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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccion: en general, el orégano es una planta medicinal usada en los pueblos
Recibido: 30 de junio de 2022 de la costa Caribe colombiana para tratar afecciones del aparato respiratorio y el
Evaluado: 08 de marzo de 2023 oido externo debido a su potencial efecto antiinflamatorio, analgésico y antiséptico;
Aceptado: 14 de marzo de 2023 sin embargo, esto no se ha validado mediante ensayos clinicos. Objetivo: realizar
un cribado virtual basado en el acoplamiento molecular de metabolitos secundarios
Palabras clave (DeCS): identificados en el Origanum vulgare y mejorana frente al receptor Nav1.7 para eva-
Origanum, otolaringologia, canal de luar el potencial efecto anestésico a nivel del oido externo. Método: el presente es un
sodio activado por voltaje NAV1.7, estudio in silico con un enfoque de cribado virtual por acoplamiento molecular, para
acido clorogénico, luteolina, lo cual se usé el software AutoDock Vina y para las predicciones farmacocinéticas
apigenina.
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se uso la herramienta en linea SwissADME del Swiss Institute of Bioinformatics
(http://www.sib.swiss). Adicionalmente, se evalu6 la toxicidad in silico de las mo-
léculas utilizando el servidor GUSAR-Online. Resultados: de las 99 moléculas que
fueron evaluadas por acoplamiento molecular se evidencié que las mayores afinida-
des con respecto al canal Nav1.7 fueron el acido clorogénico, la rutina, la luteolina,
el luteosido y la apigenina, donde se presentaron energias de afinidad con el sitio de
unioén en el poro central del canal a valores entre -5,40 £ 0,00 a -5,57 £ 0,06 kcal/mol;
de estos, de acuerdo con el analisis ADMET y GUSAR, solo el acido clorogénico,
la luteolina y la apigenina son buenos candidatos potenciales para f&rmacos anesté-
sicos ya que cumplen con las cinco reglas de Lipinski. Conclusién: con base en los
estudios fitoquimicos de O. vulgare y mejorana que han reportado los metabolitos
secundarios presentes en los extractos de estas plantas, se evidencio en el presente
estudio in silico su acoplamiento al canal Nav1.7 expresado en la via neurosensitiva
del oido. Se demostré, ademas, que el &cido clorogénico, la luteolina y la apigenina
podrian ser potenciales farmacos anestésicos locales para las afecciones del oido.

ABSTRACT

Key words (MeSH):

Origanum, otolaryngology, NAV1.7
voltage-gated sodium channel,
chlorogenic acid, luteolin, apigenin.

Introduction: In general, oregano is a medicinal plant used in rural areas of the co-
lombian Caribbean coast to treat conditions of the respiratory system and external
ear due to its potential anti-inflammatory, analgesic and antiseptic effect, however,
it has not been validated through clinical trials. Objective: To carry out a virtual
screening based on molecular coupling of secondary metabolites identified in Ori-
ganum vulgare and marjoram against the Nav1.7 receptor to evaluate the potential
anesthetic effect at the level of the external ear. Method: This is an in-silico study
with a virtual molecular docking screening approach, for which the AutoDock Vina
software was used and the Swiss Institute of Bioinformatics (http://www.sib.swiss)
online tool SwissADME was used for pharmacokinetic predictions. Additionally,
the in-silico toxicity of the molecules was evaluated using the GUSAR-Online ser-
ver. Results: Of the 99 molecules that were evaluated by molecular coupling, it was
shown that the highest affinities with respect to the Nav1.7 channel were chlorogenic
acid, rutin, luteolin, luteoside and apigenin, where affinity energies were presented
with the binding site in the central pore of the channel at values between -5.40 +
0.00 to -5.57 + 0.06 kcal/mol, which according to the ADMET and GUSAR analy-
sis, only chlorogenic acid, luteolin and apigenin are good potential candidates for
anesthetic drugs complying with the 5 rules of Lipinsky. Conclusion: Based on the
phytochemical studies of O. vulgare and marjoram that have reported the secondary
metabolites present in the extracts of these plants, their coupling to the Nav1.7 chan-
nel expressed in the neurosensory pathway of the ear was evidenced in this in-silico
study. It was also shown that chlorogenic acid, luteolin and apigenin could be poten-
tial local anesthetic drugs for ear conditions.

todolégicamente estructurados que respalden su uso en los

Introduccion diferentes escenarios (1).

En nuestra region, el uso de plantas medicinales continta
siendo una tradicion y una opcion terapéutica considerada
por muchos de nuestros pacientes y familiares, incluso por
encima de la medicina alopatica. Esto esta dado, tal vez, por
la facil adquisicion de estas, su bajo costo y la creencia en
la poblacion de ser inocuas. Incluso la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) se ha pronunciado respecto a este
tema y ha manifestado que el uso de las plantas medicina-
les constituye una terapia natural, con menos probabilidades
de toxicidad, efectivas y costo-efectivas; sin embargo, no se
encuentra en las bases de datos disponibles con estudios me-

En el area de la otorrinolaringologia, el uso de plantas
medicinales surge de tradiciones regionales y que han perma-
necido en la sociedad generacion tras generacion. Ejemplo
de esto es el manejo de las patologias del oido externo y
medio con el orégano y sus derivados. A pesar de que existen
reportes en los que se menciona la actividad antimicrobiana
y analgésica de algunas especies de estas plantas (2, 3), no
existen ensayos clinicos que demuestren su eficacia en es-
tas patologias. Unicamente contamos con estudios in vivo
que demuestran su efecto antiinflamatorio a nivel del oido en
modelos animales (4).
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A partir de esto, la implementacion de metodologias in
silico constituye en la actualidad una herramienta eficaz en
el descubrimiento y el disefio racional de farmacos que op-
timicen la busqueda de candidatos con mayor especificidad,
lo que aumenta las propuestas de moléculas prometedoras
con destino al tratamiento de alteraciones relacionadas con
diferentes 6rganos, incluyendo el oido. Incluso la audicién
humana se hace relevante debido a que la descripcion de
muchos mecanismos moleculares ain no esta totalmente es-
tablecida, por lo cual la busqueda de candidatos terapéuticos
de cualquier patologia es una perspectiva presente y futura
con el fin de cubrir alternativas para los pacientes.

Por ello, en este estudio se realizdo un abordaje sobre la
regulacion de la via neurosensorial a nivel molecular asociada
con el dolor, la cual est& dada por el bloqueo de los canales de
sodio dependientes de voltaje. Se ha reportado la expresion de
canales tipo Nav1.6 y Nav1.7 a nivel del oido como los blan-
cos farmacolégicos potenciales para la bisqueda de nuevos
anestésicos con mayor afinidad por estas dianas (5), lo que ha
conllevado el estudio de agentes anestésicos de fuentes natu-
rales como Origanum vulgare y majorana por ser las especies
mas predominantes en Colombia que se asocian con el uso de
medicina tradicional por las comunidades para aliviar dolores
e infecciones auditivas que nos permitan validar ese saber an-
cestral en el futuro.

Metodologia
Disefio del estudio

El presente es un estudio in silico con un enfoque de cribado
virtual por acoplamiento molecular de farmacos o fitoqui-
micos con propiedades adecuadas de similitud de fa&rmacos,
accesibilidad sintética, farmacocinéticas y toxicoldgicas.
Inicialmente, se realizd una busqueda de metabolitos
secundarios presentes en plantas del género Origanum (O.
vulgare y O. majorana). Para la seleccién de los principales
reportes se utilizaron términos clave como: O. vulgare AND
O. majorana AND metabolites AND LC-MS OR GC-MS.

Seleccion y preparacién de moléculas y proteinas

Las moléculas se descargaron de la base de datos de Pub-
Chem (6) y se identificaron mediante su c6digo CID (PubChem
Compound Identification). La minimizacion de las estructuras
se realizo utilizando el algoritmo de Open Babel tools y se
aplicaron los campos de fuerza MMFF94, usando gradientes
conjugados y un algoritmo de descenso mas pronunciado que
incluye 2000 pasos (7). Paralelamente, se empled la estruc-
tura proteica del canal Nav1.7 humano (cddigo protein data
bank [PDB]: 5EKO, resolucién de 3,53 A) (8). Previamente,
la estructura se refind a través de un modelo por homologia
utilizando el servidor en linea Swiss Model del Bioinforma-
tic Swiss Institute (https://swissmodel.expasy.org/) (9), con
lo que se obtuvo un nuevo modelo PDB. Posteriormente, se
identificaron los sitios de union de los ligandos teniendo en
cuenta estudios preliminares y la revision de literatura.

Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular sobre el canal Nav1.7 se llevo a
cabo por triplicado con AutoDock Vina (10). El espacio de
cuadricula central fue de x =-49.477 A, y=-25317A, z=
4540 A conx = 10,41 A, y=7,66 Ayz=11,31 A. Cada
acoplamiento molecular se simulé con una exhaustividad de
ocho y determinando 10 conformaciones, basado en la ener-
gia libre y desviacion de la media cuadratica (Root Mean
Square Deviation, RMSD) entre conformaciones. Los resul-
tados de la mejor conformacion se registraron en formato
pdbqt y luego se convirtieron en formato PDB. Se realizd
un promedio de energia libre con desviacion estandar y su
respectiva pose; asimismo, se analizaron las interacciones y
tipos de union del complejo diana-ligando mediante el visua-
lizador LigPlot+ version 2.2 (11).

Prediccién de propiedades in silico

La prediccion de farmacocinética y similitud de farmacos
para los metabolitos de mayor afinidad se realizé mediante
la herramienta en linea SwissSADME del Swiss Institute of
Bioinformatics (http://www.sib.swiss) (12). Se hizo el anali-
sis de algunos pardmetros farmacocinéticos como: inhibicién
sobre el citocromo P450 (CYP450), absorcion gastrointesti-
nal, permeabilidad de la barrera hematoencefalica, union a
las glicoproteinas P y constantes de permeabilidad Kp; asi
como de pardmetros de prediccion de similitud farmaco-
légica como las reglas de Lipinski y la biodisponibilidad.
Adicionalmente, se evalud la toxicidad in silico de las molé-
culas utilizando el servidor GUSAR-Online (13).

Consideraciones éticas

El presente estudio es in silico, es decir, es un trabajo des-
criptivo de tamizaje de moléculas con potencial actividad
farmacologica y, por tanto, se encuentra en la fase preclinica,
con lo cual no amerita estudios con seres humanos y no apli-
can las consideraciones éticas.

Resultados

De las 99 moléculas que fueron evaluadas por acoplamien-
to molecular, se evidencid que las mayores afinidades con
respecto al canal Navl.7 fueron acido clorogénico, rutina,
luteolina, luteosido y apigenina, en las cuales se presentaron
energias de afinidad con el sitio de union en el poro central
del canal a valores entre -5,40 + 0,00 a -5,57 + 0,06 kcal/
mol (Tabla 1y Figura 1). Se establecio que los residuos de
aminoacidos clave en la union fueron M 185, M220, Thr431,
L432 y Thr462, en los que se mostro la presencia de interac-
ciones de enlaces de hidrégeno e hidrofébicas.

De todos los metabolitos secundarios analizados me-
diante las predicciones ADME empleando SwissADME vy
GUSAR onling, solo el acido clorogénico, la luteolina y la
apigenina cumplieron con las cinco reglas de Lipinski para
ser candidatos a farmacos potenciales ya que demuestran
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Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular entre metabolitos secundarios identificados en O. vulgare y O. majorana frente al

receptor Nav1.7 expresado en la via neurosensitiva del oido

Ligando ST SETE Puentes de hidrégeno Interacciones hidrofobicas
(kcal/mol)
Acido clorogénico | -5,57+0,06 | Met185 (A), Thr217 (A), Met430 (B) :\f::ggo(é/;) ’LGg;?;l((c%)’ LB (), M2 (@), e @),
. ] Thr186 (A), Leu187 (A), lle221 (A), Met220 (A), Thr43l (B),
Rutina 5,58£0,12 | Met185 (A), Thr217 (A), Thr462 (B) | | o 1435 (), 11466 (B), Leus77 (C), Thro21 (B), Met955 (B)
Luteolina 5,50 £ 0,00 | Met185 (A), Thr217 (A), Met430 (B) | Thri86 (A), Met220 (A), Leu432 (B), Thr462 (B), Met465 (B)
Luteosido 5,43+0,06 | Metl85 (A), Thr217 (A), Thr676 (C) :Azrtissg ((/;))' ’:’I'gﬁéo(g;) L:ﬁé% ((8 LEWEs (), T (),
P F e - :\:Iee:(1325( é/;)' Met220 (A), Val216 (A), Leu432 (B), Thr462 (B),
Lidocaina 430500 |- (T;)ﬂ?ﬁrég)f (I[_)()au187 (A), Thr217 (A), Met220 (A), Leu432

A: Cadena A; B: Cadena B; C: Cadena C; D: Cadena D. Fuente: elaboracion propia de los autores.
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Figura 1. Interacciones representativas de moléculas presentes en O. vulgare y O. majorana contra el canal de sodio Nav1.7. [Nota: por

favor indicar la fuente de esta figura]

A. Acido clorogénico | B. Rutina | C. Luteolina | D. Luteosido | E. Apigenina | F. Lidocaina (anestésico local de referencia).

potencial de seguridad por determinar dosis tdxicas con can-
tidades que van desde los 897 mg/kg por via oral y de forma
aguda (Tabla 2).

Discusion
Durante mucho tiempo, las alternativas terapéuticas basadas
en la etnofarmacologia han llevado al estudio de productos

naturales promisorios contra diversas patologias subyacen-
tes. Dos de estas especies de plantas distribuidas en diversas
regiones del mundo corresponden a O. vulgare y O. majora-
na, las cuales muestran una variada actividad bioldgica en
torno a su potencial antimicrobiano, antioxidante, antiinfla-
matorio, sedante y anestésico (2, 14-17). El amplio reporte
de accidn sobre dianas bioldgicas esta establecido por la pre-
sencia de metabolitos pertenecientes a flavonoides, taninos,
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Tabla 2. Prediccién de propiedades ADMET y similaridad de metabolitos secundarios de O. vulgare y O. majorana

ADME Toxicidad Similaridad
Compuestos Log Kp Citocromo OAR (mg/ L Score de
AGL | BHE | POP | i) [ 1a2 | 2Ds | 34 | kg-OEcD | LTINS biodisponibilidad

Acido Baja | No No -8,76 No No No | 3097 (V) Si 0,11
clorogénico

Rutina Baja No Si -10,26 No No No 2953 (V) No 0,17
Luteolina Alta No No -6,25 Si Si Si 1684 (1V) Si 0,55
Luteosido Baja No Si -9,87 No No No 2004 (V) No 0,17
Apigenina Alta No No -5,80 Si Si Si 896.6 (1V) Si 0,55

AGI: Absorcion gastrointestinal; BHE: Barrera Hematoencefalica; OAR: Oral aguda en ratas; OECD: [falta el significado de la sigla]; V; IV:

[falta el significado de las siglas]. [Nota: falta la fuente de esta tabla]

glicosidos y terpenos, los cuales se resaltan por su presencia
en diferentes partes de las plantas.

En la identificacion de los compuestos de O. vulgare y
O. majorana se detectan moléculas bioactivas como &cido
clorogénico, apigenina, luteolina, carvacrol, timol, p-cime-
no, terpineol, luteolin-O-glucésido, y-terpineno, hesperetina,
quercetina, kaempferol, entre muchos compuestos (2, 15,
18). Adicionalmente, el uso tradicional de estas plantas ha
tenido aplicacidn a nivel ético en el tratamiento de molestias
como procesos inflamatorios a nivel de otitis media, tinni-
tus y dolor de oido, en los que suelen emplearse macerados
0 extractos mezclados con aceites vegetales para aliviar los
sintomas (19-21). Asimismo, algunos metabolitos, como el
carvacrol, se han probado en la respuesta inflamatoria y en
modelos de edema inducido en oido (22) y se ha vislumbrado
el papel del carvacrol y el timol en la inhibicién de microor-
ganismos vinculados en el desarrollo de otitis en animales
(23). Por otro lado, se ha establecido que extractos acuosos
de O. vulgare presentan actividad antinociceptiva, especifi-
camente como analgésico en modelos de ratas comparados
con controles expuestos a formalina. Adicionalmente, se
establece que la respuesta analgésica puede estar vincula-
da con la presencia de carvacrol, el cual reporta una accién
inhibitoria contra las prostaglandinas y una asociacién anti-
inflamatoria en un posible efecto hipernociceptivo (14).

Estudios realizados por Ghelardini y colaboradores in-
dicaron la actividad anestésica local de aceites esenciales
de O. majorana y Pimpinella anisum a nivel in vitro e in
vivo, describiendo que el a-terpineol y el anetol redujeron
las contracciones evocadas eléctricamente a nivel del nervio
frénico de rata a valores de 0,001-1 pg/mL (24). En otros
modelos de animales, como Rhamdia quelen, se ha evaluado
la capacidad anestésica de aceites esenciales de O. majora-
na, en los que se describe que a concentraciones >200 pLL"!
se producia el efecto anestésico, asi como se produjo una
disminucion de la pérdida ionica (Na*, K* y CI') cuando se
realizé la exposicion a los aceites esenciales (25). De los
metabolitos presentes en las plantas de Origanum spp. se
destaca que el &cido clorogénico es capaz de modular la ac-
tividad in vitro sobre la conductancia en los canales de K*'y
los canales i6nicos sensibles al acido (ASIC) presentes en
neuronas sensoriales primarias. Ademas, en estos estudios se

ha evidenciado que la administracion in vivo de &cido clo-
rogénico en modelos de ratas induce el control regulativo
sobre la excitabilidad neuronal del trigémino, al igual que se
demostrd una inhibicion en la descarga neuronal del nucleo
caudal del trigémino espinal, y que fue comparable por la
respuesta de anestésicos locales como la lidocaina, empleada
en el estudio (26).

De los resultados aqui reportados se destaca que cinco
metabolitos (acido clorogénico, rutina, luteolina, luteosido
y apigenina; -5,57, -5,53, -5,50, -5,43, -5,40 kcal/mol, res-
pectivamente) presentaron energia de afinidad menor a las
del referente lidocaina (-4,30 kcal/mol), como se destacd en
la Tabla 1; esto podria vislumbrar el posible mecanismo de
accion de estos compuestos presentes en el orégano que los
relaciona con el efecto analgésico y/o anestésico local, por el
cual la medicina popular los emplea para el alivio del dolor
de oido.

Conclusiones

Existe evidencia en la literatura sobre la actividad farmaco-
légica del O. vulgare y mejorana que, ademas, esta validada
en estudios in vitro desde patologias de interés en otorrino-
laringologia como las afecciones del oido externo. Desde
estudios fitoquimicos se han reportado metabolitos secun-
darios presentes en los extractos de esta planta, que en el
presente estudio in silico se acoplaron al canal Nav1.7 ex-
presado en la via neurosensitiva del oido. Se demostr6 que
el acido clorogénico, la luteolina y la apigenina podrian ser
potenciales farmacos anestésicos para el manejo de afeccio-
nes del oido.

Recomendaciones

Es menester avanzar hacia la prueba en modelos animales
de cada uno de estos compuestos, sobre todo el &cido clo-
rogénico, la luteolina y la apigenina, ya que en predicciones
ADMET vy de toxicidad, como se presentd en la Tabla 2,
también mostraron un buen perfil de drogabilidad; posterior-
mente, se podria llevarlos a estudios en humanos debido a
que son compuestos promisorios para el tratamiento del do-
lor en otorrinolaringologia.
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