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Introduccion

Las COX, o ciclooxigenasas, son enzimas que se encargan de producir las prostaglandinas,
compuestos importantes en procesos como la inflamacién y el dolor. Estas enzimas funcionan al
oxigenar un sustrato natural Ilamado &cido araquidonico. Las COX estan formadas por
homodimeros, es decir, dos monomeros iguales que estan estrechamente unidos. Cada monémero
tiene funciones especificas: uno actia en el proceso catalitico (oxigenacion del acido
araquidonico), mientras que el otro tiene un papel alostérico que regula la actividad del primero.
La interaccidn entre estos mondmeros permite que la enzima funcione correctamente. La actividad
de las enzimas COX puede ser modulada por otros acidos grasos, como el &cido palmitico, que no
son sustratos directos, sino que influyen en la regulacion de la enzima. Los medicamentos
conocidos como AINEs (antiinflamatorios no esteroideos) pueden inhibir esta actividad. En el caso
de la COX-2, lo hace en un modo muy especifico cuando el inhibidor se une a ambos monémeros
del homodimero, se produce una inhibicion selectiva. Esto significa que la inhibicidn afecta la
produccién de ciertos compuestos, como los endocannabinoides, sin bloquear completamente la
produccion del &cido araquidoénico (Orlando & Malkowski, 2016).

En particular las prostaglandinas (PG) son importantes en el proceso inflamatorio y su produccion
es catalizada por la ciclooxigenasa (COX). Los principales objetivos de los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES), son las enzimas COX, ademas de ser uno de los tipos de farmacos mas
recetados a nivel global, actualmente existe una aceptacion general de que los AINES ejercen sus
efectos analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos al inhibir en diferentes grados a COX-1 y
COX-2 (Cosentino et al., 2023). Sin embargo, los AINEs pueden producir efectos secundarios y
en algunos casos adversos. En este contexto, se ha demostrado en ensayos preclinicos que, el
cannabidiol (un fitocannabinoide no psicotropico) puede modular la actividad de las células
inmunes, inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias y reducir el estrés oxidativo, elementos
clave dentro de la fisiopatologia inflamatoria (Nichols & Kaplan 2020).

Ademas, pueden interferir de manera indirecta en rutas asociadas a las ciclooxigenasas (COX),
disminuyendo la sintesis de prostaglandinas, lo que sugiere un papel como modulador no clasico

del eje eicosanoide-inflamacion (Borrelli et al., 2009).
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La importancia de modular los procesos inflamatorios se debe a las implicaciones patoldgicas que
puede desencadenar la respuesta inmunitaria crénica asociada a enfermedades como la artritis
reumatoide, enfermedades neurodegenerativas, céncer o enfermedades cardiovasculares
(Medzhitov, 2008).

La presencia y distribucion de ambas enzimas varian, la COX-1 se encuentra a nivel constante de
actividad, se detecta en los vasos sanguineos, rifiones y estbmago. Sin embargo, a diferencia de la
COX-1, la COX-2 no aparece en grado importante en los tejidos humanos, con la excepcion de
cerebro y rifiones, salvo que su expresion se genere por inflamacion local (Rella et al., 2018).

La prostaglandina H> (PGH>) actta como principal sustrato para las sintasas posteriores que dan
lugar a esta potente clase de moléculas de sefializacion, que son responsables del control de las
funciones fisioldgicas de “mantenimiento”, incluida la del metabolismo renal del agua y el sodio,
el parto y la secrecion del &cido estomacal. Para la produccion de PGHy, el &cido araquiddnico
(AA) se une dentro del canal de la ciclooxigenasa con su porcion carboxilato ubicada cerca de R-
120 y Y-355 en la entrada del canal y con su extremo o ubicado en el surco hidrofobico sobre la
cadena lateral de S-530 cerca de G-533. En esta posicion, el carbono 13 se coloca debajo del
oxigeno fendlico de Y-385 (Lucido et al.,2016).

Existen 3 modos de union a la COX-1: union rapida y reversible, unién de baja afinidad reversible,
seguida de una union mas lenta dependiente del tiempo de gran afinidad y lentamente reversible,
union rapida y reversible seguida de una modificacion irreversible covalente. Sobre la COX-2, los
agentes especificos producen una inhibicion reversible dependiente del tiempo (Leza & Lizasoain,
2005).

El elemento clave de la biosintesis de prostaglandinas (PGE) y tromboxanos (TxA) es la
conversion del &cido araquidénico (AA) en prostaglandina G2 (PGG2) catalizada por la
ciclooxigenasa (COX). Los productos resultantes son responsables de muchas condiciones
fisiopatoldgicas como la inflamacién, dolor, fiebre y la homeostasis (Redzicka et al., 2019).

La COX-1 tiene 599 aminoéacidos de longitud e incluye en el extremo N un péptido sefial de 24
aminoacidos que dirige la proteina al reticulo endoplasmico para su modificacion postraduccional
(Miciaccia et al., 2021).

Para explicar la selectividad de los AINEs parece critica la presencia de un aminoacido clave en
la posicion 523 del sitio activo de ambas enzimas, concretamente la isoleucina (I) para la COX-1

y valina (V) para la COX-2, la cual al tener un menor volumen determina una apertura en la pared
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del canal del sitio activo de la COX-2 también llamado bolsillo adicional o pocket, lo cual permite
un acceso a un lugar del acoplamiento de muchas estructuras selectivas como lo son las sulfonas
o sulfonamidas (Figura 2A) (Rowlinson et al., 2003).

El docking molecular o acoplamiento molecular es un método bioinformético que permite predecir
y calcular computacionalmente la posicién més favorable de interaccion entre un ligante y un
blanco usualmente proteico a partir de representaciones tridimensionales. Mientras mas estable,
especifica y favorable sea la union entre un ligante (farmaco) y su blanco proteico (diana
terapéutica), mayor serd su actividad bioldgica (farmaco més efectivo). Por lo tanto, este método
bioinformético juega un rol importante en el descubrimiento de nuevos principios activos o
farmacos. El acoplamiento molecular emplea dos algoritmos por separado. Un primer algoritmo
de muestreo que predice todas las configuraciones o conformaciones estructurales (poses) que un
ligante puede asumir dentro de un dominio o sitio activo en el blanco proteico, y un segundo
algoritmo con una funcion de puntuacion que predice las energias de union entre un ligante y un
receptor para cada una de las configuraciones establecidas por el primer algoritmo. Con base en la
funcidn de estos dos algoritmos, todas las configuraciones de union del ligante y su receptor son
clasificadas (jerarquizadas) de acuerdo con sus energias de union (Puacara & Torrez, 2019).

Las herramientas computacionales han evolucionado de tal forma que se han transformado en
tecnologias cada vez mas importantes para la busqueda de moléculas candidatas a farmacos,
mediante la seleccion de moléculas denominadas cabezas de serie o leads a partir de bases de datos.
Entre estas herramientas se encuentra el modelado molecular, técnica que permite obtener
moléculas reales o virtuales que poseen una gran probabilidad de exhibir una accion especifica y
que hace posible, incluso, predecir su biodisponibilidad y toxicidad. A su vez, dentro de las
herramientas de modelado molecular se encuentra el acoplamiento molecular (docking), técnica
de gran utilidad para predecir la estructura de complejos intermoleculares que se establecen entre
dos o mas moléculas. Uno de los casos méas estudiados es la interaccidn proteina-ligante, cuyo
objetivo principal es predecir energias y modos de enlace, y que suele hacerse previamente a un
estudio experimental. En estudios donde se aplica el acoplamiento molecular usualmente se
considera la mejor pose aquella que reporta menor energia de union. Alternativamente, puede ser
seleccionada del cluster mas poblado entre los clusters obtenidos después del acoplamiento
molecular y, en ocasiones, también se selecciona al menor valor de RMSD (Root Mean Square

Deviation) con respecto a la estructura de referencia (Velasquez et al., 2013). Este trabajo tiene
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como proposito demostrar la interaccion del cannabidiol (CBD) con las enzimas COX (COX-1y
COX-2) de los modelos experimentales Homo Sapiens, Mus Musculus y Rattus Norvegicus,
mediante técnicas computacionales, ya que se sabe que en algunas especies no hay cristales
resueltos por rayos X o resonancia electromagnética nuclear (RMN), algunas estructuras se
generaron mediante modelos de inteligencia artificial de Alphafold, que permite establecer una
estructura tridimensional con mayor precision y mayor confiabilidad, ademas se conoce que existe
un sitio donde se interaccionan los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) uniéndose con tal de
bloquear el sitio de unidn con el sustrato acido araquiddnico (AA) y a su vez inhibiendo la sintesis
de prostaglandinas, se espera que el cannabidiol (CBD) presente una inhibicion similar o diferente
a la de los AINEs mediante técnicas in silico. Dentro de este enfoque permitira evaluar el potencial
inhibitorio del CBD sobre las enzimas COX, asi como la afinidad estructural respecto a los ligantes
clasicos, aportando evidencia computacional que respalde su uso como alternativa terapéutica con

un perfil menor de efectos secundarios.



LCapitulo 1

1. Antecedentes

1.1 Ciclooxigenasas (COXs)

Las enzimas ciclooxigenasa (COX) también conocidas como sintasas de endoperédxido de
prostaglandina H (PGH), son enzimas que determinan la biosintesis de prostanoides, su funcién
principal consiste en transformar el acido araquidonico (AA) en prostaglandina H. (PGH:). Estas
enzimas se encuentran incrustadas en la monocapa luminal del reticulo endoplasmico y en la
membrana interna de la envoltura nuclear (Dong et al., 2011). Se conocen dos isoformas de la
ciclooxigenasa: COX-1y COX-2 (Figura 1).

monomero A monomero B

COX-2
Vista superior

Figura 1. Estructuras tridimensionales de (A) COX-1y (B) COX-2.
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La ciclooxigenasa (COX) es una enzima clave en la biosintesis de prostaglandinas a partir del
acido araquidénico, y se presenta con dos isoformas principales: COX-1y COX-2. Aungue ambas
comparten una alta homologia estructural y actividad catalitica, difieren en su expresion,
distribucion tisular y funcién bioldgica, lo cual ha sido determinante para el estudio de su
participacion en procesos fisiologicos y patologicos. La COX-1 es una isoforma de expresion
constitutiva, detectada de forma constante en la mayoria de los tejidos, especialmente en los vasos
sanguineos, rifiones y estdbmago. Participa en funciones esenciales para el mantenimiento de la
homeostasis, como la agregacion plaquetaria, la proteccion de la mucosa géstrica y la regulacion
de la funcidn renal, a través de la produccion de prostaglandinas citoprotectoras. Por su parte, la
COX-2 es una isoforma de expresién inducible, cuya sintesis se activa en respuesta a estimulos
como citoquinas proinflamatorias, hormonas, factores de crecimiento y oncogenes. Aunque su
expresion basal en tejidos normales es baja, con excepcion del cerebro y los rifiones, aumenta
significativamente en contextos de inflamacién, dafio tisular y neoplasias. Esta regulacion ha
posicionado a COX-2 como un marcador de procesos inflamatorios crénicos y como blanco
terapéutico relevante en diversas patologias, incluido el cancer (Sanz 2016; Rella et al., 2018).
Existen varios mecanismos que explican la sobreexpresion de COX-2 en estos tipos celulares: la
expresion de COX-2 estd generalmente regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional,
aunque también puede ser regulada por la tasa de sintesis/degradacion de la proteina; el promotor
de COX-2 h contiene multiples sitios de union a factores transcripcionales, incluyendo el elemento
de respuesta a CAMP y sitios de unién potenciales para Myb, para factores moleculares interleucina
6 (NFIL-6) y kB (NFkb) y para factores ETS (Diaz-Prado et al., 2009).

Estructuralmente, las COX son homodimeros compuestos por monomeros estrechamente
asociados que interactlan de manera asimétrica y poseen un conjunto de sitios alostérico/catalitico.
En este arreglo, la oxidacion del sustrato ocurre en uno de los monémeros, mientras que el otro
mondmero tiene una funcion alostérica, modulando la actividad del sitio catalitico mediante la
interaccion con acidos grasos no sustratos (como el acido palmitico) o con antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs). Ademas, el sitio ciclooxigenasa se localiza en un canal hidrofobico en el cual
interacttan algunos residuos como la R120, Y385, H207, S530 y que el sitio peroxidasa (Figura
2A\) incluye residuos como H388 y Y385, esenciales para transportar electrones. Dicha similitud
estructural entre ambas enzimas explica que sus productos sean los mismos (Tabla 1). En la COX-

1 el sitio activo y la entrada en el canal hidrofobico son mas pequefios que los de la COX-2, de
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modo que acepta menos estructuras como sustratos. Esto significa que casi todos los AINEs
inhibidores de la COX-1 también inhiben la COX-2, pero que los inhibidores de la COX-2 tienen

un escaso poder inhibidor sobre la COX-1, esto se debe al tamafio del bolsillo de union de la COX-

2, lo cual tiene interesantes implicaciones clinicas (Figura 2B).

Estimulos
diversos

Fosfolipidos

PLA, O
de membrana T AA T

S
Citoplasma \ﬂ(b
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P S
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especificos

Prostaglandinas

=1 Enzimas
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Peroxidasa de célula

v
Prostaglandinas
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UNIGN de un AINE
no selectivo a:

CcOXx-1

Unioén de un AINE COX-2
selectivo a:

cOoOXx-1

Figura 2. A) sitios cataliticos de las enzimas COX-1y COX-2, B) interaccién entre los AINEs y las COX (Leza &

lizasoain 2005).

Caracteristicas de las ciclooxigenasas (COX-1y COX-2)

COX-1

COX-2

Forma de expresion

Constitutiva

Inducida (constitutiva en SNC,
rifdn, prostata)

Localizacién cromosémica

Cromosoma 9

Cromosoma 1

Espectro de actividad

1 2-4 veces

1 10-20 veces

Glucocorticoides

No afectan su actividad

Inhiben su actividad

Funciones bioldgicas

Procesos fisiol6gicos

Procesos inflamatorios

AINE no selectivo

Inhiben ambas enzimas

Inhiben ambas enzimas

AINE selectivo

Coxibs, no afectan su actividad o
apenas influyen

Coxibs inhiben la actividad
selectivamente de COX-2 evitando
efectos secundarios

Tabla 1. Caracteristicas de las enzimas ciclooxigenasa (COX-1y COX-2) (Terragno & Terragno, 2003).

El reclutamiento de las células inflamatorias a los sitios de lesion también involucra las

interacciones concertadas de varios tipos de mediadores solubles. Estos incluyen los factores del

complemento C5a, PAF y el eicosanoide LTBa. Todos actiian como agonistas quimioterapicos.

Varias citocinas desempefian funciones esenciales en la organizacion del proceso inflamatorio, en

especial el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina-1 (IL-1). Otras citocinas y factores
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de crecimiento (p. ej., IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF) contribuyen a las manifestaciones de la respuesta
inflamatoria. Las concentraciones de muchos de estos factores se incrementan en el tejido sinovial
del paciente con artritis inflamatoria. Los glucocorticoides interfieren con la sintesis y acciones de
las citocinas, como IL-1 y TNF-a. Aunque algunas acciones de estas citocinas se acompafian de la
liberacion de prostaglandinas y tromboxano A2 (TxA:z), los inhibidores de la ciclooxigenasa (COX)
parecen bloquear solo los efectos pirogenos (Hilal-Dandan & Brunton, 2015).

Hoy en dia se supone que la eficacia de los AINEs estd mas relacionada con su efecto sobre la
COX-2, mientras que las reacciones adversas estan involucradas con el blogueo de la actividad
enzimatica de la COX-1. Los AINEs bloquean el sitio de union del acido araquidonico (sustrato
natural) en la enzima, lo que evita que se convierta en prostaglandinas.

En general, las prostaglandinas tienen usos terapéuticos potenciales, entre ellos mediadores
importantes en la inflamacion y el dolor. Como se menciond anteriormente, su produccion es
catalizada por la ciclooxigenasa (COX) que son las dianas terapéuticas principales de los
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (un tipo de farmacos mas empleados a nivel
global), hoy en dia existe una aceptacion particular de que los AINEs provocan sus efectos
analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos al inhibir en diferentes grados a las COX-1 y COX-
2 (Cosentino et al., 2023).

Debido a la similitud fisiologica y su estructura quimica entre el &cido araquidénico (Figura 3.A)
y los endocannabinoides que corresponden a la anandamida (AEA) (Figura 3.B) y al 2-
araquidonilglicerol (2-AG) (Figura 3.C). Ya que se puede observar que en su estructura la cadena
carbonada es igual, por otro lado, la Unica diferencia notable es el grupo extremo que en el AA es
un &cido carboxilico, mientras que en el AEA es una amida.

Dicho eso, los cannabinoides (endocannabinoides, fitocannabinoides y cannabinoides sintéticos)
podrian interactuar con las COXs.

Figura 3. Estructura quimica del (A) &cido araquidénico, (B) anandamida y (C) 2-araquidonoilglicerol.
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Adicionalmente, existen similitudes fisioldgicas, ya que los cannabinoides y los
endocannabinoides tienen union a los receptores cannabinoides especificos (CB1 y CB2) los
endocannabinoides como la anandamida (AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) se derivan del

acido araquidonico (AA) y tiene una estructura similar a ese compuesto (Ruhaak et al., 2011).

1.2 Inflamacién

Una de las respuestas fisiologicas moduladas por las enzimas ciclooxigenasa, y que resulta de
particular interés, es la inflamacion. Esta es una respuesta fisioldgica a una lesion o una infeccion
de los tejidos; no obstante, se debe entender que inflamacidn no es sinénimo de infeccion.

Los romanos describieron las caracteristicas de esta respuesta hace casi mas de dos milenios: dolor,
calor, rubor, hinchazén. Minutos después de la lesion e infeccién en el tejido, las proteinas de
membrana median un incremento en el didmetro vascular (vasodilatacion) y permeabilidad
vascular. La vasodilatacion incrementa el flujo sanguineo del sitio de la lesion, lo cual genera calor
y enrojecimiento en los tejidos afectados. El aumento de la permeabilidad vascular permite la fuga
del liquido que va desde los vasos sanguineos hacia el tejido dafiado, lo que provoca hinchazén
(edema). Unas horas después de estos cambios vasculares, los leucocitos llegan a la zona de lesion,
se adhieren a las células del endotelio previamente activadas en la zona inflamada y atraviesan por
las paredes capilares hacia el tejido (extravasacion). Los leucocitos fagocitan a los patdégenos y
liberan los mediadores solubles (citoquinas, prostaglandinas y leucotrienos) que atribuyen también
a la respuesta inflamatoria, a la atraccion y activacion de las células efectoras, la inflamacién se
puede clasificar como aguda, como respuesta a una lesion histica, o crénica, lo que provoca una
destruccion progresiva de los tejidos, como se observa en las diferentes infecciones cronicas, los
padecimientos autoinmunitarios y en algunos tipos de cancer (David, 2022).

La inflamacion es un sello distintivo de muchos trastornos neurolégicos, incluyendo el dolor
cronico, la lesion cerebral traumatica, las enfermedades neurodegenerativas y el accidente
cerebrovascular. Las prostaglandinas, sintetizadas por las enzimas ciclooxigenasa (COX-1y COX-
2) en las neuronas y las células gliales, son importantes estimulos proinflamatorios en el sistema
nervioso. Estudios en roedores han mostrado que el tratamiento con inhibidores de la COX o la

deficiencia de estas enzimas proporciona proteccion en modelos experimentales de trastornos



ANTECEDENTES

neurodegenerativos, como el Alzheimer. Sin embargo, la toxicidad gastrointestinal y
cardiovascular asociada con los inhibidores de la COX han limitado su aplicacion en el tratamiento
de sindromes neuroinflamatorios (Nomura et al., 2011).
La inflamacidn se puede clasificar en:
La respuesta inflamatoria aguda proporciona proteccion posterior a una lesién o infeccién
histica. Se caracteriza por una serie de reacciones musculares y celulares con el objetivo
de restablecer la homeostasis del tejido afectado. La liberacién de histamina,
prostaglandinas y leucotrienos atribuyen a los cambios vasculares que producen
vasodilatacion e incrementa la permeabilidad vascular. Las prostaglandinas y los
leucotrienos también actdan como quimiotacticos para los neutréfilos. La patologia histica
resultante suele ser leve 0 moderada y localizada (David, 2022).
La inflamacion cronica se debe a la prolongada exposicion al elemento agresor, a diferencia
de la naturaleza transitoria de la inflamacion aguda. Este estado se caracteriza por la
coexistencia de dafio tisular continuo, activacién de células inmunitarias y reparacion tisular
simultanea. La liberacion permanente de mediadores proinflamatorios (factores solubles
liberados por los macrofagos y los linfocitos) perpetia el ciclo de dafio y reparacion que
contribuyen en el desarrollo de la inflamacion crénica. La inflamacion crénica también puede
conllevar a la generacion de granulomas, tumores celulares consistentes en macrofagos

activados rodeados de linfocitos activos (David, 2022).

1.3 Ligantes que interactuan con las ciclooxigenasas
(COXs)

Existen diversos compuestos quimicos que interacttan con las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-
2). Mientras que el acido araquidénico (AA) se une a dichas enzimas de manera enddgena, los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son administrados exdgenamente para inhibir
su actividad catalitica. No obstante, se ha observado que las COXs interaccionan con compuestos
estructuralmente similares al AA, como el 2-araquidonilglicerol (2-AG), un endocannabinoide.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo investigar el posible sitio de interaccién
del cannabidiol (CDB) con las ciclooxigenasas. Para lograr este objetivo, se realizaron estudios

computacionales de acoplamiento molecular en las ciclooxigenasas 1 y 2 de las especies relevantes
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en la investigacion biomeédica: Homo sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus. Se evaluo la
interaccion del CBD con estas enzimas y para validar el método se realizaron acoplamientos
moleculares de un grupo de AINEs (acido acetilsalicilico (AAS), ibuprofeno, diclofenaco,
piroxicam, celecoxib), acido salicilico (AS), &cido araquidénico (AA) y 2-araquidonoilglicerol (2-

AG) como compuestos de referencia (Tabla 2).

Nombre Estructura Tamila
. HO. P P
Acido araquidénico (AA) Y\/M/\/\/\/W Eicosanoides
o]
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Tabla 2. Ligantes seleccionados para realizar acoplamiento molecular con las enzimas COX-1 y COX-2 para las
especies Homo sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus.
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1.3.1 Acido araquidonico (AA)

El acido araquidonico (AA), también conocido como acido eicosatetraenoico, es un acido graso
poliinsaturado de 20 carbonos perteneciente a la familia de los omega-6. Este &cido graso forma
parte de los fosfolipidos de las membranas celulares de los mamiferos y se sintetiza a partir del
acido linoleico (Cantu et al., 2017).

La concentracion de acido araquidonico (AA) libre en el organismo es extremadamente baja, del
orden de 10°® molar. El primer paso en su metabolismo consiste en la liberacion de AA desde los
fosfolipidos de la membrana celular, reaccion catalizada por la fosfolipasa A2 (PLA2). La
actividad de esta enzima puede ser estimulada tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas.
Entre los estimulos fisiolégicos que promueven la liberacion del acido araquiddnico sn-2 se
encuentran las hormonas como la angiotensina, la bradiquinina y la epinefrina, asi como proteinas
como la trombina y el complejo Ag-Ac. En condiciones patoldgicas, se observa un incremento
significativo en el &cido araquidonico libre, al igual que otros &cidos grasos como el linoleato y el
oleato en su posicion sn-2. Estos cambios pueden ser inducidos por diversos factores, incluyendo
el dafio mecanico, isquemia, toxinas que actlan sobre las membranas celulares, promotores
tumorales y algunos iondforos de calcio. El acido araquiddnico libre es el precursor de la
biosintesis de compuestos con gran actividad bioldgica, entre los cuales se encuentran las
prostaglandinas (PG) y los tromboxanos (TxA>), sintetizados a través de la via de la ciclooxigenasa
(COX), asi como los leucotrienos (LT) y las lipoxinas (LX), obtenidas por la accién de la
lipooxigenasa (LOX) (Companioni-Gasquez, 1995).

Posteriormente, tras la hidrolisis de los fosfolipidos de la membrana celular por la enzima
fosfolipasa A2 (PLA2), el &cido araquidonico (AA) es liberado al citosol (Figura 4). Una vez alli,
el AA es metabolizado por diversas vias enzimaticas, dando lugar a una amplia variedad de
eicosanoides. La via de las ciclooxigenasas (COXs) es una de las mas importantes en este proceso.
Especificamente, tras su liberacion de la membrana plasmatica por la accion de la PLA2, el AA es
metabolizado por las enzimas ciclooxigenasa (COX). Estas son enzimas bifuncionales que
catalizan la conversion del AA en prostanoides, un grupo de mediadores lipidicos involucrados en
procesos inflamatorios. Los prostanoides tiene efecto a traves de mecanismos autocrina y
paracrina, que incluyen tanto a las prostaglandinas (PG) como a los tromboxanos (TxA:z) (Canta

etal., 2017).
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La liberacion del &cido araquidonico (AA) desde los fosfolipidos de la membrana celular es un

paso importante en la sintesis de diversos mediadores lipidicos con actividad fisiol6gica. Dicho

Figura 4. Ruta biosintética de la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos desde la liberacion del acido
araquidonico de la membrana lipidica (Cantu et al., 2017).

proceso consta de tres fases principales:

La fase uno, la liberacion del AA, dicho proceso puede desencadenarse mediante estimulos
fisiolégicos regulado por hormonas como la bradiquinina y la adrenalina, asi como por
proteasas como la trombina o estimulos patol6gicos como en el caso de la inflamacidn.
Este proceso ocurre debido a la accion de las enzimas conocidas como fosfolipasas. La
fosfolipasa A2 (PLA2) hidroliza la fosfatidilcolina para liberar araquidonato o puede actuar

en conjunto con la fosfolipasa C que actia sobre el fosfatidilinositol, generando

diacilglicerol, que se convie

La fase dos, el metabolismo del AA por la ciclooxigenasa (COX), donde una vez que el
araquidonato se encuentra libre es metabolizado por la enzima COX (también conocida
como PGH sintasa). La COX es una enzima bifuncional: primero, introduce oxigeno para

formar un anillo y un grupo hidroperoxido en la molécula de araquidonato; segundo, se

rte en araquidonato.
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reduce el hidroperoxido para producir PGHy, el cual tiene un grupo hidroxilo en una
posicion especifica (carbono 15).

. La fase tres, transformacion de las prostaglandinas y tromboxanos. En esta fase, otras
enzimas convierten PGH> en diferentes prostaglandinas y el tromboxano A.. Una serie de
enzimas especificas catalizan la transformacion de PGH: en diferentes prostaglandinas, que
desempefian un papel fundamental en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos y
patoldgicos, como la inflamacion, el dolor y la fiebre, por ejemplo, el leucotrieno C: el cual
se descubrid en un tipo de glébulos blancos llamados polimorfonucleares (PMN), este
compuesto tiene un efecto potente en la contraccion muscular y se cree que esta
involucrado en la patologia del asma ya que puede provocar constriccion en las vias
respiratorias (Mathews, Van Holde & Ahern, 2002).

1.3.2 AINEs

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen uno de los grupos farmacoldgicos méas
prescritos, con diversas aplicaciones terapéuticas, se utilizan extensamente en el tratamiento de
dolencias musculoesqueléticas, debido a sus efectos analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios y
antiagregantes plaquetarios. Sin embargo, su uso se ve limitado por la aparicion de efectos
adversos, algunos de ellos graves, como la enfermedad ulcerosa péptica y la insuficiencia renal
(Gris et al., 2009).

Los AINEs se clasifican principalmente con base a su mecanismo de accién en dos grupos (Figura
5B):

1. AINEs no selectivos: Inhiben la actividad de la enzima COX-1y COX-2.

2. AINEs selectivos: Se enfocan principalmente en inhibir la actividad de la COX-2. La
mayoria de los AINEs selectivos para la isoforma COX-2 se caracterizan por tener un
grupo lateral voluminoso que facilita su union e interaccion en la cavidad donde
normalmente el acido araquidénico (AA) se une. Sin embargo, esta estructura molecular
dificulta su orientacion en el conducto de union mas pequefio presente en la COX-1.

Tanto los AINEs no selectivos como los selectivos para COX-2, son farmacos con naturaleza
hidrofobica, lo que permite acceder al conducto de union al acido araquidénico, dando lugar a

propiedades farmacocinéticas (Grosser, Ricciotti & FitzGerald, 2022).
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Ademas, los AINEs se pueden clasificar de acuerdo con la reversibilidad de su inhibicion:

« Inhibidores reversibles: Interactian temporalmente con la enzima COX.

« Inhibidores irreversibles: Se unen permanentemente en el sitio activo de la enzima

mediante un enlace covalente. El Unico AINE irreversible es el 4cido acetilsalicilico

(aspirina), la cual acetila un residuo especifico en el sitio activo de la COX, bloqueado asi

la union del acido araquidonico.

En cuanto a su farmacocinética, los AINEs son &cidos organicos que se absorben bien a traves por

via oral. Tras su ingestion, se unen a proteinas plasmaticas, lo que facilita su distribucion y

eliminacion del organismo. La excrecion ocurre principalmente a traves de los rifiones, ya sea por

filtracion glomerular o secrecién tubular.

A Similitud quimica (escala arbitraria)

B Selectividad de la isoforma de COX
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Figura 5. Clasificacion de los AINEs por: A) similitud quimica, B) selectividad de la isoforma COX-2, C) ti
plasmatica (Grosser, Ricciotti & FitzGerald 2022).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son farmacos empleados para el tratamiento de

diversas afecciones, como la artritis reumatoide, dolor menstrual y el dolor de cabeza. Aunque los

AINEs selectivos para la COX-2 se han disefiados para minimizar los efectos secundarios

relacionados con la inhibicién de la COX-1, el uso crénico de los AINEs, tanto selectivo como no

selectivo, puede estar limitado a la presencia de efectos adversos a nivel gastrointestinal.
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Estos efectos adversos incluyen sintomas leves como dispepsia y dolor abdominal, hasta
complicaciones graves como perforacion y sangrado gastrico. La patogéenesis de estos efectos
adversos esta relacionada con la inhibicion de la COX-1, que realiza un rol importante en la
proteccion de la mucosa géstrica y en la homeostasis celular.

La inhibicion indiscriminada de las ciclooxigenasas (COX) puede provocar una serie de eventos
que problemas que encausan a la disminucion de prostaglandinas protectoras en el estbmago
(FitzGerald & Patrono 2001; Pérez-Ruiz et al., 2002).

Para poder abordar esta situacion, se desarrollaron los inhibidores selectivos de la COX-2, los
denominados “coxibs”. Estos medicamentos ofrecen una eficacia comparable a la de los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) tradicionales, pero con una mejor tolerancia
gastrointestinal. Hasta la fecha, se han aprobado seis coxibs para su uso clinico: celecoxib,
rofecoxib, valdecoxib y sus profarmacos parecoxib, etoricoxib y lumiracoxib. Sin embargo, varios
de estos farmacos han sido restringidos o retirados del mercado debido a su perfil de riesgo
vascular adverso. Actualmente, el celecoxib es el unico inhibidor selectivo de la COX-2 autorizado
en Estados Unidos. Tanto los AINEs tradicionales como los coxibs acttian inhibiendo las enzimas
COX, que convierten el &cido araquiddnico en mediadores lipidicos como las prostaglandinas y
tromboxanos. Los AINEs tradicionales afectan tanto la actividad de la enzima COX-1 como de
COX-2, mientras que los coxibs son selectivos Unicamente para COX-2. Algunos AINEs mas
antiguos, como el diclofenaco, etodolaco, meloxicam y nimesulida (actualmente no disponibles en
EE. UU.), presentan una selectividad hacia COX-2 similar a la del celecoxib (Grosser, Ricciotti &
FitzGerald, 2022).

Los inhibidores selectivos de la COX-2 también tienen potencial prometedor para proporcionar
efectos beneficiosos en el incremento de endocannabinoides, como la disminucion de la ansiedad,
depresién y dolor, evitando al mismo tiempo los efectos gastricos y cardiovasculares negativos
asociados a la inhibicion del acido araquidonico (Orlando & Malkowski, }2016).

La inhibicion de prostaglandinas dependientes de COX-2 representa el efecto antiinflamatorio y
analgeésico de los AINEs. Aunque se pensaba que la COX-1 era predominante responsable de la
sintesis de prostaglandinas protectoras en el estdmago, mientras que la COX-2 se inducia en
procesos inflamatorios. La mayoria de los AINEs se utilizan para afecciones no consideradas
inflamatorias; sin embargo, los inhibidores de la COX-2 también actian como analgésicos en estas

condiciones (Hawkey 1999; Lopez-Zaragoza et al., 2005; Takeda et al., 2008).
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Ademas, no se observan interacciones directas entre los inhibidores y los residuos exclusivos de
COX-2, lo que complica la racionalizacion de su selectividad Gnicamente a partir de estructuras
cristalinas. Esta selectividad podria depender de parametros cinéticos y otras caracteristicas
estructurales que influyen en la especificidad del inhibidor (Luong et al., 1996).

Los productos de la enzima COX-2 son esenciales para la regulacién de la presion arterial y la
hemostasia (coagulacion sanguinea). La inhibicion total de COX-2 puede provocar efectos
adversos, como la hipertension arterial y un mayor riesgo de eventos tromboticos. Entre los AINEs,
el 4cido acetilsalicilico (AAS), el cual destaca por su mecanismo de accion Unico: realiza una
acetilacion covalente en las subunidades cataliticas de COX-1 y COX-2, inhibiendo de manera
irreversible su actividad enzimatica. Este proceso bloquea el acceso del &cido araquiddnico (AA)
al sitio activo de la enzima, deteniendo asi la sintesis de prostaglandinas. Ademas, la COX-2
acetilada produce el metabolito 15 (R)-HETE, que puede transformarse en compuestos con
propiedades antiinflamatorias, lo que afiade un beneficio adicional al uso del AAS (Grosser,
Ricciotti & FitzGerald, 2022).

1.3.3 Cinética de los AINEs

La cinética enzimatica es el estudio de las velocidades en la que ocurren las reacciones catalizadas
por enzimas y de los factores que los regulan. Este analisis permite comprender no solo la
eficiencia catalitica de una enzima, sino también su regulacion, su especificidad y su respuesta
frente a diferentes condiciones fisiol6gicas y patoldgicas. Desde una perspectiva de investigacion,
la cinética enzimatica constituye una herramienta esencial que contribuye al estudio de procesos
bioldgicos complejos y para el disefio racional de estrategias terapéuticas (Nelson & Cox, 2017).
Los parametros clasicos, como la constante de Michaelis-Menten (Km) y la velocidad maxima
(Vmax), permiten cuantificar la afinidad de una enzima, su sustrato y su capacidad catalitica
maxima, respectivamente. Estos valores no son solo fundamentales para caracterizar la funcion de
una enzima en condiciones normales, sino también para detectar las alteraciones funcionales en
condiciones patoldgicas o frente a la presencia de inhibidores (Berg et al., 2019).

La comprension de la cinética enzimatica, tanto reversible como irreversible, es particularmente
relevante en farmacologia, ya que numerosos farmacos actian como inhibidores enzimaticos

especificos. Este es el caso de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), que bloquean la
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actividad de las isoformas de COX-1y COX-2, regulando la sintesis de prostaglandinas. El andlisis
de la cinética de la inhibicidn de estas enzimas permite no solo comprender el mecanismo de accion
de estos farmacos, sino también predecir su eficacia y su perfil de seguridad (Vane & Botting,
1998).

Desde una perspectiva de investigacion, el estudio de la cinética de los AINEs, es decir los
procesos de absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacién, resulta ser esencial para
comprender su comportamiento en el organismo y optimizar su uso clinico. La mayoria de estos
farmacos se absorben de manera rapida tras la administracion oral y presentan una elevada
biodisponibilidad. Su extensa unién a proteinas plasmaticas, particularmente a la albdmina,
determina un volumen de distribucion reducido y potenciales interacciones farmacolégicas (Brune
& Hinz, 2004).

El metabolismo de los AINEs ocurre principalmente en el higado, mediado por las enzimas del
citocromo P-450 (especialmente de la isoforma CYP2C9), mientras que su eliminacion se da
predominantemente por via renal. Estas caracteristicas varian entre diferentes compuestos: por
ejemplo, el ibuprofeno presenta una vida media corta (~ 2 h), en contraste con el meloxicam o

piroxicam, cuyos efectos se prolongan mas all& de las 20 horas (Rainsford, 2004).

1.3.4 Cannabinoides

Los cannabinoides son sustancias quimicas que se clasifican en tres categorias: fitocannabinoides
(producidos por la planta del cannabis sativa), cannabinoides sintéticos (creados en un laboratorio)
y endocannabinoides (producidos por el cuerpo humano). La planta cannabis sativa ha sido
importante en la medicina tradicional debido a su capacidad para sintetizar compuestos
farmacoldgicamente activos, entre los que destacan el CBD (cannabidiol) y el A-9-THC
(tetrahidrocannabinol). El A-9-THC es conocido por sus efectos psicoactivos, que incluyen
alteracion en la percepcion y, en algunos casos, alucinaciones. Por el contrario, el CBD no tiene
efectos psicoactivos y se ha estudiado ampliamente por sus propiedades terapéuticas. Ambos
cannabinoides se utilizan en el tratamiento de la artritis reumatoide debido a sus efectos
antiinflamatorios, los cuales ayudan a disminuir la inflamacion asociados con la enfermedad
(Takeda et al., 2008).
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El dolor crénico es una de las razones mas comunes para el uso de cannabis medicinal. La especie
cannabis sativa, que crece de manera natural en regiones tropicales y subtropicales, contiene entre
400 y 537 componentes quimicos, incluyendo casi 100 cannabinoides. Estos compuestos son los
responsables de los efectos tanto psicotropicos como terapéuticos de la planta.

Mientras que los fitocannabinoides como el CBD (cannabidiol) y el A-9-THC
(tetrahidrocannabinol), se extraen directamente de la planta, los endocannabinoides son
producidos en el interior del cuerpo.

Los endocannabinoides, fitocannabinoides y cannabinoides sintéticos tienen mecanismos de
accion ligeramente distintos. Los endocannabinoides interaccionan principalmente sobre los
receptores CB1 y CB2, mientras que los fitocannabinoides y cannabinoides sintéticos
interaccionan con una gama mas amplia de dianas terapéuticas, como los receptores 5-HT1A de
serotonina, los receptores opioides, los receptores de dopamina y los receptores GABA.

Estudios preliminares han demostrado la eficacia del cannabis en el tratamiento de diversos
problemas de salud fisica y mental. Investigaciones realizadas en el instituto Dent en Buffalo,
Nueva York, han destacado que el CBD puede ser particularmente beneficioso para pacientes
geriatricos que presenten dolor cronico asociado con trastornos del suefio, ansiedad, neuropatia,
esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Parkinson, lesiones de la columna vertebral y
esclerosis multiple (Islas-Andrade et al., 2023).

El CBD actla sobre varios receptores, incluyendo al receptor huérfano acoplado a proteinas G
(GPR55), el receptor cannabinoide endotelial (CBe), el receptor potencial transitorio de potencial
vanilloide tipo 1 (TRPV1), receptores adrenérgicos a-1, receptores | opioides y el receptor 5-
HT1A, también activa respuestas fisiologicas mediadas por los peroxisomas y el receptor activado
por proliferacion y (PPARY) (Figura 6), causando diversos efectos bioquimicos, moleculares y
conductuales debido a la amplia gama de receptores que activa en el SNC. Las acciones del CBD
son reguladas por enzimas que metabolizan los cannabinoides endégenos (endocannabinoides),
como la lipooxigenasa (LOX), la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la amida hidrolasa de acidos grasos
(FAAH) (Wheal et al., 2014; Patricio et al., 2020).
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Figura 6. Blancos terapéuticos reportados del cannabidiol (CBD) (Patricio et al., 2020).

A pesar de que el cannabis y sus cannabinoides se emplean para tratar enfermedades cronicas,
particularmente, el dolor asociado a diversas condiciones médicas, la evidencia de su eficiencia es
limitada y se basa en un nimero reducido de ensayos clinicos. Se ha demostrado que los
cannabinoides aislados de cannabis sativa pueden inhibir la actividad de las enzimas
ciclooxigenasa (COX), lo que sugiere un mecanismo de accidn para sus efectos analgésicos.

Los endocannabinoides (eCB) y prostaglandinas (PG) son factores claves en la percepcion del
dolor, y existe evidencia que sugiere una fuerte conexion entre ambos sistemas, por ejemplo, los
neutrofilos humanos, células del sistema inmunitario, expresan enzimas COX que sintetizan PGE»,
un mediador proinflamatorio. Dado que, estudios han demostrado que el CBD inhibe eficazmente
funciones de los neutrofilos polimorfonucleares (PMN), como la migracién celular, el
metabolismo oxidativo y la sintesis del factor de necrosis tumoral o (TNF-a), lo que sugiere un
efecto antiinflamatorio adicional.

Evaluar los efectos de los cannabinoides sobre la actividad enzimatica de la COX-1y COX-2 en
comparacion con los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) podria ayudar a aclarar los
mecanismos implicados en la reduccion del dolor inducida por el CBD. Esta comparacion es
relevante porque, al igual que los AINEs, los cannabinoides podrian modular la sintesis de
prostaglandinas, aunque a través de mecanismos potencialmente diferentes (Cosentino et al.,
2023).
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Los endocannabinoides (eCB) son moléculas de produccién enddgena que interaccionan con los
receptores cannabinoides CB1 y CB2, desempefiando roles cruciales en diversas funciones
cerebrales, como memoria, aprendizaje, transmision sinéptica y plasticidad neuronal. Entre los
principales eCB se encuentran la anandamida (AEA) y el 2-araquidonil glicerol (2-AG), que estan
ampliamente distribuidos en los tejidos de los mamiferos, aunque han sido estudiados en mayor
proporcion en el sistema nervioso. Aungue la AEA fue uno de los primeros ligantes identificados
para los receptores cannabinoides y actia como agonista parcial (Figura 7), sus concentraciones
en el cerebro son relativamente bajas. En contraste, el 2-AG es considerado el eCB més dominante
debido a su expresion endogena aproximadamente 200 veces superior a la de AEA. El 2-AG actla
como agonista pleno en los receptores cannabinoides en comparacion con la AEA. Ademas, se
predice que aproximadamente el 90% del 2-AG presente en el cerebro existe asociado a la
membrana, funcionando como un depésito para el acido araquidonico (AA), que luego se utiliza
como sustrato para sintetizar prostaglandinas neuroinflamatorias (Ruhaak et al., 2011; Orlando &
Malkowski, 2016; Soria-Lara et al., 2019; Hill & Mackie, 2022; Vanderah & Largent-Milnes,
2024).

Receptores CB
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AA + Glicerol l
l Prostaglandinas

Prostaglandinas

Figura 7. Vias de sintesis de prostaglandinas a partir de los endocannabinoides; AEA y 2-AG, interaccion de los
endocannabinoides para generar prostaglandinas (Vanderah & Largent-Milnes 2024).
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Diversos estudios han demostrado que el CBD puede influir en la via de la ciclooxigenasa a través
de multiples mecanismos, incluyendo la inhibicion directa (débil) de COX-2, la modulacion de su
expresion genética a través de la via NK-kB, y la alteracion indirecta de la sintesis de
prostaglandinas (Ruhaak et al., 2011; Takeda et al.,2008).

1.4 Métodos computacionales

La bioinformética y la biologia computacional son disciplinas clave en la investigacion bioldgica
moderna, aunque cada una tiene su enfoque distinto.

Por un lado, la bioinformaética se centra en el manejo de grandes volimenes de datos biologicos.
Utiliza las capacidades de almacenamiento y procesamiento de las computadoras para recopilar,
organizar y almacenar informacion sobre procesos bioldgicos. Estos datos, accesibles globalmente
a través de internet, se estructuran en bases de datos o bibliotecas digitales con datos uniformes
que facilitan su manipulacion y analisis mediante algoritmos computacionales. Este enfoque
permite a los investigadores extraer patrones y conocimientos Utiles a partir de datos ya existentes.
Por otro lado, la biologia computacional adopta un enfoque mas experimental. Su objetivo es crear
modelos computacionales basados en principios fisicos, quimicos y bioldgicos para simular y
predecir el comportamiento de sistemas biologicos. A diferencia de la bioinformatica, que
principalmente trabaja con datos ya disponibles, la biologia computacional realiza experimentos
virtuales (in silico). Este método no sélo acelera el ritmo de los descubrimientos cientificos, sino
también aumenta la eficiencia al reducir la dependencia de los experimentos fisicos en los
laboratorios (Kennelly & Rodwell, 2008).

1.5 Analisis de secuencias lineales de aminoacidos y
estructuras tridimensionales de las COXs

Las proteinas se pueden clasificar en cuatro niveles estructurales:
1. Estructura primaria. Es la disposicion espacial mas simple que adopta una proteina, donde
las secuencias de aminoacidos se unen en largas cadenas mediante enlaces peptidicos.

Existen 20 aminoacidos que se combinan para formar una proteina.
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2. Estructura secundaria. Es la disposicion espacial donde las cadenas polipeptidicas se
pliegan por la interaccién intermolecular e intramolecular de los atomos que forman el
enlace peptidico. En dichos plegamientos se producen hélices alfa y las hojas plegadas
beta.

3. Estructura terciaria. Es la estructura tridimensional de las proteinas que estan compuestas
por la unién de diversos polipéptidos.

4. Estructura cuaternaria. Es la estructura mas compleja y donde existe la union de distintas
cadenas polipeptidicas.

Para obtener informacién de los distintos niveles estructurales de una proteina existen diversas
herramientas computacionales y bases de datos.

Particularmente, para este trabajo se utilizaron las secuencias lineales de aminoécidos de las
enzimas ciclooxigenasa de tres especies; Homo sapiens (hCOX-1 y hCOX-2), Mus musculus
(mCOX-1y mCOX-2) y Rattus novergicus (rCOX-1 y rCOX-2) que se obtuvieron de la base de
datos Uniprot con los codigos P23219, P35354, P22437, Q05769, Q63921 y P35355
respectivamente.

Para el analisis de dichas secuencias se utiliz6 el servidor Blastp que nos ayuda a encontrar las
similitudes y diferencias entre las secuencias lineales de aminoacidos, lo que se conoce como
alineamiento de secuencias.

Por otra parte, utilizamos la informacion contenida en la base de datos de proteinas (PDB por sus
siglas en inglés) donde encontramos las estructuras tridimensionales de las enzimas ciclooxigenasa
de humano; hCOX-1y hCOX-2 con los cédigos 6Y3C y 5F1A respectivamente y de la
ciclooxigenasa de ratbn mCOX-2 con el cddigo 3HS5.

Es relevante destacar que existe més informacion estructural de COX-2 que de COX-1, por
ejemplo, hCOX-1 se cristalizd recientemente en el afio 2020. Ademas, para mCOX-1, rCOX-1y

rCOX-2 no existen estructuras resueltas de manera experimental.
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1.6 Prediccion de estructuras tridimensionales de
proteinas

En la actualidad existen diversos programas y protocolos para obtener estructuras tridimensionales
de las proteinas que tienen implicaciones revolucionarias en la medicina. Desde metodos
computacionales tradicionales como el modelado por homologia o el Ab initio hasta los métodos

méas modernos que utilizan inteligencia artificial (1A) (Figura 8).
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Figura 8. Representacién de los métodos de prediccion de las estructuras tridimensionales de proteinas A)
tradicionales y B) modernos.

Del modelado por homologia se conocen herramientas como Swiss-model, MODELLER, entre
otros, que se basan en la suposicion de que proteinas con secuencias homologas adoptan
estructuras similares. Para utilizar dicho protocolo es necesario conocer la secuencia lineal de
aminoacidos de una proteina con estructura conocida que se denomina plantilla (la cual debe tener
una identidad mayor al 30% con la secuencia objetivo) y alinearla con la secuencia objetivo (de la
que se desea construir su estructura) de esta manera se generan modelos tridimensionales mediante

ajustes estereoquimicos. Mientras que, si la identidad es menor al 30%, se utilizan métodos ab
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initio para predecir el plegamiento de la proteina desde cero, uno de los programas mas conocidos
es Rosetta que implementa campos de fuerzas simplificados y algoritmos de prediccion mediante
simulaciones de Monte Carlo (nos ayuda a predecir posibles resultados de un evento incierto).
Por otro lado, métodos recientes incorporan inteligencia artificial para poder predecir las
estructuras tridimensionales de las proteinas. El protocolo mas conocido es Alphafold que utiliza
una arquitectura compleja que se puede dividir en tres secciones:

1. Modulo de incrustacion evolutiva, que analiza secuencias multiples para identificar
residuos que coevolucionan y que tienen probabilidad de interactuar en el espacio
tridimensional.

2. Modulo de geometria espacial, que ayuda a predecir descriptores geométricos como las
distancias interatomicas y angulos de torsion.

3. Optimizacion fisica, que ajusta el modelo mediante mecanica molecular, de esta manera
asegurando una minimizacion de la energia de VVan der Waals y puentes de hidrégeno para
tener una estereoquimica realista.

Ademas, para cada modelo nos proporciona métricas de confianza por residuo conocido como
pLDDT (Predicted Local Distance Difference Test) que estima la confianza en cada residuo de la
estructura proteica predicha, en otras palabras, evalla la posicion de un aminoacido en particular
e indica si es correcta.

Con Alphafold se han predicho més de 350,000 proteinas humanas y ha alcanzado una excelente
precision comparable a métodos experimentales tradicionales.

En particular, en este trabajo se utilizd Alphafold para obtener las estructuras tridimensionales de
mCOX-1, rCOX-1y rCOX-2, al obtener las secuencias de aminoacidos a través del banco de datos
de Uniprot, ya que no se encuentran estructuras resueltas de manera experimental.

Los modelos generados por Alphafold tienen ventajas en comparacién con los métodos
tradicionales, ya que permiten una prediccién rapida y precisa de las estructuras de proteinas de
interés. Ademas, se abren nuevas perspectivas en la investigacion médica y farmacéutica, por
ejemplo:

« EIl desarrollo de farmacos: el conocimiento de las estructuras tridimensionales de
proteinas especificas (dianas farmacolodgicas) facilita el disefio de medicamentos. Debido
a que se puede explorar la forma en la que interactian en contexto de proteinas especificas

involucradas en diversas enfermedades.
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. La biologia sintética: los cientificos pueden crear proteinas nuevas a partir de secuencias
lineales de aminoacidos mediante servidores especializados con funciones especificas para
aplicaciones industriales o medioambientales.

. Lainvestigacion bésica: entender mejor las estructuras de las proteinas ayuda a explicar

los mecanismos bioldgicos subyacentes y a descubrir nuevos objetivos terapéuticos.

1.7 Métodos de validacion para modelos proteicos

Cada programa de prediccion estructural de proteinas proporciona una métrica de confianza para
validar su modelo. Sin embargo, existen otros métodos para validar las estructuras
tridimensionales obtenidas, uno de los métodos mas utilizado es el diagrama de Ramachandran, el
cual proporciona informacion que ayuda a identificar los angulos diedros ¢ (phi) y v (psi) de los
enlaces peptidicos.

Las regiones conformacionalmente no permitidas para cada aminoacido se deben a que ciertas

combinaciones de phi y psi causan chogues estéricos entre atomos (Figura 9).

. o
Ca

Figura 9. Representacion grafica de los angulos diedros ¢ (phi) y v (psi) de los enlaces peptidicos utilizados para
generar el diagrama de Ramachandran.

Aunque las estructuras se describen como si un enlace simple uniera los a&tomos de carbono o y
nitrogeno a, este enlace, de hecho, exhibe un caracter de doble enlace parcial (Figura 9).

El enlace que conecta un carbono carbonilo con nitrogeno o no puede rotar, ya que eso requeriria
romper el doble enlace parcial. En consecuencia, los &tomos de O, C, N y H de un enlace peptidico

son coplanares. La semirrigidez impuesta del enlace peptidico tiene consecuencias importantes
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para la forma en la que los péptidos y las proteinas se pliegan para generar ordenes estructurales

superiores (Figura 9).

El principio de Ramachandran establece que las hélices a, las hojas B y los giros son las
conformaciones méas probables para una cadena polipeptidica debido a la minimizacion de
impedimentos estéricos entre atomos (Figura 10).

En el primer cuadrante se encuentran las combinaciones de la hélice a izquierda, en el segundo
cuadrante se localizan las combinaciones de la hoja B, mientras que en el tercer cuadrante se

encuentran la hélice a derecha y los giros o bucles (loops).
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favorables

<~ Regiones
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Regiones
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Figura 10. Representacion del diagrama de Ramachandran. Se muestran las diferentes regiones que los residuos
pueden explorar.

Este diagrama es una forma de visualizar las regiones energéticamente permitidas para los angulos
diedros del esqueleto de una proteina, lo que permite predecir cual sera la estructura secundaria
del polipéptido, ya que existen combinaciones de angulos tipicas para cada estructura. Asimismo,

permite saber si la estructura peptidica de la proteina es correcta.
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1.8 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular, también conocido como docking molecular es una técnica
computacional que nos ayuda a predecir las poses (conformaciones y orientaciones) mas
favorables de un ligante respecto a una macromolécula (receptor, enzima, entre otros) (Figura 11).
La seleccidn de dichas poses se basa en un conjunto de parametros que contribuyen a la estabilidad
de la unidn entre el ligante y la macromolécula. El proceso se basa en algoritmos que contemplan
funciones de energia y descriptores conformacionales que evaltan la complementariedad entre las
superficies de lamacromoléculay el ligante, de esta manera se selecciona el mejor modo de enlace.

Resultado
Receptor Ligante del
acoplamiento molecular

vy
\\ ’t

~ -
= Docking =

Figura 11. Representacion gréafica del acoplamiento molecular (Morales-Davila 2024).

Existen diversos programas y servidores online para realizar acoplamiento molecular, sin importar

qué programa utilizas el protocolo tradicional se puede dividir en:
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Preparacion de la macromolécula. Es necesario tener una estructura tridimensional de la
macromolécula que sera nuestra diana, para este paso existen bases de datos o métodos de
prediccion estructural de proteinas. Dependiendo de cémo se obtuvo la estructura, sera
necesario eliminar moléculas de agua, detergentes, lipidos y cualquier compuesto que no
corresponda a la macromolécula. Una vez “limpia” la macromolécula se procede a afiadir
hidrogenos polares y calcular las cargas para cada aminoéacido.

Preparacion del ligante. Los ligantes pueden ser moléculas conocidas y estar almacenadas

en una base de datos o ser predicha por medio computacionales. Dependiendo del modo en

el que se obtuvo el ligante se tendra que calcular la carga para la molécula y afadir
hidrogenos polares.

Asignacidn del espacio de busqueda (grid box). Un paso crucial para explorar un espacio

determinado en la macromolécula es la formacion de una caja de busqueda, donde

obtendremos parametros del tamafio de la caja en los ejes X, Y y Z, el centro de dicha caja

y el espaciado de busqueda. Dependiendo de las dimensiones del espacio de busqueda el

acoplamiento molecular se puede clasificar en dos:

. EIl acoplamiento molecular ciego. El espacio de busqueda es lo suficientemente
grande como para cubrir toda la superficie de la macromolécula. Esto significa que el
ligante explora las cavidades y sitios de unién de la macromolécula sin sesgos.

. El acoplamiento molecular dirigido. El espacio de busqueda se define en una region
determinada de la macromolécula.

Realizar el acoplamiento molecular. Tras finalizar los pasos anteriores se utiliza un

programa para integrar y realizar el acoplamiento molecular.

Andlisis de datos. En este paso se analizan los resultados que genera el programa

computacional que realiza el acoplamiento molecular, donde obtenemos la informacion de

las interacciones que forma el complejo macromolécula/ligante.

Para realizar el acoplamiento molecular se usé el programa Autodock Vina y para realizar la

preparacion del sistema (las macromoléculas, los ligantes y los espacios de busquedas) se utilizd

la interfaz gréafica Autodock tools.

El acoplamiento molecular ha evolucionado significativamente, convirtiéndose en una etapa clave

para la basqueda de moléculas prometedoras como posibles farmacos. Este enfoque es esencial

para optimizar sustancias quimicas, mejorando su afinidad y selectividad hacia objetivos
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especificos, lo que acelera el desarrollo de medicamentos mas seguros y eficaces (Velasquez et
al., 2013; Puacara & Torrez, 2019; Vargas-Aguilar & Fuentes-Condori, 2021).
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Capitulo 2

2. Justificaciéon

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad proporcionar informacion detallada a
nivel atdmico-molecular sobre los sitios de interaccion y los modos de union del cannabidiol
(CBD) a las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2). La importancia de este estudio
consiste en la funcion esencial de las ciclooxigenasas en el metabolismo del &cido araquidénico,
mecanismo que produce prostaglandinas y tromboxanos, mediadores lipidicos asociados con la
inflamacién y el dolor.

Es importante resaltar que, si bien existen inhibidores de la funcion enzimatica de las
ciclooxigenasas, la mayoria de ellos presentan efectos adversos. En este contexto, el cannabidiol
(CBD) surge como un potencial inhibidor alternativo, con la posibilidad de minimizar los
efectos adversos relacionados a los inhibidores tradicionales.

Para llevar a cabo el estudio sobre los sitios de interaccion y los modos de union del cannabidiol
(CBD) a las enzimas ciclooxigenasas (COX-1y COX-2) se utilizardn métodos computacionales
que proporcionan informacion detallada sobre las caracteristicas de la formacion del complejo
CBD/COX. Estos métodos incluiran la prediccion de estructuras tridimensionales de proteinas

y acoplamiento molecular.
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2.1 Hipotesis

El cannabidiol (CBD) interactla alostéricamente sobre las ciclooxigenasas (COX), induciendo
cambios conformacionales en el sitio activo. Dichos cambios impiden la apertura del sitio activo
0 competir con componentes necesarios en el proceso catalitico, como el cofactor enzimatico.
Dichas alteraciones conducen a la posible disminucion en la produccion de prostaglandinas y
tromboxanos, mediadores lipidicos asociados a la inflamacion y el dolor. El estudio
computacional de las interacciones moleculares permitird esclarecer los sitios y modos de

interaccion del CBD.
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2.2 Objetivo general

I.  Demostrar la interaccion del cannabidiol (CBD) con las enzimas COX-1 y COX-2 a
través de acoplamiento molecular en los modelos enzimaticos de humano (Homo

sapiens), raton (Mus musculus) y rata (Rattus norvegicus).

2.3 ODbjetivos particulares

1. Obtener las estructuras tridimensionales de las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1) y
ciclooxigenasa 2 (COX-2) correspondientes a las especies Homo sapiens, Mus musculus
y Rattus norvegicus, mediante el analisis de bases de datos estructurales.

2. Construir modelos tridimensionales mediante Alphafold para aquellas estructuras no
disponibles experimentalmente y validar su calidad mediante herramientas de
evaluacion.

3. Realizar estudios de acoplamiento molecular entre las enzimas COX seleccionadas y sus
diversos ligantes: sustrato enddgeno: &cido araquidonico (AA); endocannabinoide: 2-
araquidonilglicerol (2-AG); farmacos inhibidores: &cido acetilsalicilico (ASA), acido
salicilico (AS), ibuprofeno, diclofenaco, piroxicam y celecoxib.

4. Validar los resultados obtenidos del acoplamiento molecular mediante la comparacion
con complejos cristalograficos disponibles en bases de datos experimentales y analizar
los sitios de union preferenciales del cannabidiol (CBD) sobre COX-1y COX-2.
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2.4 Metodologia

1. Obtencion de estructuras proteicas
Se obtuvieron las estructuras cristalinas de las enzimas ciclooxigenasas de humano (hCOX-1y

hCOX-2) y la ciclooxigenasa 2 de raton (mCOX-2) a partir del banco de datos de proteinas PDB
(Protein Data Bank). Las estructuras que se seleccionaron tienen una resolucion de difraccion
de rayos X entre 2.3y 3 A, y se comprobd que correspondieran a secuencias nativas (sin
mutaciones). Las secuencias primarias correspondientes se consultaron en el banco de datos de
Uniprot.

2. Prediccion de estructuras tridimensionales
En vista de la ausencia de informacion estructural para las enzimas ciclooxigenasas de rata
(rCOX-1 y rCOX-2) y de la ciclooxigenasa 1 de ratobn (mCOX-1), se generaron modelos
tridimensionales usando Alphafold, herramienta de prediccién de estructuras proteicas basada
en inteligencia artificial. La calidad y precision de los modelos se validd mediante el parametro
pLDDT proporcionado por Alphafold y por los diagramas de Ramachandran.

3. Preparacion de los sistemas para el acoplamiento molecular.
Los sistemas enzimaticos para el acoplamiento molecular se prepararon utilizando el programa
Autodock Tools. Se afadieron hidrogenos polares y se calcularon las cargas parciales de
Kollman. Por otro lado, los ligantes se obtuvieron de la base de datos ZINC20 y se prepararon
de forma similar a las enzimas, es decir, se agregaron hidrégenos polares y cargas parciales de
Gasteiger. Los archivos de las estructuras preparadas se guardaron en formato PDBQT.

4. Acoplamiento molecular
Los célculos de acoplamiento molecular se realizaron con el programa Autodock Vina. Se
definieron dos espacios de busqueda, el primero que cubriera un mondémero de las
ciclooxigenasas homodiméricas (para realizar un acoplamiento molecular ciego) y el segundo
que cubriera el sitio de activo conocido para cada enzima (para realizar un acoplamiento
molecular dirigido). Se realizaron acoplamientos moleculares para nueve ligantes y seis

enzimas, lo que dio un total de 54 arreglos enzima/ligante para cada tipo de acoplamiento.
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5. Analisis de resultados
Los resultados del acoplamiento molecular se analizaron con el visualizador PyMol. Se
identificaron las poses para cada ligante. Particularmente, para el &cido araquidénico (AA), el
2-araquidonoilglicerol (2-AG), el acido acetilsalicilico (AAS), el acido salicilico (AS),
ibuprofeno, diclofenaco, piroxicam, celecoxib se compararon con informacion experimental.
Por otra parte, para el caso del cannabidiol (CBD), se evaluo el sitio y los modos de interaccion
con las ciclooxigenasas.

Para analizar las cavidades se utilizé un subprograma denominado CavitOmix implementado en

Pymol.
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3. Resultados y discusion

Siguiendo la metodologia establecida para realizar el estudio computacional de las enzimas
ciclooxigenasas en Homo sapiens (hCOX), Mus musculus (mCOX) y Rattus norvegicus
(rCOX), se procedid a estudiar las secuencias primarias con el objetivo de identificar diferencias
y similitudes, tanto entre las dos isoformas hCOX-1 y hCOX-2 (Figura 12) como entre la misma
isoforma de COX para las especies estudiadas (Figura 13).

El alineamiento de las secuencias de hCOX-1 (cddigo Uniprot P23219) y hCOX-2 (codigo
Uniprot P35354) se realiz0 a través servidor Blastp. Los resultados demostraron que la identidad
entre hCOX-1 y hCOX-2 es de aproximadamente el 65%, de forma analoga sucede con las
demaés especies estudiadas. Si bien, existen diferencias en sus secuencias, los residuos de
aminoacidos cruciales en la actividad catalitica de ambas isoformas se conservan. Asi mismo,
un numero significativo de las diferencias encontradas corresponden a residuos con propiedades
fisicoquimicas semejantes.

Basado en lo mencionado antes, y a pesar de las diferencias en la secuencia primaria, las
estructuras tridimensionales de COX-1 y COX-2 muestran una similitud notable.
Posteriormente, se realizaron alineamientos de las secuencias de COX-1 y COX-2 entre las tres
especies de interés. Con ese proposito, se usaron las secuencias primarias almacenadas en la
base de datos Uniprot con los siguientes codigos de acceso: P23219 (hCOX-1), P35354 (hCOX-
2), P22437 (mCOX-1), Q05769 (MCOX-2), Q63921 (rCOX-1) y P35355 (rCOX-2).

Los resultados mostraron una identidad aproximada del 90% para COX-1y del 86% para COX-

2 entre las tres especies.
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10 20 30 40 50 60
1 I 1 1
hCOX-1  VNPCCYYPCQHQGICVRFGLDRYQCDCTRTGYSGPNCTIPGLWTWLRNSLRPSPSFTHFL
hCOX-2  ANPCCSHPCQNRGVCMSVGFDQYKCDCTRTGFYGENCSTPEFLTRIKLFLKPTPNTVHYT
1 1 1 I 1
hCOX-1  LTHGRWFWEFVNAT - FIREMLMRLVLTVRSNLIPSPPTYNSAHDYISWESFSNVSYYTRI
hCOX-2  LTHFKGFWNVVNNIPFLRNAIMSYVLTSRSHLIDSPPTYNADYGYKSWEAFSNLSYYTRA
1 1 1 1 I I
hCOX-1  LPSVPKDCPTPMGTKGKKQLPDAQLLARRFLLRRKFIPDPQGTNLMFAFFAQHFTHQFFK
hCOX-2  LPPVPDDCPTPLGVKGKKQLPDSNEIVEKLLLRRKFIPDPQGSNMMFAFFAQHFTHQFFK
| 1 1 1 | 1
hCOX-1  TSGKMGPGFTKALGHGVDLGHIYGDNLERQYQLRLFKDGKLKYQVLDGEMYPPSVEEAPV
hCOX-2  TDHKRGPAFTNGLGHGVDLNHIYGETLARQRKLRLFKDGKMKYQIIDGEMYPPTVKDTOA
1 1 1 1 | I
hCOX-1  LMHYPRGIPPQSOMAVGQEVFGLLPGLMLYATLWLREHNRVCDLLKAEHPTWGDEQLFQT
hCOX-2  EMIYPPQVPEHLRFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHNRVCDVLKOEHPEWGDEQLFQT
1 1 1 1 1 1
hCOX-1  TRLILIGETIKIVIEEYVQOLSGYFLQLKFDPELLFGVQFQYRNRIAMEFNHLYHWHPLM
hCOX-2  SRLILIGETIKIVIEDYVQHLSGYHFKLKFDPELLFNKQFQYQNRIAAEFNTLYHWHPLL
1 1 1 1 | 1
hCOX-1  PDSFKVGSQEYSYEQFLFNTSMLVDYGVEALVDAFSRQIAGRIGGGRNMDHHILHVAVDYV
hCOX-2  PDTFQIHDQKYNYQQFIYNNSILLEHGITQFVESFTRQIAGRVAGGRNVPPAVQKVSQAS
1 | 1
hCOX-1  IRESREMRLQPFNEYRKRFGMKPYTSFQELVGEKEMAAELEELYGDIDALEFYPGLLLEK
hCOX-2  IDQSRQOMKYQSFNEYRKRFMLKPYESFEELTGEKEMSAELEALYGDIDAVELYPALLVEK
1 1 I 1 1 1
hCOX-1  CHPNSIFGESMIBIGAPFSLKGLLGNPICSPEYWKPSTFGGEVGFNIVKTATLKKLVCLN
hCOX-2 PRPDAIFGETMVEVGAPFSLKGLMGNVICSPAYWKPSTFGGEVGFOQIINTASIOSLICNN
1
hCOX-1  TKTCPYVSFRVPD
hCOX-2  VKGCPFTSFSVPD
1

Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la ciclooxigenasa 1 y la ciclooxigenasa 2 de la
especie Homo sapiens (hCOX-1 y hCOX-2). Las diferencias en las secuencias se resaltan en color amarillo, los
aminodcidos implicados en la catélisis y actividad de la enzima se resaltan en color rojo y un aminoacido

implicado en la apertura del canal hidrofébico de la enzima se resalta en color cian.
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1e 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1
GAPTPVNPCCYYPCQHQGICVRFGLDRYQCDCTRTGYSGPNCTIPGLWTWLRNSLRPSPS hcox-2 ANPCCSHPCQNRGVCMSVGFDQYKCDCTRTGFYGENCSTPEFLTRIKLFLKPTPNTVHYT
GVPSPVNPCCYYPCQNQGVCYRFGLDNYQCDCTRTGYSGPNCTIPEIWTWLRNS LRPSPS mCOX-2  ANPCCSNPCQNRGECMSTGFDQYKCDCTRTGFYGENCTTPEFLTRIKLLLKPTPNTVHYT
GVPSPVNPCCYYPCQNQGYCVRFGLDHYQCDCTRTGYSGPNCTIPEIWTWLRSSLRPSPS rc€0X-2  ANPCCSNPCQNRGECMSIGFDQYKCDCTRTGFYGENCTTPEFLTRIKLLLKPTPNTVHYT
] 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1
FTHFLLTHGRWFWEFVNATFIREMLMRLVLTVRSNLIPSPPTYNSAHDYISWESFSNVSY hCOX-2  LTHFKGFWNVVNNIPFLRNAIMSYVLTSRSHLIDSPPTYNADYGYKSWEAFSNLSYYTRA
FTHFLLTHGYWLWEFVNATFIREVLMRLVLTVRSNLIPSPPTYNSAHDYISWESFSNVSY mCOX-2  LTHFKGVWNIVNNIPFLRSLIMKYVLTSRSYLIDSPPTYNVHYGYKSWEAFSNLSYYTRA
FTHFLLTHGYWIWEFVNATFIREVLMRLVITVRSNLIPSPPTYNTAHDYISWESFSNVSY r€0X-2  LTHFKGVWNIVNNIPFLRNSIMRYVLTSRSHLIDSPPTYNVHYGYKSWEAFSNLSYYTRA
YTRILPSVPKDCPTPMGTKGKKOLPDAQLLARRFLLRRKFIPDPQGTNLMFAFFAQHFTH hCOX-2  LPPVPDDCPTPLGVKGKKOLPDSNEIVEKLLLRRKFIPDPQGSNMMFAFFAQHFTHQFFK
YTRILPSVPKDCPTPMGTKGKKQLPDVQLLAQQLLLRREFIPAPQGTNILFAFFAQHFTH mCOX-2  LPPVADDCPTPMGVKGNKELPDSKEVLEKVLLRREFIPDPQGSNMMFAFFAQHFTHQFFK
YTRILPSVPKDCPTPMGTKGKKQLPDIHLLAQORLLLRREFIPGPQGTNVLFAFFAQHFTH rco0X-2  LPPVADDCPTPMGVKGNKELPDSKEVLEKVLLRREFIPDPQGTNMMFAFFAQHFTHQFFK
QFFKTSGKMGPGFTKALGHGVDLGHIYGDNLERQYQLRLFKDGKLKYQVLDGEMYPPSVE hCox-2 TDHKRGPAFTNGLGHGVDLNHIYGETLARQRKLRLFKDGKMKYQIIDGEMYPPTVKDTQA
QFFKTSGKMGPGFTKALGHGVDLGHIYGDNLERQYHLRLFKDGKLKYQVLDGEVYPPSVE mCOoX-2 TDHKRGPGFTRGLGHGVDLNHIYGETLDRQHKLRLFKDGKLKYQVIGGEVYPPTVKDTQV
QFFKTSGKMGPGFTKALGHGVDLGHIYGDSLERQYHLRLFKDGKLKYQVLDGEVYPPSVE rcox-2 TDOKRGPGFTRGLGHGVDLNHVYGETLDRQHKLRLFQDGKLKYQVIGGEVYPPTVKDTQV
1
EAPVLMHYPRGIPPQSQMAVGQEVFGLLPGLMLYATLWLREHNRVCDLLKAEHPTWGDEQ hcox-2 EMIYPPQVPEHLRFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHNRVCDVLKQEHPEWGDEQLFQT
QASVLMRYPPGVPPERQMAVGQEVFGLLPGLMLFSTIWLREHNRVCDLLKEEHPTWDDEQ mCOX-2 EMIYPPHIPENLQFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHNRVCDILKQEHPEWGDEQLFQT
QASVLMRYPPGVPPEKQMAVGQEVFGLLPGLMLFSTIWLREHNRVCDLLKEEHPTWDDEQ rcox-2 DMIYPPHVPEHLRFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHNRVCDILKQEHPEWDDERLFQT
1 1 1
LFQTTRLILIGETIKIVIEEYVQQLSGYFLQLKFDPELLFGVQFQYRNRIAMEFNHLYHW hCoX-2 SRLILIGETIKIVIEDYVQHLSGYHFKLKFDPELLFNKQFQYQNRIAAEFNTLYHWHPLL
LFQTTRLILIGETIKIVIEEYVQHLSGYFLQLKFDPELLFRAQFQYRNRIAMEFNHLYHW mcox-2 SRLILIGETIKIVIEDYVQHLSGYHFKLKFDPELLFNQQFQYQNRIASEFNTLYHWHPLL
LFQTTRLILIGETIKIIIEEYVQHLSGYFLQLKFDPELLFRAQFQYRNRIALEFNHLYHW rcox-2 SRLILIGETIKIVIEDYVQHLSGYHFKLKFDPELLFNQQFQYQNRIASEFNTL¥HWHPLL
] 1 1 1 1 1 1 1
HPLMPDSFKVGSQEYSYEQFLFNTSMLVDYGVEALVDAFSRQTAGRIGGGRNMDHHTILHV hcox-2 PDTFQIHDQKYNYQQFIYNNSILLEHGITQFVESFTRQIAGRVAGGRNVPPAVQKVSOAS
HPLMPNSFQVGSQEYSYEQFLFNTSMLVDYGVEALVDAFSRQRAGRIGGGRNFDYHVLHV mcox-2 PDTFNIEDQEYSFKQFLYNNSILLEHGLTQFVESFTRQIAGRVAGGRNVPIAVQAVAKAS
HPLMPDSFQVGSQEYSYEQFLFNTSMLVDYGVEALVDAFSRQRAGRIGGGRNFDYHVLHY rCoxX-2 PDTFNIEDQEYTFKQFLYNNSILLEHGLAHFVESFTRQIAGRVAGGRNVPIAVQAVAKAS
1 1 1 1
AVDVIRESREMRLQPFNEYRKRFGMKPYTSFQELVGEKEMAAELEELYGDIDALEFYPGL hcox-2 IDQSROMKYQSFNEYRKRFMLKPYESFEELTGEKEMSAELEALYGDIDAVELYPALLVEK
AVDVIKESREMRLQPFNEYRKRFGLKPYTSFQELTGEKEMAAELEELYGDIDALEFYPGL mcox-2 IDQSREMKYQSLNEYRKRFSLKPYTSFEELTGEKEMAAELKALYSDIDVMELYPALLVEK
AEDVIKESREMRLQSFNEYRKRFGLKPYTSFQEFTGEKEMAAELEELYGDIDALEFYPGL rCox-2 IDQSREMKYQSLNEYRKRFSLKPYTSFEELTGEKEMAAELKALYHDIDAMELYPALLVEK
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LLEKCHPNSIFGESMIETGAPFSLKBLLGNPICSPEYWKPSTFGGEVGFNIVKTATLKKL hCOX-2  PRPDAIFGETMVEVGAPFSLKBLMGNVICSPAYWKPSTFGGEVGFOIINTASIQSLICNN
LLEKCOPNSIFGESMIEMGAPFSLKGLLGNPICSPEYWKPSTFGGDVGFNLVNTASLKKL mCOX-2  PRPDAIFGETMVELGAPFSLKGLMGNPICSPOYWKPSTFGGEVGFKIINTASIQSLICNN
MLEKCDPNSEFGESMIEMGAPFSLKGLLGNPICSPEYWKPSTFGGDVGFNIVNTASLKKL rcox-2 PRPDAIFGEIMVELGAPFSLKGLMGNPI[SPQYWKPSTFGGEVGFRIINTASIDSLICNN
VCLNTKTCPYVSFRVPD hCOX-2  VKGCPFTSFSVPD
VCLNTKTCPYVSFRVPD mCOX-2  VKGCPFTSFNVQD
V(LNTKTCP;VSFRVPD rcox-2 VKGCPFASFTVDD

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de la (A) ciclooxigenasa 1 y la (B) ciclooxigenasa 2 de las especies
Homo sapiens (hCOX-1 y hCOX-2), Mus musculus (mCOX-1 y mCOX-2) y Rattus norvegicus (rCOX-1y
rCOX-2). Las diferencias en las secuencias se resaltan en color amarillo, los aminoacidos implicados en la

catalisis y actividad de la enzima se resaltan en color rojo y un aminoacido implicado en la apertura del canal
hidrofdbico de la enzima se resalta en color cian.
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Basandose en las estructuras primarias de las proteinas, podemos destacar la diferenciacion de
aminoacidos clave en el bolsillo de unién entre las diferentes especies. Estas diferencias
corresponden a la sustitucion de isoleucina por valina, cuyas caracteristicas estructurales son
distintas; ademas ambos son aminoacidos esenciales. Aungque ambos residuos son constituidos
por aminoacidos alifaticos, apolares y esenciales, presentan diferencias estructurales en su
longitud y ramificacion de sus cadenas laterales, lo cual puede modificar la conformacion
tridimensional del bolsillo de union, asi como el volumen y las propiedades estéericas del sitio
activo. Estas variables podrian influir en la afinidad y la orientacion del ligante, afectando
potencialmente los parametros cinéticos y la interaccion ligante-proteina.

Posteriormente del anélisis de las secuencias primarias de las ciclooxigenasas, se procedié a
buscar las estructuras tridimensionales ya existentes en la base de datos de proteinas, PDB. Se
encontraron las siguientes estructuras: para Homo sapiens se encontré la estructura de hCOX-1
con el codigo PDB 6Y3C y para hCOX2 se encontr6 mas de una estructura, sin embargo,
seleccionamos la estructura con el cédigo PDB 5F1A, para Mus musculus solo se encontrd
informacidn estructural para mCOX-2 y seleccionamos la informacion contenida en el codigo
PDB 3HS5, mientras que para Rattus norvegicus no se encontr6 informacion estructural.

La falta de estructuras tridimensionales para mCOX-1, rCOX-1 y rCOX-2 se debe a la
complejidad que conlleva obtener datos experimentales obtenidos por difraccion de rayos X o
resonancia magnetica nuclear (RMN).

Debido a la ausencia de informacion experimental para mCOX-1, rCOX-1y rCOX-2, se utilizd
un método computacional para generar estructuras tridimensionales de proteinas.
Particularmente, se empleé el servidor Alphafold, una herramienta que permite predecir un
modelo tridimensional a partir de la secuencia primaria.

Se usaron las secuencias primarias previamente analizadas y disponibles en la base de datos
Uniprot con los siguientes cddigos: P22437 (mCOX-1), Q63921 (rCOX-1) y P35355 (rCOX-
2).

Una vez finalizado el protocolo de Alphafold se proporciona un pardmetro denominado como
pLDDT (Predicted Local Distance Difference Test) que ayuda a evaluar la calidad de los
modelos generados. El parametro pLDDT estima la confianza de cada residuo en la estructura

proteica predicha, es decir, que evalta la posicion de un aminoacido en particular e indica si es
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correcta. Un valor alto de pLDDT indica una alta confianza en la posicion de los residuos y en
la interfase entre cadenas.
Los modelos para mCOX-1, rCOX-1 y rCOX-2 mostraron valores de pLDDT mayores a 90, lo

que indica una muy alta fiabilidad (Figura 14).

Figura 14. Ejemplo de los valores de fiabilidad dados por el servidor Alphafold para los modelos de mCOX-1,

rCOX-1y rCOX-2. Los tres modelos muestran un valor de pLDDT similar. EI color azul indica una fiabilidad

muy alta, el cian una fiabilidad aceptable, el color amarillo una fiabilidad baja y el color naranja una fiabilidad
muy baja.

El anélisis del modelo estructural mostro valores elevado de pLDDT (>90) en la mayoria de los
residuos, indicando un valor alto de confiabilidad en la prediccion tridimensional. EI mapa de
error alineado (PAE) presento baja variabilidad inter-residuo, lo que sugiere coherencia
estructural global y ausencia de dominios con movilidad independiente significativa. Estos
resultados validan la idoneidad del modelo para estudios de interaccion molecular posteriores.

Con el propésito de validar la precision de los modelos tridimensionales de mCOX-1, rCOX-1
y rCOX-2 generados por Alphafold, se calcularon los diagramas de Ramachandran para cada
modelo, evaluando la distribucion de los angulos diedros psi y phi para cada residuo. Los
resultados indican que la mayoria de los residuos se encuentran dentro de regiones permitidas,
lo que sugiere que los modelos predijeron de manera correcta las estructuras tridimensionales
(Figura 15). La combinacion permitida de un par de angulos phi y psi corresponde a regiones
favorables que evitan colisiones estéricas entre los atomos de la cadena principal y las cadenas

laterales.
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Figura 15. Diagramas de Ramachandran calculados para los modelos de A) mCOX-1, B) rCOX-1y C) rCOX-2.
El diagrama indica las regiones permitidas basadas en los angulos diedros psi y phi que pueden explorar los
aminoacidos al plegarse.

El andlisis de los diagramas de Ramachandran demostré que mas del 90% de los residuos se
encuentran en regiones favorecidas y permitidas para las tres estructuras evaluadas (Figura 15),
lo cual indica una adecuada calidad estereoquimica de los modelos estructurales. La distribucion
predominante en las regiones correspondientes a a-hélice y lamina B confirma la estabilidad
conformacional global. No se observaron desviaciones significativas que comprometieran la
validez estructural para los posteriores estudios de interaccion molecular. Las estructuras
evaluadas presentan predominancia de conformaciones correspondientes a a-hélices
dextrogiras, consistentes con la configuracion L de los aminoécidos naturales, lo que confirma
la estabilidad estructural y el plegamiento correcto de las enzimas COX analizadas.

Una vez validada la calidad y precision de los modelos tridimensionales para mCOX-1, rCOX-
1y rCOX-2, y utilizando las estructuras experimentales disponibles en la base de datos de
proteinas con los cddigos 6Y3C (hCOX-1), 5F1A (hCOX-2) y 3HS5 (mCOX-2) (Figura 16),
se procedi6 a identificar los sitios de interaccion del cannabidiol (CBD).

Asi mismo, con el fin de corroborar la precision del acoplamiento molecular en la prediccion de
los sitios de union de las ciclooxigenasas (COX), se seleccionaron nueve ligantes que
interactlan con estas enzimas. La seleccion de dichos ligantes permitié comparar los resultados
del acoplamiento molecular con datos experimentales, de esta manera se valido la metodologia

empleada.
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Figura 16. Vista superior de las estructuras tridimensionales de: A) hCOX-1(PDB: 6Y3C), B) hCOX-2 (PDB:
5F1A), C) mCOX-1 (Modelo), D) mCOX-2 (PDB: 3HS5), E) rCOX-1 (Modelo) y F) rCOX-2 (Modelo).

Los ligantes seleccionados incluyen tanto el sustrato endogeno: &cido araquidonico (AA) como
inhibidores farmacoldgicos: el 2-araquidonoilglicerol (2-AG), el acido acetilsalicilico (AAS), el
acido salicilico (AS), ibuprofeno, diclofenaco, piroxicam, celecoxib y el cannabidiol (CBD),

véase Figura 17.
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Figura 17. Ligantes utilizados en el acoplamiento molecular con la COX-1 y COX-2 de las especies Homo
sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus. Los recuadros en color amarillo muestran las similitudes entre el
cido araquiddnico (sustrato natural de las ciclooxigenasas) y el 2-araquidonilglicerol (endocannabinoide). Los
recuadros rojos muestran las similitudes entre el &cido acetilsalicilico y el &cido salicilico. El recuadro verde
muestra las similitudes entre el ibuprofeno, diclofenaco y el acido acetilsalicilico. El recuadro cian muestra las
similitudes entre el ibuprofeno y el cannabidiol.

Para realizar acoplamiento molecular con el programa Autodock Vina, es necesario preparar
adecuadamente el sistema, es decir, agregar solo hidrdgenos polares y calcular las cargas para

cada ligante y cada enzima.
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Una vez realizado lo anterior se requiere que las estructuras de los ligantes y enzimas se guarden
en un formato PDBQT, el cual incluye la informacion de las coordenadas atémicas, tipo de
atomos y cargas.

Otro paso fundamental es la asignacion de una caja de basqueda (grid box), donde los ligantes
exploraran diferentes conformaciones hasta encontrar las mas favorables y de menor energia.
Para el estudio de las ciclooxigenasas y con el fin de simplificar las cajas de busqueda
(considerando que las estructuras tridimensionales de las ciclooxigenasas son semejantes), se
realiz6 un alineamiento estructural para las COX-1y COX-2 de las tres especies, asi se utilizaron
las mismas coordenadas y las dimensiones de la caja. Ademas, para reducir el tiempo de
busqueda, se empled solo un monémero de la estructura homodimérica de las ciclooxigenasas.
Inicialmente, se realizaron acoplamientos moleculares ciegos con una caja de busqueda de

dimensiones de 60 A, 70 A y 62 A en los ejes X, Y y Z respectivamente (Figura 18).

N/

Vista superior

Figura 18. Ejemplo de la caja de busqueda (grid box) para realizar acoplamientos moleculares ciegos, la enzima
se representa en cartoon color verde con las hélices en forma de tubos, los aminoacidos del canal hidrofobico se
representan en color rojo en licorice.

Ademas, utilizamos un espaciado de busqueda de 1.0 A y una alta exhaustividad (64) para
compensar el tamafio de la caja.

Sin embargo, los resultados de esta aproximacion no fueron favorables, ya que los sitios que
exploran los ligantes no son comparables con los datos experimentales disponibles en

estructuras cristalizadas con los mismos ligantes. En la informacién experimental, los ligantes
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(AINEs y sustrato natural) exploran un canal hidrofébico que estid bien caracterizado y
corresponde al sitio activo de la enzima.

La diferencia entre los resultados del acoplamiento molecular y los datos experimentales pueden
generarse por las grandes dimensiones de la caja de busqueda (260,400 A%) y aunado a los
diversos grados de libertad que tienen los ligantes. Con esto en mente, se realizd una segunda
aproximacion, donde se redujeron las dimensiones de la caja de busqueda (a 40 A para los tres
ejes) y el espaciado de busqueda (a 0.375 A). La exhaustividad (de 64) se mantiene y la caja de

busqueda se sito en la proximidad del canal hidrofébico (Figura 19).

Vista superlor

Figura 19. Ejemplo de la caja de busqueda (grid box) para realizar acoplamientos moleculares en los canales
hidrofébicos de las COX, la enzima se representa en cartoon color verde con las hélices en forma de tubos, los
aminoacidos del canal hidrofébico se representan en color rojo en licorice.

Los resultados del acoplamiento molecular para la segunda aproximacion (al disminuir el
tamafo de la caja) mostraron que los ligantes seleccionados (AINEs, acido araquidonico y 2-
araquidonilglicerol) exploran sitios similares a los obtenidos de forma experimental (Figura
20). Por lo cual se confirma que, el acoplamiento molecular predice de manera correcta los sitios
de interaccion entre las COXs y los ligantes seleccionados, con esto en mente se analizaron los

resultados obtenidos para el cannabidiol (CBD).
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Acido acetilsalicilico
y Acido salicilico

Diclofenaco Ibuprofeno

Vista inferior

Figura 20. Comparacién de los resultados de los AINEs representados en licorice, A) el 2-araquidonilglicerol en
color blanco, B) acido araquidénico en color amarillo, C) el &cido acetilsalicilico en color violeta, D) el celecoxib
en color naranja, E) el diclofenaco en color verde, F) ibuprofeno en color salmén. En todos los casos se
representaron los aminoécidos de importancia en el canal hidrofobico en lineas color amarillo y el sitio de los
ligantes cristalizados en estructuras de ciclooxigenasas se representan en superficies transparentes color cian.

Se obtuvieron un total 54 poses para el cannabidiol (CBD), es decir, nueve poses por cada
ciclooxigenasa, dichas poses se ubicaron en una estructura tridimensional representativa de las
seis COXs, recordando que las COXs guardan una similitud estructural y fueron alineadas entre
si. Al situar las 54 poses se observé que el CBD explora con mayor frecuencia tres sitios. Por lo
tanto, se procedio a estudiar las cavidades de las enzimas ciclooxigenasas. Para ello se utilizo el
subprograma CavitOmix implementado en el visualizador Pymol. En dicho estudio se

encontraron cuatro cavidades con mayor superficie, las cuales denominamos: cavidad A con un
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volumen de 2,859 A3, cavidad B con un volumen de 1,590 A3, cavidad C con un volumen de
760 A3y sitio activo con 154 A3 (Figura 21).

Cavidad B

Cavidad A

Sitio activo

Membrana — N N

Cavidad C

Vista lateral

Figura 21. Representacion de los sitios donde interactda el cannabidiol (CBD) representado en lineas color
wheat, se observan tres posiciones con mayor frecuencia que corresponden a las cavidades A, By C
(representadas en superficies en un degradado de mayor a menor de magenta-blanco-cian). El sitio activo se
representa en superficie roja.

Los sitios que explora el CBD concuerdan con las cavidades con mayor volumen. De estas, la
que tiene una mayor frecuencia es la cavidad C con un 43%, seguida de la cavidad A con un
41% y por ultimo la cavidad B con 13%.

La cavidad B concuerda con el sitio que ocupa el cofactor en las estructuras tridimensionales
almacenadas en PDB, mientras que la cavidad A corresponde a la entrada del canal hidrofébico
de la enzima. Por otro lado, la cavidad C se encuentra cercana al sitio activo y comparten una
hélice alfa.

De los resultados de los andlisis antes mencionados, se sugiere que el CBD se enlaza a las
ciclooxigenasas de manera alostérica, en consecuencia, modificando de alguna forma tanto la
entrada del canal hidrofébico como la cavidad del sitio activo. De modo que la produccion de

prostaglandinas se vea afectada y con ello los efectos de la inflamacion y el dolor.
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Por otra parte, se observé con mas detalle los sitios de union del cannabidiol (CBD). Para ello

se selecciono una pose representativa del CBD para cada sitio. La pose fue seleccionada bajo el

criterio de la energia de union estimada por el programa Autodock Vina, es decir, la pose mas

favorable y para definir el bolsillo de union se seleccionaron los aminoacidos una distancia de

4 A respecto a la estructura del cannabidiol (CBD).

En la cavidad C, identificada como la de mayor frecuencia de interaccién con el CBD, se

observaron tres de puente de hidrégeno cruciales para que estabilice la pose del CBD. Las

interacciones son formadas por:

5 Uno de los grupos hidroxilo (-OH) de la estructura del CBD y el atomo de oxigeno de la
cadena principal del residuo Y355.

5 El' mismo —OH de la estructura del CBD vy los atomos de oxigeno de la cadena principal y
el nitrégeno de la cadena lateral del residuo Q350.

Estas interacciones de puente de hidrégeno desempefian un papel fundamental en la

estabilizacion de la posicion que adopta el CBD dentro de la cavidad C (Figura 22).

Ademas, la posicion del CBD podria afectar el reordenamiento y el volumen del sitio activo, de

manera que se inhiba la produccion de prostaglandinas de forma indirecta.

Vista lateral

Cavidad C Membrana

Figura 22. Vista lateral de la estructura representativa de la ciclooxigenasa (COX). El cannabidiol (CBD) se
representa en licorice color rosa fuerte. La enzima COX se representa en superficie color verde. El espacio de la
cavidad C se representa en superficie transparente color cian. Los aminoacidos del bolsillo se representan en
lineas color naranja. Los puentes de hidrégeno se representan en lineas punteadas color cian.
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En la cavidad A, identificada como la segunda con mayor frecuencia de interaccion con el CBD,

se observaron dos puentes de hidrogeno fundamentales para estabilizar la posicion del CBD en

la proximidad de la entrada del canal hidrofébico de la enzima COX (Figura 23). Los puentes

de hidrégeno fueron formados por:

5 Uno de los grupos hidroxilo (-OH) de la estructura del CBD y uno de los &tomos nitrégeno
del grupo guanidinio (H-N=(NHR)NH2) del residuo R120.

5 El mismo —OH de la estructura del CBD y uno de los oxigenos del grupo carboxilo (-
COOH) del residuo E524.

Dichas interacciones de puente de hidrogeno desempefian un papel importante en la

estabilizacion de la posicion que adopta el CBD dentro de la cavidad A y es posible que impidan

la entrada del sustrato natural de las ciclooxigenasas, de esa manera inhibiendo la actividad de

la enzima.
Vista inferior
o,
Cavidad A ol

Membrana

Figura 23. Vista lateral de la estructura representativa de la ciclooxigenasa (COX). El cannabidiol (CBD) se
representa en licorice color rosa fuerte. La enzima COX se representa en superficie color verde. El espacio de la
cavidad C se representa en superficie transparente color cian. Los aminoacidos del bolsillo se representan en
lineas color naranja y los amino&cidos que son relevantes en la funcién de la enzima ciclooxigenasa se
diferencian en color amarillo. Los puentes de hidrégeno se representan en lineas punteadas color cian.

En la cavidad B, identificada como la de menor frecuencia de interaccién con el CBD, se

observaron dos puentes de hidrégeno que estabilizan la posicion del CBD en el sitio que
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normalmente es utilizado por el cofactor enzimético de la enzima COX (Figura 24). Los puentes

de hidrogeno fueron formados por:

5 Uno de los grupos hidroxilo (-OH) de la estructura del CBD y el un &tomo de nitrogeno del
grupo imidazol (C3H4N2) del residuo H207.

5 El'mismo —OH de la estructura del CBD y el grupo amino (-NH2) del residuo Q203.

= Elotro grupo hidroxilo (-OH) de la estructura del CBD y el atomo de nitrogeno de la cadena
principal del residuo W387.

Estas interacciones de puente de hidrogeno desempefian un papel fundamental en la

estabilizacion de la posicion que adopta el CBD dentro de la cavidad B. Asimismo, es posible

que el CBD compita por ese sitio de union con el cofactor enzimatico interrumpiendo sus

funciones y de esa manera inhibiendo la actividad enzimatica.

Vista superior

Cavidad B

Membrana

Figura 24. Vista superior de la estructura representativa de la ciclooxigenasa (COX). El cannabidiol (CBD) se
representa en licorice color rosa fuerte. La enzima COX se representa en superficie color verde. El espacio de la
cavidad C se representa en superficie transparente color cian. Los aminoacidos del bolsillo se representan en
lineas color naranja y los amino&cidos que son relevantes en la funcién de la enzima ciclooxigenasa se
diferencian en color amarillo. Los puentes de hidrdgeno se representan en lineas punteadas color cian.
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Al analizar con méas detalle los bolsillos de union entre el cannabidiol (CBD) y las
ciclooxigenasas, se sustentaron mas las ideas de que la union alostérica podria modificar tanto
el acceso al canal hidrofébico por la interaccion del CBD con los residuos R120 y E524
(aminoacidos que funcionan como una compuerta en la entrada del canal hidrofébico) como el
espacio del sitio activo por el impedimento indirecto que podria generar el CBD en la cavidad
C. Ademés, es importante sefialar que la interaccion del CBD en el sitio de union del cofactor
enzimatico alteraria la funcién de las ciclooxigenasas, debido a la competencia por dicho sitio.
Lo anterior conduce a una alteracion en la produccién de prostaglandinas y con ello los efectos
sobre la inflamacion y el dolor.
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Capitulo 4

4. Conclusiones

1. Se obtuvieron las estructuras tridimensionales de COX-1 y COX-2 en Homo sapiens,
Mus musculus y Rattus norvegicus y se generaron modelos enzimaticos a traves del
modelo de Alphafold para aquellas no disponibles de manera experimental, las cuales
presentaron calidad estructural adecuada segin herramientas de validacién
computacional.

2. Elacoplamiento molecular de ligantes endégenos, farmacos inhibidores y el cannabidiol
(CBD) permitié caracterizar sus interacciones con las ciclooxigenasas, revelando
afinidades variables y patrones especificos de union entre especies e isoformas.

3. La validaciébn mediante estructuras cristalograficas disponibles confirmé la
confiabilidad del enfoque computacional empleado, respaldando la utilidad de las
herramientas in silico para el estudio comparativo de los inhibidores y sustratos de COX
en investigacion preclinica.

4. ElI CBD mostro interacciones relevantes con COX-1 y COX-2, incluyendo sitios
cataliticos y posibles regiones alostéricas, lo que sugiere un potencial modulador sobre

estas enzimas mas alla de los mecanismos tradicionales de los AINEs.
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Capitulo 5

5. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion han demostrado que existen diferentes
modos de interaccion a nivel molecular entre el CBD (cannabidiol) y las enzimas COX
(ciclooxigenasas).

A futuro, sera posible profundizar en el analisis de los sitios de unidn que se observaron en este
trabajo de investigacion mediante otras aproximaciones computacionales como son las
simulaciones atomisticas de dinamica molecular. Esto permitira observar el comportamiento de
las COXs en presencia de estos ligantes seleccionados en un ambiente fisiologico, es decir, a
una temperatura de 37 °C, una atmosfera de presion y una concentracion salina de 0.15 M de
NaCl.

De esta manera, una de las aplicaciones mas prometedoras de estos resultados es el desarrollo
de posibles farmacos que exploten la afinidad del CBD por las diferentes cavidades de la

ciclooxigenasa (COX), que generaria estudios en modelos in vivo e in vitro.
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