con el
output 1 (-5.7 keal/mol), por lo cual resulta el mas prometedot para una evaluacion
in vitro como un agonista parcial de PPARYy.
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Tabla 1. Resultados de interaccion de acidos hidroxicinamicos con PPARy

Acido Fertlico

Output Residuo Distancia (Angstroms) Energia (kcal/mol)
1 Cys285/Arg288 3.1/2.5/3.2 -6.3
2 Tyr327/Arg288 3.0/2.8/3.2 -5.7
3 Tyr327/Ser289 2.0/3.2 -5.5
Acido Cafeico
Output Residuo Distancia (Angstroms) Energia (kcal/mol)
1 Ser289/Cys285 2.5-2.8/2.1 -6.0
2 Lys319/Glu471 1.9/2.0 -5.4
3 Tyr327 2.2/2.5 -5.3
Acido Sinapinico
Output Residuo Distancia (Angstroms) Energia (kcal/mol)
1 Tyr327/Ser289 2.0/2.3 -5.7
2 Tyr327/Ser289/Arg288 2.2/2.3/2.1 -5.7
3 Tyr327/Ser289 2.2/2.2 -5.6

|
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Figura 3. Output 1 del &cido ferulico interactuando con el sitio de union de ligandos (LBD) de PPARy
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Figura 5. Output 1 del acido sinapinico interactuando con el sitio de unién de ligandos (LBD) de PPARy
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Conclusiones

El acido ferulico es una molécula que ha sido reportada con potenciales antifibréticos
y como una posible agonista parcial de PPARy. En el presente trabajo se observé
su interaccion con la hélice 3 y no con la hélice 12, algo deseable en los agonistas
parciales. Por otro lado, el acido cafeico presento interacciones con este tltimo sitio
que se pretende evitar y que esta asociado al agonismo total. El acido sinapinico
resulto ser el mejor candidato para ser evaluado como agonista parcial, ya que no
interactia con la H12, sino simultaneamente con tres aminoacidos cruciales de la
H3, a diferencia del acido ferulico que solo lo hace con dos.

La importancia de esto dentro de un contexto social es el potencial de contribuir
a la reduccion de enfermedades cronicas que tienen en el centro un aspecto como
la desregulacion de PPARy: como la fibrosis hepatica, renal, entre otras.
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