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Resumen -- Este estudio tuvo como objetivo evaluar
mediante herramientas in silico el potencial inhibidor de
la enzima Dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-1V) de los
derivados del &cido cafeico. El acido cafeico es un
compuesto  orgdnico  clasificado como  4cido
hidroxicinamico, se puede encontrar en una variedad de
bebidas, como café preparado, en frutas, hierbas y
especias. En primer lugar, se predijo la biotransformacién
metabolica del &cido cafeico mediante el servidor web
Way2Drug y, a continuacion, se determino el
acoplamiento molecular mediante el programa AutoDock
Vina. Los resultados mostraron que la O-glucuronidacion
y la O-sulfatacion fueron las principales reacciones
encontradas y pertenecen a la fase Il del metabolismo.
Segin el analisis in silico, el acido cafeico 3-O-
glucurénido y el acido cafeico 4-O-glucurénido fueron
los principales derivados del acido cafeico que exhibieron
las energias libres de afinidad mas altas con la enzima
DPP-1V (-8.0 y -8.1 kcal/mol, respectivamente) en
comparacion con los metabolitos sulfatados. Este estudio
allana el camino para identificar los metabolitos
glucuronizados del acido cafeico como inhibidores
potenciales de la DPP-1V, una enzima con un papel
importante en el metabolismo de la glucosa.

Palabras Clave: Derivados del acido cafeico, inhibicion
enzimatica, ensayos in silico, acoplamiento molecular.

Abstract -- This study aimed to evaluate by in silico tools
the Dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-1V) enzyme inhibitory
potential of caffeic acid derivatives. Caffeic acid is an
organic compound classified as a hydroxycinnamic acid,
it can be found in a variety of beverages, as brewed
coffee, in fruits, herbs and spices. First, the metabolic
biotransformation of caffeic acid was predicted using the
Way2Drug web server, then, molecular docking was
determined by the AutoDock Vina program. Results
showed that O-glucuronidation and O-sulfation were the
main reactions found and belong to phase Il metabolism.
According to the in silico

analysis, caffeic acid 3-O-glucuronide and caffeic acid 4-
O-glucuronide were the main caffeic acid derivates that
exhibited the highest binding free energies with the DPP-
IV enzyme (-8.0 and

-8.1 kcal/mol, respectively) as compared to sulfated
metabolites. This study paves the way to identify the
glucuronidated metabolites of caffeic acid as potential
inhibitors of the DPP-IV, an enzyme with a major role
in glucose metabolism.

Key words — Caffeic acid derivatives, enzyme inhibition,
in silico assays, molecular docking.

INTRODUCCION

Dipeptidil peptidasa 4 (DPP-IV) es una glicoproteina
integral de membrana con actividad proteasa. La funcion
principal de esta proteina es degradar moléculas
bioactivas, como el péptido similar al glucagén-1 (GLP-
1), para generar un rapido aumento posprandial de la
glucosa en sangre en personas con diabetes tipo 2 [1].
Los inhibidores de DPP-IV permiten que el GLP-1 se
acumule y permanezca mas tiempo en el cuerpo,
estimulando la secrecién de insulina y reduciendo la
glucosa en sangre posprandial. [2]. Interesantemente,
bayas y citricos [3], legumbres [4], sorgo [5, 6], y colza
[7] contienen inhibidores naturales de la enzima DPP-IV,
como compuestos fendlicos. Entre los principales grupos
fendlicos, los &cidos hidroxicindmicos (AHC), como el
acido cafeico, presentan hasta el 70 % del AHC total y se
encuentran en altas concentraciones en arandanos, kiwis,
cerezas y manzanas, bebidas de café, posos de café y
también se sintetizan mediante la fermentacién de aguas
residuales del maiz [8-11]. Algunos estudios informan
que el &cido cafeico es un posible inhibidor de la enzima
DPP-1V [12, 13], pero la absorcién y biodisponibilidad de
estos compuestos fendlicos (y otros 4&cidos
hidroxicinamicos) dependen principalmente de sus
reacciones metabdlicas realizadas
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en el intestino delgado, por lo que el metabolismo
fendlico de fase | y Il puede disminuir o aumentar su
actividad biol6gica [14, 15].

El acoplamiento molecular es un método que predice la
orientacion favorecida de un ligando contra un receptor
(proteina) para formar un complejo estable. Este método
juega un papel esencial en el descubrimiento de farmacos,
ya que considera las interacciones electrostaticas, las
fuerzas de van der Waals, las interacciones de Coulomb
y la formacion de enlaces de hidrégeno para predecir la
fuerza del enlace o la afinidad de unién en la interaccion
ligando-receptor. [16, 17]. La falta de informacion sobre
el potencial inhibidor de DPP-1V de los derivados del
acido cafeico abre una oportunidad para el uso de
herramientas bioinformaticas que permitan predecir los
principales derivados y su capacidad para interactuar con
esta enzima. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo
evaluar mediante herramientas in silico el potencial
inhibidor de DPP-IV de los derivados del &cido cafeico.

DESARROLLO

Moléculas SMILES y prediccién de atomos reactivos
Para dilucidar las posibles reacciones de transformacion
metabdlica del acido cafeico y sus potenciales derivados,
primero se obtuvieron las estructuras de los compuestos
utilizando la base de datos Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), y sus codigos
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System)
(Tabla 1) se utilizaron para la prediccién de atomos
reactivos de &cido cafeico mediante el servicio web
gratuito Way2Drug  (http://www.way2drug.com/ra/)
[18].

Way2drug calcula dos probabilidades independientes: la
probabilidad de actividad (Pa) y la probabilidad de
inactividad (Pi). La diferencia de probabilidades (AP) >
0.5 [19] se utiliz6 para dilucidar la posible via de
biotransformacion del acido cafeico. Luego se obtuvo la
visualizacién de los 4&tomos reactivos con el servidor web
xenosite. (https://swami.wustl.edu/xenosite).

Tabla 1. Cédigos SMILES del acido cafeico y sus metabolitos.

Compuestos SMILES
fenodlicos

Acido cafeico | C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0)0

Acido cafeico | C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0C2C(C

3-0- (C(C(02)C(=0)0)0)0)0)0

glucurdnido

Acido cafeico | C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0)0C2C
4-O- (C(C(C(02)C(=0)0)0)0)0

glucurdnido

Acido cafeico | C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0S(=0)(
3-O-sulfato =0)0)0

Acido cafeico | C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0)0S(=
4-O-sulfato 0)(=0)0

Sitagliptina | CLCN2C(=NN=C2C(F)(F)F)CN1C(=0)
(control) CC(CC3=CC(=C(C=C3F)F)F)N

Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular se utilizé6 para evaluar la
interaccion de los derivados del acido cafeico (ligandos)
y la enzima DPP-1V (receptor). Antes del ensayo, se
disminuyd la energia de los ligandos mediante el software
Avogadro v1.2.0. Luego, se realiz6 la preparacion de
cristales de enzima DPP-1V (PDB 4N8D) con el software
AutoDockTools v1.5.6; Se eliminaron las moléculas de
agua y se agregaron las cargas de Kollman. El cristal de
proteina (PDB 4N8D) tiene un sitio de union a ligando en
los residuos Argl25, Glu205, Glu206, Ser209, Phe357,
Arg358, Tyr547, Ser630, Tyr631, Tyr662 y Tyr666 [20],
y la grid box se ajust6 al sitio de unién de la enzima. La
energia libre de afinidad (AG) se calcul6 para cada
interaccion ligando-receptor; los valores negativos de AG
representaron una mayor afinidad. Las imagenes 2D se
tomaron de Discovery Studio v21.1.0.

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS
Reaccidn metabdlica del &cido cafeico

En la Figura 1a se muestra la evaluacion in silico del
metabolismo del 4cido cafeico extraida de la plataforma
Way2Drug. Segun la plataforma Way2Drug, la O-
glucuronidacion (AP = 0.73) y la O-sulfatacion (AP =
0.64) fueron la principal via de biotransformacion del
acido cafeico en los atomos 12 y 13 (Figura 1b). El &cido
cafeico 3-O-glucurénido, el 4&cido cafeico 4-O-
glucurénido, el acido cafeico 3-O-sulfato y el &cido
cafeico 4-O-sulfato fueron los principales derivados del
acido cafeico propuestos (Figura 2) y se consideran
productos obtenidos de la fase Il del metabolismo. Las
reacciones metabdlicas de fase 11 O-glucuronidaciény O-
sulfatacion pueden desarrollarse en los enterocitos
mediante las enzimas uridina-5'-difosfato-
glucuronosiltransferasa  (UGT) vy  sulfotransferasa
(SULT), respectivamente [15].

a b

Reaction AP*

O-glucuronidation 0.73

O-sulfation 0.64

Methylation 0.46

Hydrogenation 0.41

Glutathionation 0.33

Glycination 0.33 |
C-oxidation 0.09 9
Epoxidation 0.00

*AP (Pa - Pi) 0.0

Figura 1. Atomos reactivos. (a) Tipos de reacciones de
acido cafeico obtenidas por el servidor web Way2Drug
(http://www.way2drug.com/ra/); (b) Sitios de atomos
reactivos predichos por XenoSite
(https://swami.edu/xenosite), la escala va del azul al
rojo, donde el rojo es el que tiene mayor probabilidad
de reaccidn.
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Figura 2. Derivados metabdlicos del acido cafeico.

Se informd que el &cido cafeico 3-O-glucurénido vy el
&cido cafeico 4-O-glucurénido del extracto de hoja de
Stauntonia hexaphylla se encontraron en plasma de ratas
después de la administracion oral de &cidos clorogénico,
criptoclorogénico y neoclorogénico [21]. Segun los
autores, estos acidos clorogénicos podrian transformarse
en acido cafeico y, posteriormente, en compuestos
glucuronidados. Ademas, un estudio relacionado con
biomarcadores en el consumo de café reporté la presencia
en plasma principalmente de acido cafeico 3-O-sulfato y
trazas de acido cafeico 4-O-sulfato [22], posiblemente
debido a las transformaciones en el intestino delgado de
los acidos clorogénicos del café 1h después de su
consumo.

Acoplamiento Molecular

Los residuos de aminodcidos de conservacion de la
enzima DPP-IV humana Glu205, Glu206 y Tyr547
desempefian un papel esencial en la actividad enzimética
[23-25].

Se utilizd un ensayo de acoplamiento molecular para
investigar la afinidad de unién del &cido cafeico y sus
metabolitos con la enzima DPP-IV (Tabla 2). La Figura 3
muestra la interaccién entre el acido cafeico y sus
metabolitos con la enzima DPP-IV.

El &cido cafeico 4-O-glucurénido (Figura 3) y el acido
cafeico 3-O-glucuronido fueron los metabolitos que
presentaron la mejor energia libre de afinidad con -8.1 y
-8.0  kcal/mol,  respectivamente, 'y  mostraron
interacciones de enlaces de hidrégeno con los residuos de
aminoacidos del sitio de unién-proteina Glu205, Glu205
y Tyr 547 (Tabla 2), excepto el &cido cafeico 4-O-
glucurénido, que interactta con Glu205 mediante fuerzas
de van der Walls (Figura 3). Sitagliptina (control), un
farmaco utilizado para el control de DPP-IV en sujetos
con diabetes tipo 2 [26], presentd una energia libre de
afinidad ligeramente mayor que el é&cido cafeico
glucuronidado; la sitagliptina interactia s6lo con el
residuo Tyr547 mediante un enlace de hidrogeno (Tabla
2). Estos resultados sugieren la importancia de Tyr547 en
la actividad catalitica de DPP-1V sobre Glu205 y Glu206.
Se estudiaron diferentes acidos fenolicos y flavonoides
como inhibidores de la DPP-1V, con un rango de energia
libre de afinidad entre -5.7 y -9.3 kcal/mol. Estos
resultados estan relacionados con el nimero de
interacciones de cada compuesto fenélico estudiado con
la enzima, el nimero de interacciones y las interacciones
polares con los residuos Glu205, Glu206 y Tyr547 [27—
29].

Tabla 2. Energias libres de afinidad del 4cido cafeico y sus derivados con la enzima DPP-IV.

Compuestos Energia libre Tipo de
fendli de afinidad interacciones* Interacciones de tipo puente de hidrégeno?
endlicos
(kcal/mol)

Acido cafeico -6.2 3 Glu205, Glu206, Tyr631.
Acido cafeico 3- -8.0 3 Glu205, Glu206, Tyr631, Tyr547, Tyr585, Tyr662, Tyr666.
O-glucurénido
Acido cafeico 4- -8.1 4 Glu206, Tyr547, Tyr631, Tyr6662, Tyr666, Asn710.
O-glucurénido
Acido cafeico 3- -6.6 7 Arg358, Tyr631, Tyr662, Arg669.
O-sulfato
Acido cafeico 4- -7.3 4 Glu205, Glu206, Ser209, Tyr631.
O-sulfato
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Figura 3. Interacciones del &cido cafeico y sus derivados: (a) acido cafeico 3-O-glucurénido, (b) acido cafeico 3-O-
sulfato, (c) &cido cafeico 4-O-glucurdnido, (d) &cido cafeico 4-O- sulfato, (¢) acido cafeico y (f) sitagliptina con enzima
DPP-IV.

CONCLUSIONES

Las herramientas bioinformaticas pueden predecir los
derivados metabdlicos del acido cafeico. Las formas
glucuronidadas de acido cafeico presentaron la mayor
energia libre de afinidad con DPP-1V, al igual que el
control de sitagliptina. Aunque se informa que Glu205 y
Glu206 son aminoacidos importantes en la actividad
catalitica de DPP-1V, la interaccion unida a hidroégeno de
los derivados del acido cafeico con el residuo Tyr547
podria ser el aminoacido con mayor impacto en la energia
libre de afinidad. Como futuras lineas de investigacion se
proponen la sintesis de los derivados glucuronizados del
&cido cafeico para la evaluacién in vitro del efecto
inhibidor contra la enzima DPP-IV como mecanismo de
control glucémico, asi como su analisis de toxicidad.
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