2 = b

OURNAL OF BASIC SCIENCES

N &S

Interacciones moleculares y propiedades fisicoquimicas de un complejo
Fenofibrato-Ciclopéptido: estudio tedrico

Ponce-Roman Oscar Daniel'", Dominguez-Chavez Jorge Guillermo?, Mendoza-Lépez Ma. Remedios?,
Mondragén-Vasquez Karina?, Garcia-Barradas Oscar?!

1Universidad Veracruzana, Instituto de Quimica Aplicada, Laboratorio de Sintesis Orgdnica, Luis Castelazo Ayala s/n,
Col. Industrial Animas, C.P. 91190, Xalapa, Veracruz, México.

2Universidad Veracruzana, Facultad de Bioandlisis-Veracruz, Laboratorio de Quimica y Biotecnologia, Iturbide s/n
Esquina Carmen Serddn, C.P. 91700, Veracruz, Veracruz, México.

*oscar.ponce.5@hotmail.es

Resumen

Se disefid un modelo tedrico que explica las interacciones moleculares y propiedades
fisicoquimicas de un complejo en coformacién de fenofibrato (FNB) y un ciclopéptido obtenido de
dicetopiperazinas (DKP2) de (L)-lisina y acido (L)-glutamico (FNB-DKP2), con la finalidad de
predecir una posible interaccion intermolecular farmaco-péptido para determinar la viabilidad de
la formacidon de un co-cristal farmacéutico y su solubilidad acuosa. Para ello se hizo uso del
software SPARTAN Wavefunction ’08, se calcularon las diversas estructuras hasta obtener un
modelo DFT B3LYP/6-31g*. Se analizaron las propiedades fisicoquimicas, asi como sus
interacciones moleculares en SPARTAN y SwissADME, encontrando que los puentes de hidrégeno
de FNB-DKP2 a priori son energéticamente mas estables que cuando FNB se encuentra en uno de
sus polimorfos. A su vez, se determinaron cudles propiedades se modifican cuando FNB esta
coformado con DKP2.
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Abstract

A theoretical model was designed to explain the molecular interactions and physicochemical
properties of a complex in coformation of fenofibrate (FNB) and a cyclopeptide obtained from
diketopiperazines (DKP2) of (L)-lysine and (L)-glutamic acid (FNB-DKP2), with the goal to predict a
possible drug-peptide intermolecular interaction and determine the feasibility of the formation of
a pharmaceutical co-crystal and its aqueous solubility. For this, the SPARTAN Wavefunction '08
software was used, the various structures were calculated until a DFT B3LYP/6-31g* model was
obtained. Physicochemical properties were analyzed, as well as their molecular interactions in
SPARTAN and SwissADME, finding that the hydrogen bonds of FNB-DKP2 are a priori energetically
more stable than when FNB is in one of its polymorphs. Simultaneously, the appropriate
properties that are modified when FNB is conformed with DKP2 were determined.
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1. Introduccion

Los Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFA) con problemas de solubilidad acuosa presentan un gran reto
para la industria y terapia, debido a que no cuentan con buenas propiedades biofarmacéuticas. Para
solucionar este problema, se han disefnado estrategias con el fin de mejorar la solubilidad de dichos
farmacos, tales como la co-cristalizacidon [1,2]. El fenofibrato (FNB) es un farmaco utilizado para el
tratamiento de dislipidemias, sin embargo, es practicamente insoluble en disoluciones acuosas, por lo que
su uso terapéutico esta limitado [3], en este sentido la co-cristalizacién del fenofibrato con coformadores
farmacoldgicamente inactivos es una alternativa eficaz para la mejora de sus propiedades
biofarmacéuticas [4,5,6].

Por otra parte, la quimica computacional ofrece grandes ventajas en el desarrollo de moléculas con
potencial uso farmacéutico, el empleo de programas de cdmputo facilita el trabajo de investigacién
denominado in sillico debido a la fiabilidad y eficacia de sus resultados en trabajos computacionales
relacionados con quimica farmacéutica tales como la creacién de nuevos principios activos [7,8] o en el
disefio de modelos que describan las interacciones moleculares entre coformadores e ingredientes
farmacéuticos activos, con el fin de ampliar el espectro de busqueda de éstos y no solo limitarse a disefios
experimentales fisicos [9,10,11].

Debido a que no se cuenta con herramientas predictivas sobre el posible comportamiento de complejos
farmaco-coformador, el presente estudio busca implementar un modelo computacional que explique y
describa las propiedades fisicoquimicas e interacciones moleculares de un nuevo coformador
ciclopeptidico en conjunto con el ingrediente farmacéutico activo fenofibrato, con el fin de encontrar una
alternativa tedrica a la busqueda de nuevos coformadores empleando estrategias computacionales.

2. Antecedentes

2.1. Ingredientes farmacéuticos activos

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud un ingrediente farmacéutico activo (IFA) se define
como cualquier sustancia o combinaciéon de sustancias utilizadas en un producto farmacéutico
determinado, destinado a proporcionar actividad farmacoldgica o para producir un efecto directo en el
diagndstico, cura, mitigacidn, tratamiento o prevencidén de una enfermedad o tener un efecto de
restauracién, correccion, o modificacion de funciones fisioldgicas en los seres humanos [12].

Los IFAs se presentan principalmente en estado sélido, esto debido a su bajo costo de produccidn, facil
manufactura, distribucion y almacenamiento, de igual forma, las ventajas de producir formas sélidas no
solo estdn limitadas a procesos industriales, sino que también resulta muy practica y poco invasiva en su
administracién a pacientes [13].

Sin embargo, muchos de los principios activos sélidos presentan propiedades fisicoquimicas poco
favorables para su absorcién o disolucién in vivo, esto genera que dichos IFAs carezcan de efectividad
farmacoldgica a bajas dosis, ya que gran parte del farmaco no logra llegar a su biofase, lo que obliga a los
farmacéuticos a formular medicamentos sdlidos con mayor cantidad de principio activo del que seria
necesario para producir efecto farmacoldgico si todo el fadrmaco pudiera llegar a su sitio de accién [1,2].
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2.2. Fenofibrato

El fenofibrato (FNB) (Fig. 1) es un IFA aprobado por la FDA para el manejo y tratamiento de hipertriglicemia
primaria y dislipidemias mixtas, por su mecanismo de accién, reduce las lipoproteinas de baja densidad,
triglicéridos y colesterol total, y a su vez aumenta las lipoproteinas de alta densidad. Pertenece al grupo
de los derivados del acido fibrico, por lo tanto, es un pro-farmaco que es metabolizado rdpidamente por
esterasas séricas, logra su efecto farmacolégico mediante la activacidon de PPARa [14].

o
cl 0 /l\
0

Fig. 1. Estructura quimica de Fenofibrato [15].

Sin embargo, segun el sistema de clasificaciéon biofarmacéutica (BCS), FNB forma parte de la clase Il, es
decir, que presenta una buena permeabilidad, pero muy baja solubilidad acuosa (0.1 mg/L) [16], esto lo
convierte en uno de los muchos principios activos con carencias biofarmacéuticas, ya que no puede
disolverse en el sitio de absorcidn, lo que provoca que solo una minima parte del farmaco administrado
pueda permear la membrana, llegando a circulacidn sistémica y asi, desarrollar su efecto farmacolégico
[17].

2.3. Co-cristales farmacéuticos

Dada la constante tarea de mejorar las propiedades biofarmacéuticas de IFAs carentes de éstas, los co-
cristales farmacéuticos representan una alternativa a priori para el mejoramiento de la solubilidad acuosa
de farmacos clase Il. Estos son definidos como sélidos multicomponentes unidos mediante interacciones
moleculares, estan formados por cantidades estequiométricas de un IFA y un coformador, la formacion
de este complejo en ocasiones genera un cambio favorable en las propiedades fisicoquimicas de IFAs con
problemas de solubilidad [3].

La eleccion del coformador depende de la capacidad potencial de no generar un efecto bioldgico notable
dentro del paciente, por lo que debe ser lo mas inocua posible, es por ello que se toma como referencia
la lista “GRAS” para la inclusidn de éstos en un co-cristal farmacéutico [18]. Otra caracteristica vital en la
eleccién de un coformador, es la capacidad de las moléculas de generar interacciones moleculares,
preferentemente puentes de hidrégeno, ya que la estabilidad del co-cristal depende en gran parte de
éstas [18], es por ello que se hace uso mayormente de moléculas con grupos funcionales amino, amida o
carboxilo, destacando moléculas como aminodcidos y péptidos [19].

2.4. Quimica computacional

También llamada quimica tedrica, se encarga del estudio de procesos quimicos usando equipo de
computo como herramienta principal, esta rama de la quimica realiza modelos moleculares
tridimensionales empleando conceptos matematicos basados en las leyes fundamentales de la fisica
clasica y mecdnica cudantica, de forma que puedan ser explicados y comprendidos conceptos como
propiedades fisicoquimicas y comportamiento de sistemas quimicos [20].
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El modelado estructural también puede ser Util para la prediccién de comportamientos y propiedades no
obtenidas experimentalmente apoyando a las investigaciones empiricas, de esta forma se consigue
reducir recursos de manera considerable, gracias a que el trabajo computacional consume muy pocos
recursos si se compara con una investigacion experimental [20].

Existen dos areas principales en las cuales se basa la investigacidén tedrica de la quimica: Mecanica
molecular y métodos de estructura electrdnica, ambas estdn destinadas al estudio de moléculas
enfocados en el desarrollo de conformaciones moleculares, geometrias estables, calculo de energias, etc.
[21]. Estan diferenciadas principalmente por el método madre empleado, en donde la mecanica molecular
toma como base las leyes de la fisica clasica, concibiendo a las moléculas como esferas unidas a través de
resortes [22], y los métodos de estructura electrdnica haciendo uso de conceptos cuanticos, tales como
la funcién de onda, la ecuacidn de Schrodinger, entre otros [23].

3. Metodologia experimental

3.1. Disefo del ciclopéptido coformador DKP2

Con el objetivo de obtener una molécula nueva para la coformacion con FNB, se planted la concepcién de
un péptido que pudiera ser sintetizado a partir de aminodcidos pertenecientes a la lista GRAS, por sus
caracteristicas funcionales asi como estructurales, se eligié a (L)-lisina y al acido (L)-glutamico como punto
de partida para disefiar la molécula objetivo, obteniendo en primer lugar una 2,5-dicetopiperazina con
cadenas laterales con terminacidn carboxilica y amina respectivamente, para después condensar dos
dicetopiperazinas mediante sus cadenas laterales, obteniendo asi el ciclopéptido deseado, dicha molécula
fue denominada DKP2 (Fig.2).

0
NH O
HN HN
e
NH NH
o HN
0

Fig. 2. Estructura molecular de DKP2.

3.2. Estudio quimio-informatico predictivo de FNB-DKP2

Se dibujaron ambas estructuras (FNB y DKP2) en ChemDraw, se obtuvo su cédigo SMILES y haciendo uso
de la plataforma predictiva SwissADME se realizd un estudio sobre las propiedades fisicoquimicas
relacionadas con la solubilidad acuosa. De la misma manera, fueron analizadas las moléculas de FNB y
DKP2 por separado.

3.3. Modelado molecular de FNB-DKP2
Los modelos moleculares de FNB y DKP2 se trabajaron de la misma manera, tratando a cada estructura
individualmente, es decir, en interfaces del software SPARTAN™ ‘08 separadas, se minimizaron las
energias de las moléculas con una busqueda de la geometria en equilibrio, posteriormente, se realizé el
primer cdlculo formal, empleando Mecdnica molecular con el campo de fuerza MMFF, en donde se realizd
http://revistas.ujat.mx/index.php/jobs ISSN: 2448-4997
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una busqueda de la conformacién de minima energia de cada molécula, una vez terminado, se procedio
a realizar de igual forma una busqueda conformacional ahora con métodos Semi-empiricos PM3,
terminado el cdlculo, los modelos se unificaron en una misma interfase, para asi ser concebidas como una
sola estructura (FNB-DKP2).

Al complejo que une a FNB y DKP2 (FNB-DKP2) se le realizd, nuevamente, una busqueda conformacional
con métodos de Mecanica molecular MMFF, seguido del mismo cdlculo ahora empleando métodos Semi-
empiricos PM3, posteriormente se llevé a cabo una busqueda de la geometria en equilibrio del complejo,
la cual consté de 3 pasos secuenciales, partiendo de un cdlculo Hartree-Fock 3-21g, seguido de Hartree-
Fock 6-31g* para finalmente obtener el modelo final con métodos de Funcionales de la densidad (DFT)
B3LYP/6-31g*, una vez obtenido el modelo, se analizaron las distancias de zonas con potencial generacion
de interacciones moleculares y se compararon con las interacciones moleculares generadas por
polimorfos de FNB descritos experimentalmente, se obtuvieron datos fisicoquimicos y mapas de
superficie.

4. Resultados experimentales

Los datos obtenidos de las predicciones de SwissADME de DKP2, FNB y FNB-DKP2 indican que DKP2
denota una tendencia a ser una molécula altamente hidrofilica ya que su valor de Log P medio obtenido
resultd de -1.34 (Tabla 1) que, para efectos de un coformador farmacéutico, resulta favorable, debido a
gue éstos no deben de generar una actividad biolégica notable, y al ser una molécula con propiedades
lipofdbicas tendria poca oportunidad de permear alguna membrana celular y asi, llegar a circulacién
sistémica, aunado a esto, su hidrofilicidad permitiria su eliminacién de forma rapida del organismo
[24,25].

Tabla 1. Valores de Log P para DKP2.

Log P DKP2
Log Po/w (iLOGP) 1.58
Log Posw (XLOGP3) -1.58
Log Po/w (WLOGP) -4.18
Log Po/w (MLOGP) -1.68
Log Pojw (SILICOS-IT) -0.84
Media Log Po/w -1.34

De igual manera, otros valores de interés obtenidos por la prediccién indican que DKP2 efectivamente no
mostraria una buena absorcidn gastrointestinal, no lograria permear la barrera hematoencefalica y a su
vez, seria sustrato de la glicoproteina-P, por lo que no llegaria a provocar citotoxicidad en caso de que una
fraccion del coformador llegara a permear alguna célula, asi mismo, los resultados muestran que no
formaria parte de los xenobidticos inhibidores de CYP450 [26].

Por otra parte, haciendo una comparacién de los hexagonos de propiedades (Fig. 3) obtenidos de FNB y
FNB-DKP2 [27] se observa que la polaridad de FNB se ve altamente incrementada cuando esta coformado
con DKP2, aunque a simple vista parezca que dicho valor sobrepasa los limites permitidos, los efectos de
la polaridad del complejo Unicamente tendran significancia en el sitio de disolucidn, una vez el FNB-DKP2
se haya disuelto, por efectos de la alta polaridad presentada, FNB habra quedado libre para su eficiente
absorcidén [28].

http://revistas.ujat.mx/index.php/jobs ISSN: 2448-4997



Journal of Basic Sciences, Vol. 8 (23), pp. 1-10, mayo-agosto 2022

(TR
"L JOURNAL

OF BASIC SCIENCES
EEEEtT LN TS Pam

Fig. 3. De izquierda a derecha: Hexagonos de competencia de FNB y FNB-DKP2 respectivamente.

Asi mismo, como se muestra en la Tabla 2, los resultados de Log P [26] denotan una notable y favorable
disminucién en FNB-DKP2 si se compara con FNB, esto debido a que la media resultante de FNB-DKP2 es
significativamente menor al valor dado por FNB, lo que se traduce en una reduccién de la caracteristica
apolar del farmaco sin coformar, esto muestra que el complejo coformado lograria a priori ser mas soluble
en sistemas acuosos [16].

Tabla 2. Valores de Log P para FNB y FNB-DKP2.

Log P FNB FNB-DKP2

Log Posw (iLOGP) 3.64 5.33
Log Posw (XLOGP3) 5.17 3.60
Log Pojw (WLOGP) 4.68 0.50
Log Po/w (MLOGP) 3.54 0.05
Log Pojw (SILICOS-IT) 4.95 -0.84
Media Log Po/w 4.40 1.73

En el modelado molecular DFT de FNB-DKP2 (Fig. 4) se puede observar la conformacién y geometria
generada por los calculos realizados, destacando la generacién de un puente de hidrégeno, formado a
partir del carbonilo difenilcetdnico de FNB y un grupo amida de DKP2, asi como dos zonas de potencial
interaccion dada las distancias a las que se encuentran FNB de DKP2.

Fig. 4. Modelo de FNB-DKP2 en DFT B3LYP/6-31g*.

La interaccidon molecular principal (Fig. 5) de FNB-DKP2 es, en efecto, el puente de hidrégeno generado
por el carbonilo de la difenilcetona de FNB y una amida no dicetopiperazinica de DKP2 (PH1), seguida por
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una interaccién molecular sp2 o puente de hidrégeno m generado por un carbono aromatico de la
difenilcetona de FNB y un carbonilo amidico dicetopiperazinico (PH2), de la misma manera que PH2, se

generd la interaccion final (PH3).
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Fig. 5. Representacidn de las interacciones moleculares generadas por FNB-DKP2.

Comparando con datos experimentales para un sistema de FNB, se encontré que las interacciones
moleculares del polimorfo 2 (PM2) de FNB (Fig. 6 y Fig. 7) resultaron altamente similares a las presentadas
en FNB-DKP2, dicho arreglo cristalino de FNB genera interacciones moleculares sp2 en dos zonas
equivalentes a las del complejo (PH1 y PH2), ambos puentes de hidrogeno m de PM2 estan conformados
por el carbonilo difenilceténico y un carbono aromatico del anillo medio de FNB, aunado a esto, la
superficie de Hirshfeld [29] de PM2 muestra resaltadas zonas en donde FNB-DKP2 genera potenciales
interacciones moleculares.

Fig. 6. Representacion 3D de las interacciones moleculares y superficie de Hirshfeld de PM2 de FNB.

mo%kol\
YOW‘XOG

Fig. 7. Representacion 2D de las interacciones moleculares de PM2 de FNB.

Las distancias obtenidas tanto de FNB-DKP2 como de PM2 de FNB (Tabla 3) reafirman la similitud existente
entre ellas, y en el caso de la interaccion PH1 se muestra incluso energéticamente mas estable que la
presentada en PM2, esto debido tanto a las distancias encontradas asi como a los atomos involucrados
en la interaccidn, en el caso de PM2 el donador del puente de hidrégeno m es un carbono aromatico, y
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para PH1 de FNB-DKP2 el donador de dicha interaccién es un nitrégeno, el cual aportara mayor densidad
electrdnica para la formalizacion del enlace [30], a su vez, la formacion de una tercera interaccién en FNB-
DKP2 le haria gozar de mayor estabilidad a dicho complejo (Fig. 8).

Tabla 3. Geometria de los puentes de hidrogeno de PM2 y FNB-DKP2 equivalentes.

D-H---A d(D-H), A | d(H--A),A | d(D-A),A ' D-H-A, Angulo

C-H---O (PM2) 1.080 2.483 3.318 133.14
N-H---O (PH1) 1.017 2.058 3.064 169.66
C-H---O (PH2) 1.083 2.534 3.273 124.65

0
CIO%OJ\ LY Lok
O H H
L H

Fig. 8. Comparacion de las interacciones moleculares de PM2 (a) y FNB-DKP2 (b).

Por ultimo, con el fin de conocer a priori el comportamiento de FNB-DKP2 en soluciones acuosas, se
obtuvieron datos tedricos del momento dipolary calor de disolucién en agua usando como base el modelo
DFT (Tabla 4), dando como resultado que FNB-DKP2 efectivamente modifica ambas propiedades siendo
un sistema con un comportamiento hidrofilico comparado con los datos de FNB, ya que al tener un
momento dipolar mayor, éste tendrd oportunidad de generar dipolos favorables para la interaccién
intermolecular con moléculas polares, como las del agua, y al tener un calor de disolucion menor, el
complejo daria lugar a formas en disolucién menos energéticas y por ende mas estables con moléculas
de agua [31,32].

Tabla 4. Valores de Momento dipolar y calor de disolucion de FNB y FNB-DKP2.

Molécula 1] AHd (kcal/mol)
FNB 4.23 -3.8334
FNB-DKP2 7.95 -62.5633

5. Conclusiones
Los resultados tedricos indican que DKP2 podria ser empleado para coformar a FNB en un potencial co-

cristal farmacéutico, esto debido a que a priori se trata de una sustancia constituida por aminoacidos
naturales cuya actividad es conocida. La incorporacién de estos aminoacidos en el péptido propuesto
permite obtener una molécula que puede ser hidrolizada a sus componentes originales, los cuales pueden
posteriormente ser metabolizados y eliminados por el organismo. En teoria, el péptido ciclico posee
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propiedades fisicoquimicas apropiadas para facilitar la disolucién de sustancias con las que interacciona,
tal es el caso de FNB, dénde se observan interacciones moleculares favorables, similares a las que FNB
presenta en su forma pura cristalizada (PM2). Estos resultados sugieren una mejora en la solubilidad de
FNB, lo cual debera ser demostrado experimentalmente. Dado que DKP2 es una molécula nueva, deberan
realizarse ademas pruebas de toxicidad que evallen su seguridad y permitan el desarrollo de una nueva
fase farmacéutica para mejorar la solubilidad de FNB.
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