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El substracte de la COX i 5-LOX (acid araquidonic) aixi com els seus inhibidors

arilacétics, antranilics i arilpropionics tindrien una flexibilitat conformacional dels grups
quimicament actius: carboxilic (0°-360°) , carbonil/amino (35°-60° i 315°-340°) i anells
aromatics (0°-360°). Aquesta flexibilitat conformacional els permetria una adaptacié en
el locus del receptor que faria possible el procés de transferéncia electronica necessari

per 'adequada inhibicié dels I'enzims.

Després de l'etapa de fixacié el grup carboxilic a 'enzim COX (COX-1 i COX-2) els

derivats fenilacétics podrien adoptar quatre conformacions de minima energia: dues
conformacions fenil-up i dues fenil-down respecte al pla del primer anell aromatic. La
superposicié d’aquestes estructures de minima energia amb la forma desplegada de
'acid araquidonic (que és la més estable) indica que la conformacié possiblement
bioactiva d’aquests inhibidors seria la conformacioé fenil-down. Posteriors estudis
cristal.lografics [1] del complex COX-1-ac. araquidonic han corroborat que efectivament

la conformacié desplegada de I'acid araquidonic és la bioactiva (A>®/ A®® 125°).

L’activitat antiinflamatoria in vivo (expressada com disminucié del volum d’edema
provocat per injecci6 de carragenina) dels compostos fenilacétics, fenamics i
arilpropionics depén de la distribucid de carrega electronica entre els dos anells
aromatics. Existint una correlacioé entre la carrega electronica dels orbitals n-HOMO i
l'activitat antiinflamatoria, de forma que aquesta augmenta a major disminucié de la
densitat de carrega en el 1r. anell aromatic i a major augment en el 2n. anell aromatic,
fet que suggereix I'existéncia d’'un procés de transferéncia de carrega entre ambdds
anells aromatics i el receptor d’acord amb la seguients equacioé:

PAV = 1.524 ( 0.04) (1) + 0.201 (+ 0.05)
n=20, r=0.855, s=0.213, F=49.02

Aquesta conclusio ha estat aplicada i corroborada per altres autors amb posterioritat
a aquest estudi [2].
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La polaritat molecular conferida per la relacio entres les densitats electroniques en els

dos anells aromatics dels fenamats és un factor decisiu tant pel primer reconeixement
de l'inhibidor per part de I'enzim COX com per la seva inhibicio per transferéncia de
carrega electronica que correlaciona amb l'activitat antiinflamatoria in vivo (expressada

com la disminucié del volum d’edema provocat per carragenina pAV)

PAV = 217 (£ 0.04) (ma— 7s) + 3.73 (+ 0.07)
n=8, r=0.916, s=0.181, F=29.16

Segons la distribucié6 de carrega electronica entre els dos anells aromatics el
mecanisme d’inhibicié pot ser temps depenent o temps independent. Sent a més un
factor important I'angle entre els dos anells aromatics i la llibertat de gir entre ells per la
possible adaptabilitat amb el receptor.

La distribucié del PEM amb la base ab initio HF/3-21G ha permeés diferenciar els

inhibidors de la COX que actuen amb un mecanisme temps dependent dels que so6n
temps-independents. Els inhibidors temps-dependents (diclofenac, indometacina, acid
meclofenamic, flurbiprofén, ketoprofén i pirprofén) presenten una distribuci6 de PEM
de -50 Kcal/mol exclusiva sobre el primer anell aromatic amb forma conica i amb el
vertex localitzat sobre el grup carboxilic, sent I'angle entre els anells aromatics de 60°-
80° obertura que facilita un possible atac electrofil que no tindria lloc els inhibidors
temps-independents (Ac. dimetil-acridan carboxilic, ac. mefenamic, ac. flufenamic, ac.
niflumic, ibuprofén i naxoprén) ja que aquests derivats presenten una distribucié del
PEM (-30 Kcal/mol) sobre el 2n anell aromatic amb un angle més tancat que
impossibilitaria I'atac electrofil.
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La base ab initio HF/3-21G constitueix un métode computacional eficient i precis per

descriure I'entorn electrostatic molecular dels compostos estudiats. Aixi els resultats
obtinguts en quant a carregues electrostatiques i representacié dels mapes de PEM en
aquesta base serien comparables al d’altres bases més complexes (6-31G**, amb un
coeficient de correlacio r= 0,992-0,972) amb l'avantatge d’'un cost computacional

sensiblement inferior.

Aquest procés de transferéncia de carrega electronica i d’inhibicio temps depenent /

temps independent s’ha confirmat per técniques de modelitzacid6 molecular dels
complexes de la COX-1 i COX-2 amb compostos de les families d’Arilacétics, Antranilics
i Arilpropionics que seguirien un mecanisme d’inhibicid competitiva amb el substracte
(ac. araquidonic) i que comportaria una unié multipolar: primer la formacié d’'un pont sali
entre el grup carboxilic i 'Arg'?°, segon al grup amino o carboxil unit al 1r. anell aromatic
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que en funcié si es produeix un atac electrofil o no amb les Ser’® i Ser®** el mecanisme

podria ser seria temps dependent o independent.

La distribucié electrostatica dels compostos temps dependents estabilitza la preséncia

d’'una xarxa de molécules d’aigua en una posicio localitzada a I'entrada del locus de la

COX entre els residus I'Arg'® i Tyr®*®

, que afavoririen la formacié de ponts d’hidrogen
entre els residus Glu***-Arg®" i Arg"®-Tyr**® i d’aquests amb les molécules d’aigua, fet
que explicaria que aquests compostos temps dependents romanguessin més temps en
el centre actiu de I'enzim, podent establir aixi unions complementaries amb residus
especifics (Val®® Tyr*®, Trp®®’, Leu®*, Ser®®). Aquesta conclusié seria consistent amb
el mecanisme dinamic d’inhibicié de la COX de Marnett [3] que postula que la unié dels
AINEs amb la COX podria ser en un procés en varies etapes i amb els resultats de So

[4] que postula la formacié de ponts de hidrogen en el locus de la COX.

Els resultats de l'analisi conformacional dels derivats del DTBP indiquen que en

aquests compostos en el substituent en posicidé para és permesa la lliure rotacié i que

els compostos amb un grup carbonil, metil 0 amino en aquesta posicio lligat a un segon
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nucli aromatic poden presentar quatre conformacions de minima energia: cis-a, trans-a,
cis-p i trans-p. Aquestes quatre conformacions mostren un correcte ajustament amb les
quatre conformacions del compost dual tebufelona. La relacié entre la llibertat
conformacional i les activitats inhibitories COX/5-LOX indica que el lliure gir en el
substituent en posicié para permetria un millor anclatge en els centres actius dels

enzims.

La formacié del radical fenoxid i i di-tert-butilfendxid pel métode de la coordenada de

reaccio indica que la via més probable per la formacié d’aquests radicals és la via UHF-
singlet, tanmateix [I'estabilitat del radical es veu afavorida per la preséncia de grups
electrodonadors localitzats preferentment en les posicions orto i para de I'anell fendlic.
Per al contrari la preséncia de grups electronatreients dificulta la formacié del radical per
disminucio de la densitat electronica en el punt critic de I'enllag O-H.

Aquest resultat ha estat corroborat per altres investigadors amb posterioritat a aquest
estudi [5].

Els derivats fenolics inhibeixen a la COX a través d’'un mecanisme antioxidant de

neutralitzacio radicalaria. Els compostos amb major activitat antiiinflamatoria presenten
una major facilitat de formacié del radical fendxid i aquest és més estable en
comparacié amb el corresponent radical dels derivats menys actius. La facilitat de
formacié del radical fenoxid i la seva posterior estabilitat poden quantificar-se

respectivament a través dels parametres termodinamics entalpia de reaccié (AH;) i

entalpia de formacié (AHc) ambdds parametres correlacionen amb les activitats
antiinflamatories dels compostos estudiats, podent relacionar les activitats
antiinflamatories in vitro expressades com Isy dels derivats fendlics d’acord amb
’'equacio:

log 1/Iso = —0.631 AH, (£0.12) + 14.05 (+3.07)

n=15, r=0.950, s=0.242, F=121.53
Amb posterioritat a aquesta conclusié, altres autors [6] 'han aplicada a I'estudi de la
citoxicitat dels radicals dels derivats de I'eugenol, amb resultats molt coherents amb els
nostres.

Aquest procés seria consistent amb els resultats de modelitzacié molecular obtinguts

per la unié dels derivats fenodlics amb la COX2 humana, on el grup fendlic es localitzaria
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en un locus polar interaccionant per donacié d’un hidrogen amb la Ser®*° o la His*",sent

també possible amb I'oxigen carbonil de la Phe®®. Els compostos actius presenten una
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extensa area hidrofobica localitzada sobre I'anell aromatic que encaixaria amb una
cavitat formada per residus apolars de Leu®? Phe'®, Phe®' i Phe®. Fet que
corroboraria la relacié quantitativa entre el ClogP i la inhibicio de la COX-2 per una bona
accessibilitat al locus d’'unio.

Els derivats DTBP tenen capacitat dual per inhibir als enzims COX i 5-LOX amb un

mecanisme antioxidant de formacié del radical di-tert-butil-fenoxid. La facilitat de
formacié d’aquest radical depén de la distribucié de carrega electronica en I'anell fenolic
preferentment en les posicions meta i oxigen fenolic, aquesta distribucié electronica en
combinacié amb un parametre de lipofilia ClogP correlaciona amb l'activitat COX segons

I'equacio:

pICso(COX) = —1.11 Qt (£0.29) + 0.37 (20.07) CLogP + 3.02 (£0.32)
n=14 r=0.919 s=0.405 F=29.81

A més el radical di-tert-butil-fenoxidformat inhibiria a la 5-LOX amb un procés de
reducci6 de I'atom de Ferro del centre catalitic de I'enzim d’estat férric a ferros.
L’energia d’interaccié amb I'atom de ferro en estat férric obtinguda a partir del programa
GRID és un parametre QSAR que permet relacionar-la amb I'activitat antiinflamatoria in
vitro expressada com concentracié de farmac que redueix en un 50 % [l'activitat de la

5-LOX d’acord amb 'equacio:

pICso(LOX)=—0.13 (+0.02) Fe3" + 2.79 (+0.34)
n=14 r=0.907 s=0.440 F=55.88

Aquestes dues equacions podrien explicar la dualitat dels derivats del DTBP per inhibir

els enzims COX/5-LOX a través d’'un mecanisme antioxidant.

[1] Malkowski, M.G., Ginell, S., Smith, W.L. i Garavitio,R.M. The X-ray crystal structure of
prostaglandin endoperoxide H synthase-1 complexed with arachidonic acid. Science, 289,
1933-1937 (2000).

[2] Zoete, V., Maglia, F., Rougée, M., i Bensasson, R.V. Mechanism of action in a 4,5-

diarylpyrrole series of selective cyclo-oxygenase-2 inhibitors. Free Radical biology &
Medicine, 28, 1638-1641 (2000).

203




5 Conclusions

[3] Marnett, L.J. Recent developments in cyclooxygenase inhibition. Prostaglandins & other
Lipid Mediators, 68-69, 153-164 (2002).

[4] So, O.Y., Scarafia, L.E., Mak, A.Y., Callan, O.H., Swinney, D.C. The dynamics of
prostaglandin-H synthases. J. Biol. Chem., 273, 5801-5807 (1998).

[5] Vaz, r.J., Edwards, M., Shen, J., Pearlstein, R.i Kominos, D. Use of electron densities in
comparative molecular field analysis (CoMFA): O-H bond dissociation energies in Phenols.
Int. J. Quantum. Chemistry, 75, 187-195 (1999).

[6] Fuisawa, S., Atsumi, T., Kadoma, Y. i Sakagami, H. Antioxidant and prooxidant action of
eugenol-related compounds and their cytotoxicity. Toxicology, 177, 39-54 (2002).

204




