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Resumen

La enfermedad renal tiene un alto impacto directo e indirecto en la mortalidad y
morbilidad tanto en México como en el mundo. Su origen es multifactorial, abarcando desde
el estilo de vida hasta las nefrotoxinas ambientales, tiene una estrecha relacion con otras
enfermedades crénico degenerativas y pasa inadvertida por el paciente hasta que llega a una
etapa avanzada. En México se reporta hasta el 2019 como la octava causa de muerte en
personas mayores a 65 afios, asi como en jovenes de 15 a 24 aios. El Instituto Mexicano del
Seguro Social reporta un total de 13 250 millones de pesos invertidos en los pacientes con
enfermedad renal, lo cual representa el 0.8% de los derechohabientes registrados. Estudios
anteriores'™3, han demostrado el efecto benéfico de la melatonina al ser coadministrada con
agentes nefrotdéxicos como el Pb, logrando disminuir la concentracidon de estas especies
quimicas en distintos érganos y tejidos. Este trabajo estudiard las posibles interacciones
formadas entre la citocina IL-18, que participa durante el proceso inflamatorio del dafio
renal, asi como algunas otras proteinas que intervienen en el proceso, con la melatonina y
sus metabolitos activos mediante un andlisis de acoplamiento molecular tanto
macromolécula-ligando como proteina-proteina. Los resultados muestran como los ligandos
tienen una buena tendencia a formar estructuras estables con las proteinas estudiadas, el
ligando 30HM muestra la mejor energia de afinidad con respecto a los restantes metabolitos
estudiados, por su parte se observd las interacciones formadas donde el ligando AFMK
mostré tener la mayor cantidad de interacciones no covalentes entre las cuales se
encuentran en mayor medida, interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno y en
algunos casos interacciones catidnicas. El estudio docking proteina-proteina mostré que la
adicién de un ligando a la citocina IL-18 modifica sus propiedades electrostaticas logrando
asi disminuir su afinidad por su receptor IL18Ra y modificando asi la estabilidad del dimero
consecuente para desencadenar las reacciones inflamatorias.
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Introduccion

Carga de la enfermedad renal

En la actualidad la adopcién de estilos de vida poco o nada saludables, asi como la
exposicidon a sustancias dafiinas relativas al trabajo o inclusive la edad misma provocan un
incremento en la incidencia de enfermedades crénico-degenerativas (ECD). Lo anterior,
representa un nuevo panorama de retos al pais, el aumento de la demanda de servicio
médicos y las repercusiones en la economia nacional y de los usuarios ya sean publicos o
privados de los servicios de salud.

La enfermedad renal crénica (ERC) representa un grave problema de salud publica
en México y el mundo. La ERC puede asociarse a, la diabetes mellitus y la hipertensién
arterial sistémica, asi como la exposicidn a téxicos. Estas enfermedades estdn entre las 10
principales causas de muerte en México®. La ERC tiene un origen multifactorial, esta
enfermedad renal es progresiva y la perdida de la funcidn renal poder ser total®.
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Figura 1. Tasa de defunciones registradas por insuficiencia renal por cada 10 000 habitantes. Tabla extraida de la pagina
del inegi* 2010-2019

El reporte de causas de muerte en México por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) reporta un total de 14 630 muertes para el 2019 asi como un constante
numero de defunciones a lo largo de los ultimos 9 anos (figura 1). Siendo la octava causa de
muerte en personas de 65 afios 0 mas, asi como de 15 a 24 afios. En México las entidades
con mayor numero de defunciones debido a la ERC son la Ciudad de México, Veracruz,
Puebla, Guerrero y Morelos®. El problema en su mayor parte es consecuencia de una
enfermedad renal aguda (ERA) mal atendida, la cual es la primera etapa dentro de un dafio
renal y se caracteriza por una disminucion brusca de la funcion renal o filtracion glomerular’.

Desafortunadamente la ERC no ha sido tomada con la rigurosidad necesaria en el
pais, teniendo como repercusion la falta de accesibilidad a servicios por parte de la
poblacién, ya sea con y sin seguridad social. Ademas, no se cuenta con un informe preciso
ya que el pais no cuenta con un registro centralizado en casos de padecimientos renales ni
tampoco que evalle una planeacién de acciones y recursos asi como un analisis de costos?.
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Etiologia de la nefrotoxicidad

En la actualidad la etiologia mas frecuente de la ERC en México es como consecuencia
secundaria de la diabetes y la hipertensidon. La evolucién de la enfermedad es lenta y
requiere de afios. Su evolucién es asintomatica, lo cual hace que los pacientes no se percaten
de ella hasta que alcanza niveles mortales, la etapa final conocida como enfermedad renal
cronica terminal (ERCT) se presenta cuando es necesaria la terapia de reemplazo renal, no
obstante el paciente tiene de 5 a 10 veces mas probabilidad de morir antes de alcanzar la
etapa terminal®.

Para preservar la vida de los pacientes es necesario hacer uso de las llamadas terapias
de soporte de vida, que incluye dialisis peritoneal, hemodidlisis, y el trasplante renal las
cuales han demostrado lograr alargar la vida del paciente, siendo el trasplante renal la de
mayor probabilidad de supervivencia (figura 2). De acuerdo a datos dados por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) estas terapias representaron el 15% de su gasto total
anual®, esto es aproximadamente 13 250 millones de pesos, dinero que se invirtié en sélo el
0.8 % de los derechohabientes .

Probabilidad de supervivencia
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—e— Didlisis peritoneal ~—e— Hemodidlisis Trasplante renal (supervivencia injerto)

Figura 2. Probabilidad de supervivencia para dialisis peritoneal, hemodialisis y trasplante renal. Tabla extraida de
Sanchez-Cedillo, et al5.

En el caso de la exposicién a sustancias toxicas (nefrotoxinas ambientales) como
metales pesados?, antibidticos, aines, etc. Actualmente, el estudio de los efectos téxicos en
el ser humano ha cobrado gran importancia debido a las grandes cantidades de estos
productos, generadas y desechadas como consecuencia de la actividad industrial o inclusive
la artesanal, la exposicidon a metales como el cadmio, el mercurio y principalmente el plomo
resultan de gran preocupacion debido a la fuerte asociacién entre estos y el daiio renal. El
plomo (Pb) se absorbe principalmente por ingesta e inhalacidon asi como en menor medida
a través de la piel, una vez dentro del organismo se une a proteinas del hematie vy es
distribuido a tejidos blandos y hueso, afecta por igual a reacciones enzimaticas en las que
interviene el calcio®. La excrecidn urinaria es la principal via de pérdida de Pb. En general no
existen tratamientos para disminuir los niveles de Pb en la sangre o para prevenir su
toxicidad.
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Un ejemplo de farmacos que provocan un dafio renal son los aminoglucdsidos,
siendo una familia de antibidticos ampliamente utilizados dada su actividad bactericida
contra organismos gram negativosi®. Dentro de los aminoglucdsidos encontramos la
neomicina, la tobramicina, la amikacina la netilmicina y la gentamicina. La nefrotoxicidad por
estos agentes terapéuticos tiene una alta incidencia en pacientes hospitalizados, consistente
en una lesion renal aguda debida a necrosis tubular aguda secundaria al uso de estos
compuestos®®.

El rifidn, es el drgano que tiene la mayor irrigaciéon sanguinea por gramo de tejido,
ademas es la principal via de eliminacién de farmacos. Lo que resulta en la acumulacion del
antibidtico en la corteza. El nimero de grupos amino catiénicos por cada molécula es
directamente proporcional a la nefrotoxicidad, siendo la gentamicina intermedia en cuanto
al dafio. Se ha identificado la megalina, una molécula que abunda en la regidn apical de las
células del tubulo proximal renal como una de las protagonistas en la fisiopatologia.

Asi entonces, podemos concluir que la enfermedad renal representa un gran
problema de salud en México al cual no se le ha dado la suficiente atencidn, siendo poco
regulada en cuanto a estadistica se refiere, asi como representar un alto impacto econémico
para el paciente o para el gobierno en el caso de contar con seguridad social. Sabemos que
su etiologia es multiple y que su desarrollo pasa inadvertido para los pacientes con ECD, las
terapias son costosas y de dificil acceso, siendo la Ultima instancia para salvaguardar la vida
y no existiendo un protocolo para la prevencion e inclusive su deteccién temprana, es por
ello que es de suma importancia disefiar y proponer un posible tratamiento para detener en
la medida de lo posible el dafio renal crénico y evitar el aumento continuo de este
padecimiento.
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Antecédentes

El nimero de pacientes con ERC va en aumento, los tratamientos son caros y son
solamente sintomatico. Ningln tratamiento actual previene o disminuye el avance del
padecimiento. Por ello es importante la investigacién enfocada a descubrir nuevos farmacos
que disminuyan el dafio renal agudo (AKI por sus siglas en inglés) y la evolucién a la
enfermedad renal crénica (también conocido como CKD). Una de las moléculas que han
tenido mas relevancia en este tema, es la melatonina. La melatonina ha demostrado
disminuir los efectos téxicos del plomo en el rifidnt%12,

En el estudio realizado en nuestro grupo se ha estudiado la distribucién de plomo en
animales cotratados con melatonina, Everardo et al’ se sometié a un grupo de ratas a
diferentes dosis de acetato de plomo, algunos de esos grupos se les coadministré melatonina
, durante 3 semanas. Los niveles de plomo se observan en la figura 3. Se puede observar que
para érganos como cerebro y el rifidn los niveles de Pb disminuyeron en comparacién con
aquellos donde no se les coadministro la melatonina esto para dosis de 15 y 20 mg/kg/dia
mientras que, en el tejido éseo, donde recordamos se llega a alojar el Pb de manera
peligrosa, ha también logrado disminuir su concentracion en las dosis previamente
indicadas, este resultado se repite para muestras de sangre, mientras que para las orina,
salida metabdlica principal para la eliminacién de Pb, ha logrado aumentar la concentracion
del metal para todas las dosis. Esto es un buen indicativo de la influencia que ejerce la
melatonina para ayudar a eliminar el Pb del cuerpo?.

Blood Bone Brain Dregs Kidney Liver Urine

pg/dl SE Hg/g SE nels SE 1glg SE regl'g SE ngls SE pg/dl SE
Control 211 0.08 0.16 0.06 0.01 0.00 0.71 0.16 013 0.03 0.07 0.02 0.88 0.44
Pb10 26,617 5.11 74.49° 23.66 0.57* 3.01 6.97° 0.99 46.18° 3.41 23.44° 1111 11.84° 4,07
Pb10 M 35.54° 548 94,987 4.72 0.54° 0.05 63.48" 0.87 67.36% 12.64 17.18° 2.32 16.93° 3.65
Pb15 35.30° 1.77 128.41° 4.61 0.93° 0.13 46.38° 1.36 62.93% 18.53 18.94° 3.89 14.39° 3.07
Pb15 M 26.83"° 6.27 70,06 2117 0.50"" 013 40.05° 12,67 51.81° 13.17 23,740 14,79 32,220 2,67
Pbh20 53.64° 10.88 130.08* 29.83 0.82° 0.24 65.12¢ 4.75 75.34° 135 42.60° 19.70 18.61° 17.28
Pb20 M 22.54" 5.01 49.42"° 19.51 0.61°" 0.19 47.18%° 9.28 4558°" 6.10 11712 6.28 46.09" 1.67

Figura 3. Niveles de plomo en diferentes muestras. Tabla extraida de Diaz et. al.®

En otro de nuestros trabajos que apoya los resultados obtenidos sobre el
comportamiento de la melatonina sobre los niveles del Pb, es el realizado por Karla et al*3.
En este trabajo un grupo de ratas a las cuales se les sometid a ciclos de luz obscuridad de
12/12 h y se les administro acetato de plomo en diferentes dosis, algunos de estos grupos
de manera conjunto se les coadministrd una dosis fija de melatonina para asi observar el
efecto de la neurohormona, de manera diaria durante 3 semanas?, posteriormente fueron
sacrificadas para obtener muestras de higado, rifdn y sangre. Los resultados obtenidos para
este experimento nos revelan detalles similares a los mencionados previamente, en este

caso podemos observar en la figura 4 como para las dosis altas de Pb la melatonina logré
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reducir la concentracién del metal en la sangre y en el rindn, donde recordemos son puntos
de interés para nuestro trabajo, como segundo punto, notamos que la melatonina a
concentraciones bajas de acetato de plomo no logro realizar el efecto reductor deseado y en
su caso se observa un ligero incremento en los niveles del metal, esto no obstante, no genera
un problema dado que lo que se busca es eliminar el Pb del organismo a altas
concentraciones, que es cuando genera un efecto negativo sobre el espécimen.

Condition  Blood Kidney Liver

png/dl  SE pg/e  SE Lg/s SE
Control 256 045 042 0.30 0.34 0.44
MEL 348 058 054 045 051 067
1 20.2* 0.1 210 1034 302* 7.2
IM 28.1° 06 303" 1061 21.2° 7.1
2 313 0.6 316° 943 288" 6.5
2M 19.4° 0.7 213 75.1 46.1* 109
3 432* 09 847 902.1 734 37.1
M 282" 0.5 265"  188.0 46.3* 233

Figura 4. Niveles de plomo en diferentes muestras. Tabla extraida de Hernandez-Plata et. al.?

Otro de los aspectos estudiados en este articulo fue el efecto de la administracion de
plomo y plomo melatonina en la expresién de las proteinas transportadoras de metales, las
cuales se ha demostrado tienen un papel importante en la absorcién, distribucion vy
excrecién del cadmio!**. Aqui es posible observar como una mayor expresion de la proteina
ZIP8 en higado a comparacién del rifidn, mientras que en aquellos experimentos donde se
coadministro la melatonina se observa una reduccién poco significativa de la expresion de
ZiP8. Mientras que la exposicidn al Pb redujo la expresidon de ZIP8 de manera no dependiente
de la dosis, y la melatonina altero de manera poco significativa los niveles.
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Figura 5. Efecto de la exposicion al Pb en la proteina ZIP8 en 6rganos de ratas. Graficas extraidas de Hernandez-Plata et.
al.?

Asi como la proteina acarreadora del metal zinc ZIP8, otra proteina importante en el
transporte del plomo es la transportadora de metales DMT1. Nuestro grupo ha estudiado
Tayde et al'3 abarca el estudio de la formacion de complejos de las proteinas transportadoras
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de metales con la melatonina'® MT y de manera conjunta son integrados los metabolitos
activos. Los metabolitos son parte importante a considerar en nuestro estudio, dado que el
tiempo de vida media de la MT en el organismo es relativamente corto, los metabolitos se
consideran importantes para la actividad bioldgica. Por lo que estudiamos los metabolitos
N1-acetil-N2-formil-5-metoxicianuramina (AFMK), N1-acetil-5-metoxicianuramina (AMK) y
la ciclo hidroximelatonina (30HM) cuyas estructuras se pueden observar en la figura 6. Se ha
reportado que gran parte de la MT se metaboliza en AFMK y AMK, estos dos ultimos median
gran parte de las reacciones en el organismo, no obstante se observa una considerable
cantidad de 30HM en condiciones de estrés oxidativo?®.

Figura 6. Estructuras de A) melatonina, B) AFMK, C) AMK y D) 30HM

Durante este trabajo se ha realizado un estudio in silico sobre la naturaleza de unién
entre las proteinas transportadoras de metal, el acetato de plomo y la MT, asi como sus
metabolitos activos, por medio de la técnica de acoplamiento molecular (docking) donde se
logré obtener la unidn entre las ya mencionadas especies quimicas, de igual manera con esta
informacidn se generd datos fisicoquimicos, como la energia de enlace, la longitud de enlace,
eficiencia del ligando, algunas descripciones particulares para puentes de hidrogeno asi
como modelos 3D del acoplamiento.
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DMTI ZIP8

=

E LE' E LE

Melat* -115.98 —6.82 ~108.87 6.4

AFMK ~116.22 -6.12 ~102.80 -5.41
AMK -10825 -6.37 —98.78 -5.81
OH-Met -103.39 -5.74 -99.78 -5.54
Melat-Pb® -131.78 -732 -134.63 ~7.48
AFMK-Pb -116.87 ~5.84 —128.40 —6.42
AMK-Pb ~122.38 -6.80 ~128.32 ~7.13
OH-Met-Pb ~106.69 -5.61 —99.83 -5.25
Melat-Pb-AcO"" ~125.88 ~5.04 ~130.25 -5.92
AFMK-Pb-AcO ~142.29 -5.93 ~131.55 -5.48
AMK-Pb-AcO -137.83 ~6.26 -125.22 -5.69
OH-Met-Pb-AcO ~123.84 -5.38 -94.45 ~4.11
Melat-Pb-AcO2' -149.55 -5.75 ~132.06 -5.08
AFMK-Pb-AcO2 ~143.96 -5.54 -128.63 —4.59
AMK-Pb-AcO2 ~139.71 -5.37 ~146.46 -5.63
OH-Met-Pb-AcO2 -130.54 —4.83 -105.37 -3.90

Figura 7. Energias de enlace en kcal/mol (E) y eficiencia del ligando (LE) en kcal/mol para las mejores poses obtenidas de
los célculos de docking. Tabla extraida de Villasefior-Granados et. al.13

Visualizando los resultados de la figura 7 tendremos las energias de enlace para las
diferentes especies quimicas estudiadas y acopladas con las dos proteinas DMT1 y ZIPS8,
todos presentan energias negativas, dando lugar a interacciones estables, para la DMT1 la
energia mas estable se presenta con la unién del complejo Melat-Pb-AcO2 mientras que con
ZIP8 tenemos al complejo AMK-Pb-AcO2, si bien estas energias no estan normalizadas con
respecto a la cantidad de atomos del complejo, cabe resaltar la eficiencia del ligando de
dichos resultados, llevando una energia mas estable con DMT1 el complejo Melat-Pb, y de
manera analoga con ZIP8 estda presente AMK-Pb, dando lugar a una buena afinidad por dicho
metal, no obstante los resultados no difieren mucho entre si, permitiéndonos deducir que
los complejos de MT y sus derivados tendran buena afinidad con el Pb.

Otro de los aspectos importantes a evaluar es la capacidad de la melatonina frente a
un compuesto ya conocido por sus propiedades de formar complejos estables con metales
dentro del organismo, asi como su efecto con otros metales tanto enddgenos como
exdgenos. Consideraremos al EDTA, este compuesto quimico mejor conocido por sus
propiedades quelantes y de uso médico para el tratamiento de las intoxicaciones por metales
pesados. Sin embargo, el EDTA no distingue entre metales esenciales y toxicos para el
organismo para formar complejos. En el trabajo realizado por Erik et aF se realiza un estudio
in silico comparando la eficiencia, asi como energia de unidn entre el EDTA, la MT vy sus
metabolitos activos (figura 6) con diferentes tipos de metales3, asi como el estudio
fisicoquimico y electrénico de dichas uniones.
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Se realizé el modelado molecular con su respectiva optimizacidn, asi como el célculo
de las superficies de potencial electrostatico, la energia libre de Gibbs de las reacciones de
complejacién, asi como interacciones de repulsion de Pauli. Se estudiaron metales
enddgenos del cuerpo humano como lo son el Mg, Ca, Cu, Zn, asi como el Pb aislado y su
equivalente metabdlico el acetato de plomo, de igual manera se incluyé en el estudio otros
metales pesados que tienen toxicidad, el As y el Cd. Los resultados correspondientes a las
energias libres de Gibbs se observan en la figura 8, aqui inmediatamente notamos como los
metales forman complejos con energias estables con todos los metales, salvo la forma mas
oxidada del acetato de plomo, en este caso la melatonina y el 30HM poseen las Unicas
energias negativas aunque algo bajas, no obstante para el resto de los sistemas tenemos una
buena afinidad, el EDTA como cabe esperar mostré en su mayoria de caos las energias libres
de Gibbs mas estables, la MT y sus metabolitos muestran resultados variables pero
favorables, la MT como tal tiene buena afinidad por los metales pesados como el Cd y el As
mayores a los del Mg y Ca dando un buen panorama para proteger los metales enddgenos,
por otro lado si bien la afinidad con el Pb y sus metabolitos no fue la mejor si sigue estando
en valores adecuados para tomarse en cuenta, por su parte los metabolitos activos de la MT
mostraron una tendencia a unirse a los diferentes metales con energias estables, como ya
se ha mencionado el AFMK y el AMK representan las especies de interés dado su mayor
concentracion en el organismo con respecto a 30HM que se presenta en menor
concentracion en el cuerpo. El AMK refleja energias mas estables a comparaciéon del AFMK,
dandonos una visién de un posible metabolito a tener en cuenta, de manera general, el
comportamiento entre AMK y 30HM es muy parecido, ambos compiten con las mejores
energias entre los metabolitos, siendo ligeramente mejores las energias para AMK, en
cuanto al Pb y sus derivados, el resultado es mas variado encontrando incluso el 30HM con
energias mas estables, lo que nos permite dar lugar a no descartar ningin metabolito como
posible actor de la eliminacidén metabdlica del Pb.

Gibbs Free Energy of complexation

Mg Ca Cu Zn As cd Pb PbAco PbAco2

-10

-70

DEDTA
OMelat

DAFMK

-90 BAMK

AAG (kcal/mol)

B 30HM

Complexed metal

Figura 8. Energias libres de Gibbs para la complejacién de todos los sistemas estudiados. Grafica extraida de Diaz-
Cervantes et al.
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Fibrosis sistémica

La inflamacion es un proceso que se desarrolla durante la enfermedad renal. Se ha
sugerido que la inflamacién crénica produce fibrosis que es una alteracién patoldgica que
se encuentra en la IRC772%, En la IRC se estima FG menor a 30 ml/min. La edad media de
estos pacientes es de (50-60 afios)*®. Recordando que la unidad funcional del rifién es la
nefrona, y que se componen tanto del corpusculo renal, asi como la red tubular, como
parte de esta red tubular encontramos?°:

1. Células intersticiales tipo 1: fibroblastos que regulan la sintesis y degradacién de
la matriz extracelular.

2. Células intersticiales tipo 2: monocitos derivados de macréfagos.

3. MEC: coldgeno, proteoglicanos, glicoproteinas, fluido intersticial.

4. Células tubulares: transporte de sustancias

Cuando ocurre una lesién, producto de un traumatismo, una obstruccion, o la ingesta
de sustancias daiinas, se produce una respuesta reparadora inflamatoria que, si se
perpetua con el tiempo, deriva en una respuesta fibrética y posterior fallo organico??. El
tejido renal activara células con capacidad de secrecidén de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias, tendrd un aumento de la permeabilidad vascular??.

El proceso se caracteriza por la deposicidn excesiva de matriz extracelular en el
compartimiento intersticial??, que conduce a una formaciéon de cicatrices. Se ha
observado el protagonismo de una forma activada de fibroblastos intersticial, el
miofibroblasto positivo de actina de musculo liso alfa, como principal productor de matriz
en el rindn. Otra hipdtesis sugiere que el metabolismo de los acidos grasos en las células
epiteliales tubulares tienen un papel crucial en la patogénesis de la fibrosis?3. Se
caracteriza por la expresién de enzimas clave y reguladores de la oxidacién de acidos
grasos y en un aumento de la deposicidén de lipidos intracelulares, de manera que una
disminucion de los acidos grasos afectaria al metabolismo de los lipidos al alterar el
equilibrio entre la sintesis, la captacién y el consumo de ellos, provocando una
acumulacioén de lipidos intracelulares desregulada. Los fendmenos oxidativos juegan un
papel clave en la senalizacidon y el manejo de la fase inicial, los neutréfilos activados
generan una explosién oxidativa que dirige la toxicidad hacia los agentes invasores
mientras que la generacidn de especies reactivas de oxigeno en el tejido dafado produce
un gradiente de concentracion que dirige a los leucocitos al sitio de la lesidn tisular asi
como promover la adhesion celular endotelial®*.
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Inflamasomas involucradas en la enfermedad renal

Durante el dafio renal existen respuestas inflamatorias que son consecuencia de la
deteccion de células inmunitarias las cuales desencadenan una cadena de proceso que
influyen al interferdn alfa (IFN-a), interferén beta (IFN-B) asi como citocinas proinflamatorias
como la interleucina 18 (IL-18)%>.

La citocinas IL-18 asi como la IL-1B causan dafio renal después de unirse a sus
receptores, estos se encuentran expresados abundantemente en leucocitos infiltrados,
células endoteliales renales asi como células epiteliales tubulares?®. Asi mismo ambas
citocinas promueven la expresion de moléculas de adhesion como lo son la molécula de
adhesién celular vascular-1, la molécula de adhesién intercelular-1y factores de crecimiento
endotelial vascular, pueden activar vias de sefializacién que conducen a la produccién de
oxido nitrico, ciclooxigenasa-2 y superdxidos?’,
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Hipotesis

Se ha documentado que la melatonina tiene propiedades inmunoreguladoras
que disminuyen la inflamacién. La unién de la melatonina a la IL18 que es una citocina
proinflamatoria podria ser uno de los mecanismos por el que la melatonina disminuya
el dafo renal y su evolucidn. La accién inflamatoria podrd describirse a partir de los
descriptores globales y locales de la DFT conceptual y la comprensiéon de sus
interacciones a partir de estudios de acoplamiento molecular (docking).

Objetivos

4.1 Objetivo general:

Se realizaran estudios computacionales para determinar la naturaleza de la
union entre la melatonina y algunas proteinas proinflamatorias que se producen en el
daino renal agudo.

4.2 Objetivos Particulares:

i.  Se realizaran andlisis de acoplamiento in silico y modelos de homologia para
determinar la naturaleza de la unidén entre la melatonina y algunas proteinas
proinflamatorias (MCP-1 e IL-18) que se sospecha que causan inflamacién
durante el AKI.

ii. Se estudiara la molécula de la melatonina, asi como sus metabolitos activos
mediante descriptores globales y locales de la DFT conceptual para conocer y
comparar la reactividad de las moléculas mediante el analisis de su estructura
electronica.
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Generalidades

5.1 El rinon

El rifdn es un drgano par que se ubica en la regidn retroperitoneal, detras del higado
y los intestinos, en la parte baja de la espalda en el nivel de la doceava vértebra toracicay la
tercera vértebra lumbar?®2°, Por el hilio renal, a cada rifidn le llega una arteria y egresa una
vena, estan rodeadas de grasa perirrenal y en la parte superior de los rifiones se encuentras
las glandulas suprarrenales. Cada dia, los riflones de una persona procesan
aproximadamente 190 litros de sangre que conlleva a la eliminacién aproximada de 2 litros
de productos de desecho y agua en exceso?’, los desechos son expulsados por medio de la
orina que fluye hacia la vejiga a través de los uréteres.

5.2 Funciones del Rifion
Los rifiones trabajan constantemente y cumplen diversas funciones que incluyen29:

e Excrecidn de residuos y sustancias extrafias en la orina
e Produccién de Calcitriol, forma activa de la vitamina D
e Sintesis de Eritropoyetina, que estimula la produccidn de glébulos rojos
e Produccion de renina
e Regulacién de propiedades en la sangre:

- Composicion idnica

- pH

- Osmolaridad

- Volumen

- Tension arterial

- Niveles de glucosa

5.3 Anatomia del Rinéon

Un corte a la mitad de la estructura del rifidn nos permite observar dos regiones
perfectamente diferenciadas (figura 9), la corteza renal, localizada en la parte exterior y la
médula renal en la regién interna. La corteza renal es la zona de textura lisa que se extiende
desde el exterior o cdpsula renal hasta las bases de las estructuras llamadas pirdmides
renales?®, por su parte la médula renal consta de entre 8 y 18 pirdmides renales.
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Figura 9. Anatomia interna del rifidn. Imagen extraida de NIDDK3°,

La unidad funcional del riién es la nefrona (figura 10), de las cuales hay
aproximadamente un millén por cada rifién, consta de tanto la corteza renal como la médula
renal. Existen dos estructuras que componen cada una de estas nefronas, un corpusculo
renal y un tubulo renal?®-3%, El corpusculo a su vez se compone del glomérulo (una red
capilar) mas la capsula de Bowman. En conjunto forman una capa fina, una membra de
filtracién, que permite el paso de agua y solutos pequefios, pero evita a su vez la filtracion
de la mayoria de proteinas plasmaticas, células sanguineas y plaquetas, finalmente el liquido
filtrado pasa al tubulo renal. El tdbulo renal por su parte se compone en tres partes
diferenciables, el tubulo contorneado préxima, la asa de Henle y el tubulo contorneado
distal?®. En el tubulo proximal es donde ocurre la mayor absorcién de solutos como Na*, K*,
Cl, Ca%*, Mg?*, HCO3" y HPO4? asi como agua, de manera alterna se desechan productos
como amonio o urea a la orina. El asa de Henle cumple una funcién de reabsorcién para los
iones y el agua restantes y finalmente el tubo distal termina por reabsorber del 90-95% de
los solutos y agua procesados para finalmente excretar los productos de desecho en la
orina®.

CORPUSCULO RENAL:

Capsula glomerular \
Glomérulo K
N TUBULO RENAL:

Tubo contorneado
proximal

Tubo contorneado
distal

Asa de Henle
(asa de la nefrona)

Tubo colector

==

Figura 10. Componentes funcionales de la nefrona. Imagen extraida de NIDDK3°
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5.4 Causas de una falla renal

Siendo que la unidad funcional del rifién es la nefrona, la cual se encarga de la
filtracidon glomerular, es natural que la mayoria de las enfermedades de los rifiones tengan
relacién con las nefronas, dicho dafio puede ser resultado de lesiones o envenenamiento con
toxicos. El proceso de la destruccion de las nefronas generalmente es lento y pasa
inadvertido, siendo este ultimo su mayor riesgo a pacientes que no se dan cuenta del
problema hasta ya muy avanzado. Como ya se ha hablado en el capitulo anterior, las
principales causas de insuficiencia renal son la diabetes y la hipertensién, asi como la
exposicidén a sustancias nefrotdxicas como lo son los metales pesados o inclusive algunos
medicamentos de venta libre como los antiinflamatorios no esteroideos al ser tomados con
regularidad durante un largo periodo. Ademas de antibiéticos como los aminoglucdsidos,
comentados anteriormente.

Para la diabetes, la cual es una enfermedad que se caracteriza por una alteracién en
el metabolismo de la glucosa, esta alta concentracion en la sangre de glucosa resulta daiiina
para el rifién?>32, debido a que induce estrés oxidativo. Ademds de la hiperglicemia, la
hipertension arterial alta puede a su vez dafiar los vasos sanguineos en los rifiones y si estos
vasos presentan dafios les resulta imposible filtrar los desechos con la misma capacidad que
lo harian en su estado normal?>:3,

Los agentes quimicos industriales pueden llegar a ocasionar dafios sobre el rifidn, los
metales pesados se encuentran en productos de desecho de la industria cuya mala
regulacién o tratamiento provoca la exposicion prolongada a trabajadoras o inclusive
personas que de manera indirecta estan expuestas ya sea por una mala contencién o una
incorrecta eliminacion de los desechos. El Pb ha mostrado tener un rol causal en el desarrollo
de la enfermedad renal®. La nefropatia crdnica, consecuencia de la prolongada exposicién
a Pb, se caracteriza por un lento y progresivo desarrollo de nefritis intersticial, acompafado
de una reduccion de la tasa de filtracion glomerular. La intoxicacidn ocurre tanto por ingesta
como inhalaciéon y en algunos casos puede ser a través de la piel. El Pb en sangre se une a
proteinas del hematie y es distribuido a tejidos blandos y hueso, este ultimo resulta un lugar
preferente por el Pb para invadir, mientras que a nivel intracelular el metal causa dano
mitocondrial, forma radicales libres, y apoptosis®. Consecuencias mortales como un infarto
al miocardio asi como accidentes cerebrovasculares fueron encontrados en pacientes con
concentraciones altas de Pb en sangre3>.

Por otra parte existen medicamentos que pueden provocar nefrotoxicidad, algunos
de ellos son los antibiéticos como los aminoglicésidos (AG)%3¢, Los aminoglicdsidos son una
familia de antibidticos introducidos en 1944 y que han demostrado tener una gran actividad
bactericida contra microorganismos gram negativos, entre ellos encontramos la neomicina,
tobramicina, amikacina, netilmicina y la gentamicina. Diversos estudios han mostrado un
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incremento en la produccion del factor activador de plaquetas PAF, en ratas tratadas con
gentamicina®’38, lo que sugiere que dicho farmaco pudiera estar implicado en el mecanismo
tdxico a través de un efecto vasoconstrictor que provoca un efecto vasoconstrictor y a su vez
un descenso en la tasa de filtracion glomerular'. En general los AG son eliminados via renal
al ser filtrados en el glomérulo, no obstante, cierta parte de los AG puede llegar a acumularse
en el segmento apical de las células tubulares proximales alcanzando una mayor
concentracion e inclusive llegan a ser reabsorbidos. Dicha acumulacién provoca la toxicidad
en el tubulo, se unen a los fosfolipidos de la membrana tubular, favorecido por el receptor
megalina y el gp3303®. Sujetos con funcidn renal normal al ser sometidos a un tratamiento
con Gentamicina tienen probabilidad considerable de desarrollar nefrotoxicidad, indicada
por el aumento de creatinina en sangre.

5.5 Estadios del dano renal

La tasa de filtracién glomerular es una medida fisiolégica de la funcién renal que se
basa en el calculo aproximado de la cantidad de sangre que pasa a través de los glomérulos
cada minuto. Al ser la ERC algo progresivo, va evolucionando en diferentes estadios con sus
respectivas manifestaciones clinicas, estos estadios se clasifican segun la filtracién
glomerular (FG)324:

Tabla 1. clasificacidn de los estadios de la enfermedad renal cronica segun la National Kidney Foundation

Estadio | FG (ml/min/m?) Descripcién
1 90 Dafio renal con FG normal, por lo general asintomatico
2 89-60 Dafio renal con FG ligeramente disminuido, asintomatico
3 59-30 FG moderadamente disminuido, acumulacién de sustancias

téxicas en el torrente sanguineo, presentan sintomas vy
alteraciones del metabolismo dseo.

4 29-15 FG gravemente disminuido, alto riesgo de complicaciones
cardiovasculares, mayor cantidad de sintomas, como
alteraciones nerviosas, entumecimiento, anorexia.

5 <15 Fallo renal, estadio de la ERCT, es necesario tratamiento
sustitutivo
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5.6 Tratamientos

Actualmente el tratamiento de la ERC es sintomatico. Consiste en compensar la
deficiencia de algunas funciones renales de depuraciéon y de secrecion de hormonas. La
compensaciéon del metabolismo 4cido-base y el mantenimiento del equilibrio
hidroelectrolitico, la profilaxis, asi como el tratamiento de la osteodistrofia, la anemia y
alteraciones del metabolismo lipidico*! son parte del tratamiento de estos pacientes. Para
llevarse a cabo un tratamiento nos enfocaremos en los niveles de FG, si esta es superior a 30
ml/min se limitara a un control de la hipertension arterial, mantenimiento hidroelectrolitico,
asi como aportes caldricos suficientes, para niveles inferiores a 30 ml/min debe haber un
control muy riguroso para salvaguardar la vida del paciente. La restriccidn proteica, el aporte
caldrico, de liquidos, de sales, la hiperfosfatemia, la hipocalcemia, la anemia son algunos de
los puntos clave a monitorear para un paciente con ERC*.

Actualmente no existen tratamientos curativos de la ERC. Considerando que la
inflamacidn crdénica se relaciona con la fibrosis renal caracteristica de la ERC se ha estudiado
la regulacién de la inflamacion.

5.7 Citocinas

Las citocinas (o citoquinas) son un grupo de proteinas y glucoproteinas que actuan
fundamentalmente como reguladores de las respuestas inmunitaria e inflamacién asi como
intervenir como factores de crecimiento, entre ellas las células hematopoyeticas®.
Presentan retrorregulaciones positivas y negativas entre si y por lo general no actian solas,
sino con otras citoquinas que pueden ser producidas por la misma célula teniendo un efecto
de inducir o inhibir la produccién de otras citoquinas®. Las citoquinas actian como
reguladores sistémicos, modulando la actividad de un amplio espectro de tipos celulares.
Tienen el papel de actuar como reguladores de crecimiento locales (figura 11). Es importante
destacar que la actuacion bioldgica se produce a través de su interaccidn con receptores de
membrana especificos que desencadenan una cascada de reacciones bioquimicas en el
interior de la célula diana®?.
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Figura 11. Mecanismos de actuacion de citocinas. Imagen extraida de Ostagal et al *2.

5.8 Funcion de las citocinas

Las citocinas forman parte de una compleja red de interacciones celulares, en las que
cada una acttda al inducir o suprimir su propia sintesis y/o la de otras citocinas o sus
receptores. Favorecen de manera sinérgica la accién de otras citocinas o actian como
antagonistas, pueden tener entonces, un efecto redundante®?. Tienen la capacidad de actuar
sobre diversos tejidos y producir multiples efectos bioldgicos como se observa en la figura
12. Generalmente actlan en cascada, de manera que una citocina estimula sus células
blanco para que produzcan mas citocinas, de igual manera influyen en la actividad, la
diferenciacién, la proliferacién y sobrevida de las células inmunoldgicas*, regulan a otras
citocinas que pueden aumentar (proinflamatorias) o atenuar (antiinflamatorias) la respuesta
inflamatoria. Entre las citocinas proinflamatorias, se tienen las interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 18,
mientras que las antiinflamatorias son las IL-4, IL-10, IL-13. Son entonces las citocinas
mediadores necesarios para conducir la respuesta inflamatoria hacia las regiones de
infeccion y lesion, favoreciendo la cicatrizacién apropiada de la herida, no obstante, su
sobreproduccion a partir de una lesién puede manifestarse sistémicamente como una
inestabilidad hemodinamica o con problemas metabdlicos*.
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Figura 12. Actuacion de las citocinas®2. Imagen extraida de Ostagal et al .
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Las citocinas tienen su origen en muchos tipos de células que las producen, cabe
destacar a los macréfagos y las células T en el sistema inmune, dado que las citocinas son
esenciales para que se produzca la respuesta inmune®. Se unen a receptores especificos
donde iniciardn una cascada de transducciones intracelulares. Su produccién es breve dado
qgue se limita a la duracién del estimulo y pueden actuar de diferentes maneras con
caracteristicas distintas, lo que se conoce como pleitropia, incluso pueden ejercer el mismo
efecto diferentes citoquinas, redundancia, asi como tener efectos de sinergismo y
antagonismo, donde potencian o inhiben a otras citocinas respectivamente*3,

El efecto bioldgico de las citocinas estd determinado por las poblaciones de linfocitos
Thly Th2. IFN-y, IL-2 y TNF-B constituyen el patrédn de expresiones para células tipo Th1,
mientras que las células de tipo Th2 expresan IL-4, 5, 10 y 13. Las citocinas al interactuar
entre si, constituyen un mecanismo de regulacién entre el balance de inmunidad celular y
humoral. De modo que el IFN- vy inhibe la proliferacion de células Th2 y las IL-4 y 10 inhiben
la proliferacidn de células Th14%43,

5.9 Citocinas y proceso inflamatorio

Las citocinas tienen un papel protagénico en el proceso inflamatorio el cual estd
influenciado por el balance entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias®?. Dentro de
las citocinas proinflamatorias encontramos a las quimiocinas, entre ellas la IL-8, que participa
en la activacidn de distintitos tipos de células que participan en la inflamacién, mientras que
IL-1 y TNF-a tiene un efecto sinérgico sobre la inflamacién, por otro lado, encontramos
dentro de las citocinas antiinflamatorias la IL-10, el IL-1ra.

Durante el dafio renal se presenta una rdpida acumulacidn de neutrofilos y monocitos
macroéfagos, aqui se presenta una fuerte relacién con diferentes citocinas, entre ellos la IL-8,
IL-1 y la IL-2 que tienen un efecto especifico sobre monocitos y la IL-5 que opera en general
atrayendo a los monocitos y linfocitos?!. Para nuestro proyecto nos enfocaremos en algunas
citocinas, especificamente en la familia de las interleucinas que estan estrechamente
relacionadas en el proceso inflamatorio:

La citocina IL-18 que induce la sintesis de IFN-y y tiene un efecto sinérgico con la IL-
12 respecto a la produccion de IFN- y por parte de los linfocitos T, probablemente a causa
del aumento de expresiéon de receptores para la IL18 producidos por la IL-12. Igualmente, la
IL18 aumenta la produccién de IL-2 y la expresién de la cadena a del receptor de la IL-2,
mientras que de manera paralela inhibe la produccién de IL-10*2. La IL-18 est4 clasificada
como un miembro de la familia de las IL-1 al compartir caracteristicas en comuin, como lo es
la ausencia de un péptido sefial. Aunque se conoce su principal funcién como factor que
induce la produccién de IFN- y a partir de células Thl, también actla sobre las células T, las
células natural killer NK, células B, dendriticas, y macréfagos para producir IFN- y en
presencia de IL-12, por otro lado, al estar con IL-2 en lugar de IL-12 induce la produccién de
citocinas Th2 a partir de células NK e incluso células Th1. De manera sinérgica con IL-3 induce
a los mastocitos y basoéfilos a producir IL-4 e IL-13, estimulando la inmunidad tanto innata
como adquirida®. Otra citocina de interés es la IL-13 la cual es producida por células Ty que
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regula la funcion de monocitos y células B. Disminuye por igual la produccién de interleucinas
proinflamatorias y de quimiocinas, a la vez que aumenta la produccion de IL-1Ra.

Otra de las citocinas de las cuales hemos hablado pero no profundizado son las
guimiocinas, las cuales son una familia perteneciente a la citocinas quimioatrayentes, las
cuales se dividen en familias en funcidon del residuo de cisteina conservado en el extremo N-
terminal®’. Juegan un papel importante en el reclutamiento selectivo de monocitos,
neutrdéfilos y linfocitos, asi como la induccién de quimiotaxis mediante la activacion de
receptores acoplados a proteina G. La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) es
clave en la regulaciéon de la migracion de monocitos/macréfagos, es necesaria para la
vigilancia inmunolégica, asi como en respuesta a la inflamacion. La MCP-1 y sus receptores
son cruciales en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y en el reclutamiento de células
inmunes en el sitio de inflamacién®”48,

5.10 Melatonina

La melatonina es una hormona que se aislé por primera vez de glandulas pineales
bovinas y se identificd estructuralmente en 1958, es bien conocida por ser la molécula
promotora del suefio, una molécula sefal de la luz y la obscuridad conocida como reguladora
de fotoperiodos. Gracias a ella los vertebrados sincronizan tanto sus ritmos circadianos como
sus actividades reproductivas®®, tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica
y actuar sobre receptores de membrana, citosdlicos y nucleares.

Su produccidn ocurre principalmente en la glandula pineal y se regula por el nucleo
supraquiasmatico, el nombrado reloj biolégico del organismo. De manera que la ausencia de
luz estimula la producciéon de dicha molécula®. Las concentraciones séricas varian segun la
edad del individuo, presentando mayores niveles en nifios entre uno a tres afios de edad y
alcanzando concentraciones de 325 pg/ml en comparacion con las concentraciones de
adultos jévenes; 10 a 60 pg/ml*°°%, La melatonina se metaboliza principalmente en el higado
por el sistema enzimatico del citocromo P-450, al ser administrado por via intravenosa, se
distribuye de manera sistémica rapidamente con vida media de 0.5 a 5 minutos
aproximadamente, seglin la actividad enzimatica del paciente®®”l. Las acciones
farmacoldgicas son ejercidas mediante dos receptores conocidos como MT1 y MT2, de alta
y baja afinidad respectivamente. Los receptores se encuentran en el nlcleo
supraquiasmatico del hipotalamo, aunque también se ha observado en ciertos tejidos como
el intestino, el endotelio de vasos sanguineos y los ovarios. El receptor MT1 genera el efecto
promotor del suefio, mientras que a MT2 se le atribuyen propiedades cronobidticas, es decir
la capacidad de modificar la fase o periodo del ciclo circadiano®®°!, siendo entonces una
conocida terapia el uso de la melatonina en los trastornos del suefio.

La melatonina también tiene la capacidad antioxidante, al activar enzimas como la
superdxido dismutasa, glutatidon-peroxidasa, glutation-reductasa y la catalasa, ademas de
facilitar el transporte de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial, por lo
cual tiene el efecto de reducir la pérdida neuronal por apoptosis, la lipoperoxidacion, la
formacién de carbonilos y el dafio secundario al ADN°%°2. La melatonina induce la
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proliferacién de células Ty la regulacién positiva de las citocinas proinflamatorias, aumenta
el numero de células NK y potencia la fagocitosis®3—>°.

Evidencia cientifica ha puesto a la melatonina como una alternativa viable para
reducir la lesidon provocada por inflamacidn como consecuencia de algun padecimiento.
Aunque su mecanismo de accién aun es desconocido, se ha observado la tendencia a
disminuir la concentracion de citocinas proinflamatorias como la IL-6 e IL-8°°. Mejorando
clinicamente la reduccién progresiva de los parametros clinicos de inflamacién. Otra de las
caracteristicas importantes es su capacidad antioxidante inclusive durante una operacion®’,
donde logro disminuir los pardmetros del estrés oxidativo sin modificar los parametros
hemodindmicos. La melatonina tiene un efecto sobre los leucocitos, dado que responden en
funcion del ciclo circadiano asi como los leucocitos pueden sintetizar melatonina por si
mismos, asi la melatonina al tener efectos tanto enddécrinos como paracrinos puede modular
diferencialmente las enzimas proinflamatorias?*. De tal modo que la evidencia sugiere que
la molécula de melatonina puede promover las fases tempranas de la inflamacion vy
contribuir a la atenuacién de la misma, para asi evitar complicaciones de la inflamacién
crénica.

5.11 Quimica computacional

La quimica tedrica y computacional, es como muchos conocerdn una ciencia
relativamente joven, que emana de lo que inicialmente se conoce como Quimica Cuantica.
El término “tedrica” es una primera generalizacidén para englobar aquellos tratamientos no
cuanticos que junto con la Quimica Cuantica nos permiten entender y tratar un amplio
abanico de fendmenos quimicos®®. Hoy en dia, la vinculacién de la quimica experimental y la
guimica tedrica es un hecho, debido a que las moléculas estudiadas experimentalmente ya
son calculables a niveles de teoria confiables, inclusive actualmente cuentan con una interfaz
grafica que facilita su uso, claro esta que se requiere del conocimiento basico de los aspectos
tedricos en que se sustentan los diferentes métodos y de la comparacion de los resultados
obtenidos con los resultados experimentales>.

5.11.1 Aspectos fundamentales

Uno de los problemas importantes y cuyo uso de recurso aumenta
considerablemente, es el problema de muchos cuerpos, para sistemas de dos particulas es
posible llegar a una solucion mediante métodos matematicos para producir soluciones
analiticas. No obstante, para sistemas compuestos por mas de dos particulas no pueden
resolverse por los métodos analiticos. Aqui entra la quimica computacional la cual puede
proveernos soluciones aproximadas, que en principio pueden refinarse hasta cualquier
grado de precision®®l, Las tareas numéricamente intensivas estdn relacionadas
generalmente con la simulacién del comportamiento del mundo real, el principal problema
de dichas simulaciones es la naturaleza de multiples escalas, que van desde sub-nanométrica
hasta milimétricas de manera espacial, asi como desde femto a milisegundos de manera
temporal.
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5.11.2 Describiendo el sistema

Para poder describir nuestro sistema es necesario comenzar con 4 caracteristicas
fundamentales®%°:

La descripcion del sistema: particulas a estudiar, asi como el nimero de ellas
Condiciones iniciales: ambiente de las particulas y velocidad que tienen.
Interaccidn: definir matematicamente la forma de las fuerzas entre las particulas.
Ecuacién dinamica: forma matematica de la evolucién del sistema en el tiempo.

Con base en la eleccién de particulas definimos que es lo que podemos o no podemos
estudiar del sistema, si elegimos nucleos atdmicos y electrones, podemos describir atomos
o moléculas, pero no la estructura interna del ndcleo atémico. Si elegimos atomos, podemos
describir estructuras moleculares, pero no los detalles de la distribucion de electrones, al
elegir aminoacidos describiremos la estructura general de una proteina, pero no el detalle
de los movimientos atémicos. Por su parte la eleccion de las condiciones iniciales nos
determinara efectivamente lo que estamos tratando de describir, el espacio fase es enorme
y sélo podremos describir una pequeiia parte de él. Una vez elegidos estos dos parametros
es importante definir la interaccidén entre las particulas, en el nivel fundamental, la Unica
fuerza importante a nivel atémico es la interaccién electromagnética®, no obstante, esto
puede resultar en diferentes fuerza efectivas. Si usamos un método de campo de fuerza, por
ejemplo, las interacciones se parametrizan como interacciones de estiramiento, flexion,
torsiéon, Van der Waals (VdW). La ecuacidon dinamica describe la evolucion temporal del
sistema, se da como una ecuacion diferencial que involucra derivadas tanto en el tiempo
como en el espacio y la forma exacta depende de las masas y velocidades de las
particulas®%62,

5.11.3 Ecuacion dinamica

Para describir la evolucion de nuestro sistema es necesario identificar las caracteristicas
de este, ya que de ello dependen las matematicas a usar. La mecdanica newtoniana se aplica
a particulas “pesadas” y de “movimiento lento”. Los efectos relativistas cobran importancia
cuando la velocidad es comparable a la velocidad de la luz, lo cual provoca un aumento en
la masa m en relacidén con la masa en reposo mo. Por su parte las particulas de luz muestran
caracteristicas tanto de onda como de particula y por ello deben ser descritas por la
mecanica cuantica®%6?,

Los electrones al ser mucho mas ligeros pueden describirse mediante la mecdnica
cuantica, mientras que los atomos y las moléculas, se comportan, en general, como
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particulas clasicas. Una diferencia importante entre la mecanica cudntica y la clasica es que
la mecanica cldsica es determinista mientras que la mecanica cuantica es probabilistica, o
mejor dicho, su interpretacion es probabilistica60,62. La mecéanica cuantica entonces,
permite el calculo de la probabilidad de que una particula esté en un lugar determinado en
un momento determinado. Para particulas con masas pequefias, se debe emplear la
mecanica cuantica. A velocidades bajas, la ecuacién relevante es la ecuacién de Schrodinger
dependiente del tiempo:

HY =i=— 1
o (1)
Donde ¥ es la funcién de onda del electrén, t es el tiempo, i es el nimero imaginario

Vv—1y H esel operador Hamiltoniano, en unidades atémicas, el cual estd dado por la suma
de los operadores de la energia cinética y potencial:

H=T+7V (2)
R 2
=—=——V 3)
2m 2m
0= Z?artlculas V + Z?g;"ticulas Z q,fz.j (4)
, 8% 9% 92
vi= dx? T dy? T dz? ()

Donde V es el operador Laplaciano actuando sobre la particula i. Los simbolos my g son
la masay la carga de la particulai, y rij es la distancia entre las particulas i, j. El primer término
nos da la energia cinética de las particulas, mientras que el segundo término es la energia
debido a las interacciones Coulémbicas entre las particulas®>®2. En la actualidad el software
disponible casi no usa el Hamiltoniano anterior, generalmente el problema se simplifica
separando los movimientos nuclear y electrdnico. Esto es llamado la aproximacién de Born-
Oppenheimer®® y cuyo Hamiltoniano electrdnico tiene la forma:

2
T electrones V' nucleo electrones electrones 1
H=-); > — i Z i<j — (6)

El primer término es la energia cinética de los electrones solamente, el segundo término
es la atracciéon de los electrones al nucleo y el tercer término es la repulsiéon entre
electrones®?. Al resolver la ecuacién de Schrodinger obtendremos la funcién de onda como
una funcion del tiempo, y la probabilidad de observar una particula en la posicién r en el
tiempo t estard dado por el cuadrado de la funcion de onda:
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P(r,t) = ¥*(r,t) (7)

Una vez que la funcidn de onda ha sido determinada, cualquier propiedad de la
molécula puede ser determinada. Esto se hace tomando el valor esperado del operador
correspondiente a esa propiedad, se denota por el uso de Brackets <>. Asi entonces,
podemos calcular la energia mediante el valor esperador del operador Hamiltoniano, dado
por:

(Ey=[w*HY (8)

5.11.4 Funciones base

Un conjunto de funciones base es un conjunto de funciones que se utilizan para describir
la forma de los orbitales de un &tomo®2. Junto con el método computacional es necesario
poder representar los orbitales de un sistema quimico (dtomos y moléculas) y para ello se
hace uso de los conjuntos de funciones base. Son utilizados en la mayoria de las
implementaciones de los métodos basados en la funcidon de onda, los métodos ab initio y los
métodos de la teoria de funcionales de la densidad (DFT)>°. Un orbital molecular se puede
considerar como una funcidn en el sistema de coordenadas infinito abarcado por el conjunto
de bases completo, al usar un conjunto de bases finitas, solo se pueden representar los
componentes del orbital molecular a lo largo de los ejes de coordenadas correspondientes a
las funciones de base seleccionadas.

Cuanto menor sea el conjunto de bases, peor serd la representacién, el tipo de funciones
también influira en la precisién, cuanto mejor pueda reproducir una funcién de base Unica
la funcién desconocida, menos funciones base seran necesarias para lograr un nivel dado de
precisiéon. Por lo tanto, el tipo (nivel) de calculo realizado y el conjunto de bases elegido son
los dos factores mas importantes para determinar la precision de los resultados.

Los tipos de funciones base mas utilizados, llamados también orbitales atédmicos, son los
orbitales de tipo Slater (STO) y los tipos Gaussiano (GTO). Un orbital tipo Slater® tiene la

forma:
X{.n,l,m (7", Hr <p) = NYl,m (‘9: w)rn—le—{r (9)

Donde N es una constante de normalizacidn asi como Y;m son funciones esférico
armonicas. No obstante, los STO no tienen nodos radiales, dichos nodos en la parte radial se
introducen haciendo combinaciones lineales de STO. Mientras que la dependencia
exponencial asegura una convergencia con un numero creciente de funciones>®0,
Usualmente los STO se utilizan para sistemas atdmicos y diatdmicos donde se requiere alta
precisidn. Los orbitales tipo Gaussian®>° pueden ser escritos en términos de coordenadas
polares o cartesianas como se indica enseguida:

X(.n,l,m (T, 0, QU) = NYl,m (9, ¢)r2n—2—1e_§r2
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_ 2
X{.lx,ly,lz(xr y,z) = Nxlxylyzlze=$7 (10)

Donde la suma de Iy, Iy y I; determina el tipo de orbital. { es el exponente del orbital
gaussiano. Una importante diferencia es que las funciones de tipo GTO decaen mas
rapidamente al alejarse del nucleo que una funcién tipo STO, por lo tanto, las propiedades
asintéticas de la funcion de onda no se representan con propiedad. Ademas, los GTO no
cumplen la condicién de cusp (cuspide) en los nucleos, que los STO si lo hacen®°.

Para este proyecto se trabajard con el funcional hibrido de correlacion llamado M06-2X,
este es un funcional de alta no localidad con el doble de intercambio no local (2X) y esta
parametrizado solo para no metales®®. Recomendado para aplicaciones que involucren
termoquimica de grupo principal, cinética, interacciones no covalentes y energias de
excitacion electrénica para estados de valencia y Rydberg.

5.12 Teoria de los funcionales de la densidad

La premisa detras de la teoria de los funcionales de la densidad (DFT) es que la energia
de una molécula puede ser determinada a partir de la densidad electrénica en lugar de la
funcién de onda. Los primeros modelos de la DFT fueron propuestos inicialmente por
Thomas® y Fermi®® en 1927, no obstante paso de largo debido a la deficiencia de sus
resultados cuantitativos. Ellos muestran que la energia de un atomo puede ser aproximada
mediante la densidad electrénica de manera®’:

Elp(r)] = 2.871fp§ (r)dr + [ p(r)v(r)dr + ffp(l:)_—pr(lrll)drdr’ (11)

Luego, en 1964 Hohenberg y Kohn® demuestran en sus teoremas la importancia
fundamental de la densidad electrdnica y que se engloban en dos teoremas:

i. Ladensidad del estado fundamental de un sistema de electrones que interactian en
un potencial externo define de manera Unica este potencial, excepto por una
constante aditiva

ii.  Existe unfuncional universal para la energia en términos de la densidad, que es valido
para cualquier potencial externo. Para un potencial externo dado, el minimo global
de este funcional es la energia del estado fundamental del sistema y la densidad
correspondiente es la densidad del estado fundamental.

Levy®270 y Lieb”? por su parte proporcionaron una formulacidn alternativa, mas general,
conocida como la busqueda restringida. Plantean una redefinicién del funcional universal lo
gue permite que se elimine la restriccion a los estados fundamentales no degenerados y
amplia el rango de densidades de prueba permitidas para incluir aquellas que son N-
representables, es decir, que pueden derivarse de una funcién de onda antisimétrica de N-
cuerpos, en lugar de solo aquellas que son v-representables.

5.12.1 Teorema de Kohn-Sham
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Hohenberg y Kohn reescribieron su funcional de energia para incluir el termino
electrostético clasico o termino Hartree’?

E,n] = [V@) n@)dr + %ffn(l:)_—nr(fl,)dr dr’ + G[n] (12)

Donde el primer y el segundo término son independientes de V(r). Llevandonos
entonces al problema de encontrar una expresion para G[n] la cual debe resultar atil para
calcular la energia del estado basal. Fue asi como Kohn y Sham propusieron un nuevo paso
para introducir un sistema auxiliar de electrones no interactuantes, donde los dos sistemas
tienen la misma densidad. Este proceso divide el funcional desconocido en 2 componentes
separables. Esto permite definir el componente de la energia cinética, que si bien, no es el
real, se espera tenga minimas diferencias, el funcional G [n] queda como’?

G[n] = T [n] + Exc [n] (13)

Donde T [n] es la energia cinética del sistema auxiliar y Exc [n] se define como la
energia de intercambio y correlacion del sistema interactuante. Es en este término donde
los componentes restantes de energia del problema de muchos cuerpos son absorbidos,
siendo la diferencia entre el sistema interactuante y el no interactuante de las energias’?. El
sistema auxiliar estd configurado para tener la misma densidad que el sistema original por
medio de un potencial efectivo Ve (r).

5.12.2 Derivadas de los funcionales

Es importante recordar lo siguiente:

- Una funcién es una regla que te llevara desde un nimero a otro nimero.
- Un funcional es una regla que te llevara desde una funcién a un namero.

Podriamos decir que un funcional es una funciéon de funciones. De igual modo,

podemos definir una G[f(x)] = j[f(x)]2 dx como un funcional de la funcidén f(x), de tal modo
que el diferencial o la variacion de la funcion G se define como®”:

GIF GOl = [ 52 5 (x)dx (14)
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En donde el cociente es la derivada funcional de G con respecto a la funcion f(x).
Teniendo este fundamento, recordemos que el segundo teorema de Hohenberg-Kohn
generaliza el principio variacional para el funcional de energia. Siendo p(r) la densidad exacta
del estado basal, y p’(r) la densidad prueba, entonces®’

Elp(r)] < E[p()] (15)

El segundo teorema de Hohenberg-Kohn provee un camino para encontrar la
verdadera densidad electrénica del estado basal y su energia exacta no relativista. Por su
puesto, la densidad real del estado basal debe minimizar el funcional de energia y cumplir
con la restriccion de clausura®’.73:

[ pGr)dr = N (16)

Donde N es el numero total de electrones del sistema. Sea entonces p el multiplicador
de Lagrange p asociado a la restriccidon. La densidad exacta para un potencial fijo v(r),
minimizara el funcional Lagrangiano’3:

S{E[p()] —u [ p@)dr+ N} =0 (17)

El cdlculo entonces de la derivada de la energia electrénica con un potencial
constante externo serd®”’3:

S§F[p()]
6p(r)

El multiplicador de Lagrange p es homogéneo y puede expresarse en volts o
J/electron, segun se calcule la densidad electrénica. EI multiplicador de Lagrange se
denomina entonces como el potencial quimico y tiene gran significado para la DFT
conceptual. De modo que hemos podido obtener un descriptor de la quimica conceptual con
base en la derivada del funcional de la DFT, denominada en este caso, DFT conceptual.
Sorprendentemente, de todas las derivadas de la energia aparecera un descriptor relevante
para la reactividad.

=v(r)+—= (18)

Se ha demostrado que la primera derivada del funcional de energia con respecto a la
densidad es el potencial quimico, que podemos identificar con la derivada parcial de la
energia respecto al nimero de electrones’?

H= (62}(51"))1)(7,) - (Z_fl)v(r) (19)

Por lo tanto, se pueden utilizar N y v(r) como variables basicas de gran significado, la
variacién del niumero de electrones N proporciona una buena descripcion de los procesos
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redox, mientras que la variacion del potencial explica el reordenamiento de los nucleos
durante la reaccidon®’. Asi podemos ir generando descriptores de acuerdo a las derivadas de
la energia como se indica en el siguiente esquema®’

Ey,,lom]=] peyv)dr + Flpi)]

aN vir)
Jv(r)
(3., ) o0
aN‘/\ M) .
(BZEJ 5 ( O’FE J“/’t’(""')
oN*),, [azva'u() i o) ’
°E QE
(G‘NJ 3 (BZN&J(r)] ()

Figura 13. Derivadas de la energia hasta el tercer orden. Imagen extraida de Morell 7.

Definamos entonces, las siguientes derivadas con respecto a la descripcion
conceptual de la quimica:

Tabla 2. Simbolo, definicion matematica y nombres de las derivadas de energia. Imagen extraida de Morell 7.

Derivada Simbolo Nombre
_ (6_E> Potencial quimico
Primera derivada H=\on ()
oE Densidad electrénica
p(r) = ( )
av(r)/,
(02E> Dureza quimica
N=\3v2
ON ()
2 . s .
Segunda derivada fr) = 0°E Funcién Fukui
ONSv(r)
(r.r) = §%E Respuesta lineal
AT =\ Suayev(n)
_(9°E Hiper dureza
V= \on3
v(r)
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Tercera derivada 5°E > Descriptor dual o funcién

@) () — = ——
[ =Af(r) = <6N6v(r) Fukui de segundo orden

Si se observa con detenimiento las derivadas de la energia, podemos dividir en dos
categorias, la primera que contiene a y, n y v son independientes de las coordenadas
espaciales y describen la reactividad global. Mientras que p(r), f(r) y Af(r) son dependientes
de la posicidn en el sistema y proveen informacion de selectividad local®’. Mientras que la
funcién de respuesta lineal es un término no local y que representa la variaciéon de la
densidad electrdnica en un punto r cuando el potencial externo se modifica en el punto r’.

5.12.3 Descriptores globales de la reactividad

Con el fin de entender la reactividad del sistema se harda uso de diferentes
descriptores de la reactividad, tanto algunos nombrados con anterioridad como otros de los
gue hablaremos.

El potencial quimico p, que se puede expresar como el negativo de la
electronegatividad x, mide la tendencia de escape de los electrones/ la atraccion del sistema
por los electrones y que a partir de la aproximacion de diferencias finitas podemos calcular
como’47:

I+A
p=—"=-x (20)

1
h=-Xx=3 (Egomo — ELumo) (21)

La segunda ecuacidn utiliza la aproximaciéon de Koopmans’®, en términos de la
energia del orbital de mas alta energia ocupado (Exomo) y el orbital de menor energia
desocupado (E.umo) . Por otro lado | representa la energia de ionizacién y A la afinidad
electrdnica, que representan una medida de la energia requerida para remover un electrén
de un sistema neutro en el estado basal y la energia cuando un sistema neutro en el estado
basal captura un electrén respectivamente’®. Estos descriptores son calculados mediante
por la aproximacién de Koopmans o de manera exacta mediante:

I=E(N-1)—-E(N) (22)
A=EWN)—EN+1) (23)

Que representan los sistemas catidnicos (N-1) y anidnicos (N+1) de nuestras
moléculas. Por su parte la dureza quimica n, medida de la resistencia de las transferencia de
carga intramolecular’4’>, nos hablard sobre la estabilidad del sistema en cuestién y junto con
la blandura quimica global S, medida de |la capacidad de un sistema a reaccionar, tendremos
una descripcion importante de la reactividad quimica, dichos términos seran calculados
mediante:
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n=I1—-A (24)
(25)

Parr y sus colaboradores’’ definen el indice de electrofilicidad w como el cambio de
energia de un electréfilo cuando estd en contacto con un perfecto nucleéfilo, de manera
que:

2 2
w=‘2‘—n=)2(—77 (26)

_(q+4)y
© =80T A) (27)

De manera conjunta tenemos el indice de potencia electrodonador w y el indice de
potencia electroaceptor w* como una medida de la respuesta del sistema a substraer y/o
adicionar carga y que podemos calcular mediante las siguientes formulas’:

, (I +43)? )8
~16(I — A) (28)
__@B1+4)?
161 — A) (29)

5.12.4 Descriptores locales de la reactividad

Los descriptores locales de la reactividad nos permiten entender el comportamiento
de un sitio atdmico especifico o una region espacial en la molécula. Siendo la principal la
densidad electrénica por si misma y que a partir de ella podemos calcular las funciones Fukui
(FF) que se definen de la siguiente manera’®’8:

fr) = (agz(\; ))vm - (5%))N (30)

Como p(r), f(r) estd normalizada y obedece la condicién de cuspide. Dado que la
pendiente de la curva p(r) frente a N es discontinua para valores enteros de N, hay diferentes
tipos de FF, una para ataque nucleofilico, electrofilico y para ataques radicalarios. Por medio
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de las diferencias finitas y la aproximacion core congelado, las FF pueden ser expresadas de
la manera siguiente’®78:

ap\" -

Fr@) = (55) = pua = pu() = prywo(r); ataque mucleofilico  (31)
ON/v(ry
Ipe

f~(r)= (_p) = on(r) — pn—1(T) = promo (r); ataque electrofilico  (32)
aN U(T)

£ 5 (F )+ F~() = 5 [ouumo () + puowo (] ataque radicalario  (33)

La aparicion de la densidad de los orbitales frontera en el indice de reactividad hace
una conexion directa con la teoria de orbitales frontera de Fukui. Un sitio entonces con una
gran valor de FF es energéticamente favorable para reactivos con transferencia
electrénica’”°y que corresponde a un gran cambio en py por ende una gran reactividad. Al
igual que con las ecuaciones anteriores, podemos expresar las FF en términos condensados,
es decir, con carga atémicas en vez de densidades orbitalicas, de manera que’®:

fi = qe(N + 1) — g, (N): ataque nucleofilico (34)

fi = q(N) — q(N — 1): ataque electrofilico (35)
1

= 5 [qx (N + 1) — qx (N — 1)]; ataque radicalario (36)

Donde gk es la poblacidn electrénica o carga atémica del atomo k en una molécula.
La naturaleza de la particion de la densidad en un esquema de analisis poblacional
seleccionado dicta la magnitud de fi. Si bien las FF pueden ser buenos descriptores de la
reactividad intramolecular, resultan deficientes a la hora de describir la reactividad
intermolecular. Para solucionar este problema, existen dos descriptores de reactividad local
a usar, la blandura local”®”° s%(r) y la filicidad’®2% w(r). Por medio de una identidad asociada
a la constriccion de normalizacién de las FF, s%(r) y su variante condensada a 4tomos s§ son
definidos mediante’®:

s(r)=S-f(r) (37)
Sk =S fi (38)

La filicidad es definida mediante??:

w(r)=w-f(r) (39)
we =" fi (40)

Asi entonces podemos usar la blandura local para analizar las interacciones blando-
blando mientras que la filicidad puede ser usada para entender las interacciones electréfilo-
nucledfilo.

5.13 Herramientas computacionales
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Los métodos computacionales se basan en el calculo de las superficies de energia
potencial (PES) de las moléculas, de ella se puede derivar informacidn estructural y quimica
de la molécula®. Los tipos bésicos de célculos que se realizan con los diferentes métodos
son:

e (Cdlculo de la energia en un punto: La energia para una disposicién dada de los
atomos en un modelo o para un conjunto de coordenadas. O sea, “un punto”
en la PES.

e Optimizacion geométrica: Consiste en la modificaciéon sistematica de las
coordenadas atémicos de un modelo dando como resultado una geometria
donde las fuerzas netas en la estructura son iguales a cero. O sea, una
busqueda sistematica en la PES hasta llegar a un minimo.

e Calculo de propiedades: Es la prediccidon de determinadas propiedades fisicas
y quimicas, tales como la carga, momento dipolar o el calor de formacion.

Los métodos computacionales pueden también realizar mds funciones especificas
tales como busquedas conformacionales y simulaciones dindmicas moleculares.

5.14 Desarrollo in silico de farmacos

La quimica computacional es una rama de la quimica que utiliza computadoras para
ayudar a resolver problemas quimicos, estudia la estructura electrénica de sélidos y liquidos
y disefia nuevos materiales y medicamentos®. Utiliza resultados de la quimica tedrica,
incorporados en programas para asi calcular las propiedades de las moléculas. El término in
silico abarca hoy los métodos dedicados a este fin, in silico se refiere al hecho de que se
utilizan computadoras, las cuales tienen silicio en su hardware. Un ejemplo de método in
silico conocido son los métodos QSAR, basados en la hipdtesis de que la estructura molecular
es la responsable de todas las actividades.

Desarrollar y evaluar estrategias predictivas para dilucidar el modo de impacto
biolégico de los productos quimicos ambientales es un objetivo principal, la actividad
bioldgica de cualquier compuesto quimico se basa en su reconocimiento apropiado por un
objetivo bioldgico especifico, como lo puede ser una enzima o un receptor®l. Podemos
definir el “mecanismo de accion” terapéutica como la descripcidn molecular detallada de
eventos clave en la induccidon de una respuesta bioldgica, el mecanismo esta relacionado
entonces con su “modo de accién” que podemos definir como la descripcidon de eventos y
procesos clave, comenzando con la interaccién de un agente con la célula a través de
cambios funcionales y anatémicos, dando como resultado un punto final de salud3%82,

5.15 Modelado por homologia

El conocimiento de la estructura tridimensional de una proteina es imprescindible si
se desea comprender a fondo su mecanismo de funcionamiento o llevar a cabo el disefio
racional de farmacos que se unan a ella. No obstante, la determinacién experimental de
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estructuras de proteinas es una tarea que a menudo resulta dificil de ejecutar, debido a la
imposibilidad de obtener cantidades suficientes de proteina purificada, asi como dificultades
en el proceso de cristalizacién®3. Los métodos de modelado molecular se han convertido en
un complemento indispensable de las técnicas experimentales. En la actualidad son usados
rutinariamente para investigar la estructura, dindmica y termodinamica de sistemas
biolégicos, inorganicos y poliméricos. Entre las actividades bioldgicas investigadas
encontramos el plegamiento proteico, la catalisis de enzimas, la estabilidad de proteinasy el
reconocimiento molecular.

Dependiendo de la disponibilidad de plantillas homdlogas en las bases de datos como
Protein Data Bank (PDB), los métodos computacionales para la prediccion de la estructura
de proteinas se pueden clasificar generalmente en dos categorias: modelado basado en
plantillas (TBM) o modelado sin plantillas (FM). La primera de ellas construye los modelos
estructurales con base a las estructuras de plantillas identificadas al pasar la secuencia a
través de PDB, mientras que FM construye modelos desde cero sin utilizar estructuras de
plantilla globales.

Zhang vy colaboradores®*, han desarrollado una nueva metodologia
Threading/ASSembly/Refinement (TASSER) para la prediccion automatizada de estructuras
terciarias, que generan modelos de longitud completa reordenando fragmentos continuos
identificados por el algoritmo de subprocesamiento PROSPECTOR_3 #. El método probd
desarrollar puntos de referencia a gran escala, con plantillas generadas tanto por
subprocesos como por alineaciones estructurales. A menudo los modelos finales estdn
mucho mas cerca de los nativos que las plantillas. El procedimiento de
ensamblaje/refinamiento consiste en la identificacidn de la plantilla de ajuste, el ensamblaje
de fragmentos y la combinacion del modelo final®®.

5.16 Acoplamiento molecular o docking

Un ejemplo importante de un problema de optimizacién es determinar la mejor
alineacién de dos moléculas entre si, tipicamente tratando de encajar una molécula pequeia
(ligando) en una estructura grande, como una proteina o un acido nucleico, un proceso
conocido como acoplamiento molecular (docking).A veces se tiene una estructura de rayos
X de una enzima, obtenida del PDB, con un ligando unido para identificar el sitio activo®.
Otras veces no se tiene esta informacion experimental y el sitio activo se busca mediante el
procedimiento del “docking ciego”®2.

Las herramientas de modelado molecular in silico en tres dimensiones (3D) basadas
en la simulaciéon de acoplamiento receptor/enzima-ligando en estructuras cristalinas de
proteinas y/o modelos de homologia de receptores se han utilizado de forma fiable en la
investigacion y el desarrollo de farmacos durante décadas. Las metodologias de
acoplamiento molecular son utiles para revelar facetas de activacién e inactivacidn,
mejorando asi la comprensién mecanicista y prediciendo la actividad de unidn del ligando

44



molecular®’. Las mads comunes aproximaciones para estimar la calidad de unién durante el
disefio de procesos durante el docking molecular se basan en tres estrategias®:

1. Campos de fuerza motivados fisicamente
2. Funciones de puntuacién empirica
3. Funciones de puntuacién de bases conocidas

Los campos de fuerza tratan a las moléculas como conjuntos de esferas conectados
por resortes, cada resorte tiene valores dptimos de longitud, dngulos de torsiéon y dngulos
con respecto a otros resortes. La desviacidn de estos valores éptimos da como resultado la
deformacion y, en consecuencia, las energias de deformacién bajas corresponden a
conformacion de ligandos favorables®:82, La energia de interaccion ligando-receptor se
estima en términos de interacciones no unidas, mas comidnmente por los potenciales de
Coulomb y VdW, a veces aumentado por un término explicito para las contribuciones de los
puentes de hidrégeno.

5.16.1 Metodologia docking

Las funciones de puntuacidn de energia son funciones matematicas que se utilizan
para estimar la energia de unidn de un ligando al sitio activo de la proteina diana y para
localizarlo en caso de no conocerlo. No obstante, resulta un punto aun no del todo
desarrollado en el acoplamiento, debido a que en muchos casos es incapaz de reproducir
con precision los datos vinculantes experimentalmente.

Los términos de energia electrostatica y estérica generalmente se incluyen junto con
la evaluacion explicita de la interaccion de enlaces de hidrogeno®8!, Mientras que
simplifican la termodinamica del evento de unién. La energia de enlace se deriva de un
estiramiento de enlace, dngulo de enlace, dngulo de torsidn y términos energéticos de
angulo de torsion incorrectos como previamente hemos mencionado.

Ligand (L) L-T Complex
‘ AE bing

e
—

Target (T)

1. where?

=) 2. how?

3. stability? | Scoring

Docking

Figura 14. Puntos clave del Docking. Imagen extraida de Jensen®°.
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El acoplamiento de un ligando en un sitio de unidn necesita calcular varios grados de
libertad. Estos son los seis grados de libertad de traslacidén y rotacion de un cuerpo con
respecto a otro y luego los grados de libertad conformacional del ligando y de la proteina.
Una busqueda sistematica de todos los enlaces rotativos de una molécula similar a un
farmaco no es eficiente desde un punto de vista computacional porque el nimero de
posibles combinaciones de los rotameros aumenta exponencialmente con el nimero de
enlaces rotativos®. Los algoritmos de busqueda abordan este problema y tienen como
objetivo explorar el espacio quimico. Por su parte la flexibilidad de las proteinas se pude
incluir en el protocolo mediante la generacién “sobre la marcha” de las conformaciones de
la cadena lateral mientras se generan los puntos del sitio activo de la proteina®-®2. Estos
algoritmos se denominan métodos de acoplamiento flexible, donde se evaltan las
conformaciones que estdn cerca de la estructura objetivo determinada experimentalmente.

5.16.2 Funciones de puntuacion

Las funciones de puntuacidn de energia son funciones matematicas que se utilizan
para estimar la energia de unidn de un ligando al sitio activo de la proteina diana y para
localizarlo en caso de no conocerlo. No obstante, resulta un punto aun no del todo
desarrollado en el acoplamiento, debido a que en muchos casos es incapaz de reproducir
con precision los datos vinculantes experimentalmente.

Los términos de energia electrostatica y estérica generalmente se incluyen junto con
la evaluacion explicita de la interaccion de enlaces de hidrogeno®8!, Mientras que
simplifican la termodinamica del evento de unién. La energia de enlace se deriva de un
estiramiento de enlace, dngulo de enlace, dngulo de torsidn y términos energéticos de
angulo de torsion incorrectos como previamente hemos mencionado.

1. Funciones de puntuacion basadas en campo de fuerza de mecanica molecular:
lig rec

Ecniace = Zz _——+ 332 4i4;
Tij €oTij

i=1j=1
2. Funcién de puntuacién empirica:

Eenlace EO + Ehb z f(AR A“) + ElOTL z f(AR A“) + Ellpo Z |Allp0| + ErotNROT

ion lipo
3. Funcién de puntauon de bases conocidas:
lig rec lig lig
Eyptoce = ¥ Z Z E () +(1—7) z E,(SASA, SASA,) + z E;(SASA, SASA,)

i=1j=1
Figura 15. Clasificacion convencional de las mas populares funciones de puntuacion.®

Las funciones de puntuacidon pueden ser agrupadas en tres familias (figura 15):
campos de fuerza de mecanica molecular, empiricas y funciones de puntuacién conocidas.
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En la mecénica molecular, se incluye las contribuciones intramolecular e intermolecular. Las
moléculas son representadas usando campos de fuerza especificos en los dtomos y tipos de
enlace centrados con cargas parciales. La energia de enlace deriva de la compresion de
enlaces, el angulo de enlace y la torsidn del angulo. Por su parte la energia electrostatica es
estimada usando la ecuacién de Coulomb, mientras que para las contribuciones de van der
Waals se utiliza la energia de Lennard-Jones.

Las funciones de puntuaciéon empiricas aproximan la energia de enlace como la suma
de términos sin correlacion. Los coeficientes son obtenidos por un andlisis de regresién de
un conjunto de ligandos conocidos experimentalmente junto con su energia de enlace para
el objetivo. Las funciones de puntuacién conocidas son compuestas por multiples
caracteristicas de moléculas relacionadas a los modos de unidén ligando-receptor. Las
caracteristicas son a menudo distancias atomo-atomo entre proteina y ligando en el
complejo, asi como también interacciones moleculares por puente de hidrégeno.
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Metodologia computacional

6.1 Hardware utilizado

Los procesos de acoplamiento molecular que fueron realizados usando el software
de AUTODOCK y AUTODOCK vina®” asi como el andlisis de interacciones por medio de
Discovery Studio Visualizer®® se realizaron en un equipo personal de cdmputo y un clister
Linux, el primero con un procesador Intel Core i5-9400F de 2.90 GHz, 16 GB de memoria
RAM, 1 TB de espacio de almacenamiento y una tarjeta de video GTX 1660 Super de 6 GB.
Por otro lado, la optimizacién de las geometrias y el andlisis poblacional fue realizada de
manera remota en el Laboratorio Nacional de Caracterizacién de Propiedades Fisicoquimicas
y Estructura Molecular de la Universidad de Guanajuato, esto por medio del CLUSTER LINUX
llamado PIPILA, el cual cuenta con 1152 CPUs de procesadores AMD series 6000, 4.6 TB de
memoria RAM, 16 TB de almacenamiento.

6.2 Detalles computacionales

6.2.1 Modelado por homologia

El disefio de las proteinas homdlogas se realiza por medio del servidor I-TASSER®4 que
utiliza un enfoque jerdrquico para la prediccidon de estructuras de proteinas y la anotacién
de funciones basadas en la estructura. Identifica las plantillas de estructuras de la base de
datos de PDB? mediante el enfoque de multiples subprocesos, con modelos atémicos de
longitud completa construidos mediante simulaciones iterativas de ensamblaje de
fragmentos basados en las plantillas. Después se vuelven a armar los modelos 3D a través de
la base de datos de funciones de proteinas de BioLiP *!. Para la proteina IL-18 no se tiene un
modelo 3D de su estructura proveniente de ratas por lo cual es necesario realizar un modelo
homdlogo para ser utilizado en los estudios de acoplamiento molecular. La secuencia fue
obtenida de la base de datos del National Center of Biotechnology Information (NCBI)®® y
posteriormente los modelos fueron evaluados por medio del servidor ProSA-Web®! que
genera un puntaje de calidad general para las estructuras dadas, si el modelo esta fuera del
rango caracteristico de las proteinas nativas, este probablemente contenga errores, de igual
manera provee un modelo de calidad local para determinar residuos problematicos.

*1 Informacidn disponible en la pagina web de I-TASSER. https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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6.2.2 Optimizacion y calculos CDFT

El disefio de los ligandos para el calculo de los descriptores de la DFT conceptual
(CDFT) fueron realizados mediante el paquete de software Gaussian View 5 y Gaussian 09°2
donde se realizé una optimizacion completa de la geometria usando el funcional M06-2X%*y
usando el conjunto de funciones base 6-311+G(d,p), bajo este procedimiento se generé las
moléculas con geometria optimizada de melatonina y sus metabolitos activos (figura 16).
Estas se usaron para calcular los descriptores de la reactividad de la CDFT y que
posteriormente también fueron usados para el acoplamiento molecular. Para calcular las
funciones Fukui condensadas se realizé un analisis poblacional de Hirshfeld tanto para la
melatonina y sus metabolitos activos, el nivel de teoria utilizado fue también el funcional
MO06-2X/6-311+G(d,p). Tanto los descriptores como las funciones Fukui fueron calculadas
usando las formulas mencionadas en el apartado de Teoria de los funcionales de la densidad.
Se calcularon los descriptores globales de dureza y blandura, asi como el potencial de
ionizacion, la afinidad electrénica y la electronegatividad, finalmente se obtuvieron los
valores para la electrofilicidad, esto tanto para la melatonina como sus metabolitos activos.
Ademas de las FF como descriptores locales, se calculara la blandura local.

Melatonina e

-

Figura 16. Moléculas de melatonina y sus metabolitos activos disefiadas en GaussView. Se presenta en gris los atomos
de carbono, en blanco los atomos de hidrégeno, en azul el nitrégeno y finalmente en rojo el oxigeno. Se utilizé una base
MO06-2X con un nivel de teoria 6-311+G(d,p).
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6.2.3 Caracteristicas del acoplamiento molecular
(docking)

Para estudiar las posibles interacciones entre la melatonina, asi como sus
metabolitos, con las citocinas participantes del proceso inflamatorio durante el dafo renal,
se realizard un estudio de docking haciendo uso del software AutoDock 4.2 y AutoDock
Vina®’. Se sometieron al proceso los ligandos mencionados al inicio de esta seccién y como
macromolécula se tomard a las siguientes proteinas: IL-18, IL-13 y MCP-1. Primero se
realizard un docking ciego con el fin de determinar el sitio de unién entre ligando y
macromolécula, los resultados se comparardn con aquellos obtenido del servidor
ProteinPlus®® para asi elegir el mejor sitio de interaccion. Posteriormente se efectuard un
docking dirigido y flexible para mejorar las puntuaciones y afinidades del complejo. El
docking se llevard a cabo por medio de ambos softwares, utilizando un pardametro de
busqueda de tipo algoritmo genético y un nimero de evaluaciones exhaustivas, con valor de
2.5x10°.

Para entender el efecto de los ligandos de melatonina en la interleucina IL-18, se hara
un docking proteina-proteina a través del servidor ClusPro®4, utilizando tanto la citocina
como su receptor, conocido como IL-18Ra. El servidor generara las estructuras,
denominadas por el programa como clister, con mayor estabilidad de interacciones tanto
electrostdtica, como hidrofébica y de VdW.
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Anadlisis y resultados

7.1 Modelo homologo: IL-18
7.1.1 Validacion

Debido a la falta de la estructura 3D de la citocina IL-18 (de rata) en una base de datos
como lo es PDB, es necesario disefiar y trabajar con un modelo homdlogo para determinar
una estructura tridimensional modelo de dicha proteina. Herramientas como I-TASSER nos
permiten lograr tal propdsito, no obstante, es necesario validar el método para tener certeza
de que el resultado sera el adecuado, para ello estd el servidor ProSa-Web que evaluara la
calidad de nuestro modelo de proteina homologa e indicard si contiene aminodcidos
problematicos (con errores estadisticos) en su estructura. Primero se realizard el protocolo
con una proteina prueba cuya estructura terciaria se encuentre en la base de datos de PDB,
se toma entonces la citocina IL-18 (humano) y se somete de manera paralela su secuencia
en |-TASSER para que se genere la plantilla correspondiente. Esta prueba serd comparativa y
permitirda conocer de primera mano la similitud entre la proteina obtenida de manera
experimental y aquella generada computacionalmente.

Figura 17. Resultados de calidad general para el modelo homélogo de la citocina IL-18 (humano) obtenidos mediante
ProSA-Web.

I-TASSER genera los 5 mejores modelos construidos, es necesario entonces elegir uno
de ellos para trabajar, para esto ProSA-Web evalula la calidad general y calidad local de dichos
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modelos. La figura 17 presenta los modelos de calidad general para la citocina IL-18
(humano) cada modelo se representa por un punto de color negro. De trasfondo se observan
puntos que representan las proteinas de tamafo similar a nuestro modelo, por un lado, se
tienen aquellas proteinas determinadas experimentalmente por resonancia magnético
nuclear (NMR) en azul obscuro, mientras que aquellas determinadas por Rayos-X se ilustran
en color gris. Lo ideal seria que nuestra proteina homologa se sitle dentro de este conjunto
de puntos, en una parte central, se observa que efectivamente todos los modelos aparecen
en una posicién central, como referencia extra se tiene al modelo 3 cuya ubicacion se puede
ver ligeramente desplazada hacia arriba. Para asi poder discriminar el mejor resultado, se
tiene un dato numérico, el Z-score cuyo valor negativo es proporcional a la calidad del
modelo, el cual mide la desviacién de la energia total de la estructura con respecto a una
distribucién de energia derivada de conformaciones aleatorias, ergo, el modelo nimero 5
posee el mejor valor de Z-Score, un valor de -7.42, encontrandose dentro del rango de
conformaciones nativas y su posicién es central respecto a las proteinas nativas de tamafio
similar, de manera complementaria se observa que el modelo 3 posee un Z-Score de -5.27,
el valor mas alto entre las plantillas homologas.
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Figura 18. Modelo de calidad local para la plantilla nimero 5.

Por otro lado, en la figura 18, tenemos el modelo de calidad local para la plantilla nUmero 5,
esta grafica muestra las energias en funcién de la posicién de la secuencia de aminodcidos. En
general, valores positivos corresponden a partes problematicas o erroneas de la estructura. Debido
a las fluctuaciones energéticas de cada residuo es necesario suavizar la curva para poder comparar,
por ende, se calcula la energia promedio sobre cada fragmento de 40 residuos (verde obscuro) y
sobre un fragmento de 10 residuos (verde claro). Para nuestro modelo 5, se observa que la ventana
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de 40 residuos muestra resultados negativos, valores estables para cada uno, mientras que para una
ventana de 10 residuos existe una pequefia parte que muestra residuos problematicos, en general el
modelo es aceptable y posee suficiente estabilidad para ser una proteina de estructura nativa.

Finalmente, el mejor modelo es el nimero 5, cuya estructura 3D generada por I-TASSER se
presenta en la figura 19-B, donde se compara con la estructura obtenida de manera experimental y
gue se encuentra en la base de datos de PDB, figura 19-A. Se puede observar como el modelo posee

Figura 19. Comparacion de modelos: A) descargado directamente de PDB B) Mejor modelo calculado por I-TASSER

una gran similitud, teniendo una estructura en general idéntica, con una distribucién semejante de
motivos y encontrandose solo algunos detalles diferentes. Por lo tanto, se puede concluir de esta
calibracion inicial, que la generacion de modelos homdlogos por medio del servidor I-TASSER sera
adecuado para el desarrollo de nuestro estudio.
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7.1.2 Seleccion del modelo

Con base en la metodologia presentada se procedié a generar el modelo homdlogo de la
citocina IL-18 (figura 20), para ello se obtuvo primero la secuencia de NCBI y posteriormente se
introdujo en I-TASSER, el servidor nos generé los 5 mejores modelos que posteriormente fueron
sometidos a una evaluacién, cada uno, a través de ProSA-Web (figura 21).

Pssm-ID: 294069 Cd Length: 113 Bit Score: 95.75 E-value: 2 94e-26

1a 28 k] 48 58 68 70 Lile
gi 30171319 78 ESQTRLITYMYK-DSEVRGLAVTLSVKDGRMsTLSCKNK- - - - ITSFEEMNPPENIDDIKSDLIF-FQKRVPGHNKMEFE 151
Cdd:pfamd@34@ 1 NLEVKFDMSFYKgESDDSKIPYTLGIKGKKL-YLSCVKEgdkpVLQLEEVEIPKLIPNKESDKRFFFIKSESKNY-VKFE 78

2 180 110
]

gi 30171319 152 SSLYEGHFLACQKEDDAFKLVLK---RKDENGDKS 183
Cdd:pfamd@340 79 SAAYPGWFLATKQEEDLPVLLLNtagGQDSITDFQ 113

Figura 20. Secuencia de aminoacidos de la citocina IL-18 de rattus novergicus
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Figura 21. Modelos de calidad general de la citocina IL-18 (rata), obtenidos mediante ProSA-Web.
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Figura 22. Modelos de calidad locall de la citocina IL-18 (rata), obtenidos mediante ProSA-Web.

Se presentan los resultados de la evaluacidn de calidad general para los modelos homdlogos
de la citocina IL-18 de rata. De nuevo se tiene la comparativa del modelo (punto negro) con respecto
a otras proteinas de tamafo similar. El modelo A, asi como el modelo C presentan una tendencia en
su ubicacion hacia la parte superior, por otro lado, el modelo B y el modelo E sugieren una mayor
posibilidad der ser los elegidos. De nuevo se realiza la eleccién a través del Z-Score, el modelo B tiene
el valor mas negativo correspondiente a -4.75, un valor adecuado para proteinas nativas similares.
De manera complementaria el modelo de calidad local (figura 22) muestra como los modelos Ay C
tienen aminoacidos altamente inestables en comparacion con el modelo B que, aunque posee
aminodcidos fuera del rango de estabilidad, en general su estructura refleja un buen
comportamiento. Es por ello que se elegird al modelo B para usar en las pruebas de acoplamiento
molecular.

Finalmente se presentan las estructuras tridimensionales de las 5 mejores plantillas en la
figura 23 y se remarca al modelo B, siendo el mejor modelo al presentar un valor estable de Z-score
y teniendo una estructura asequiblemente estable.
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Figura 23. Modelos tridimensionales de las plantillas homologas correspondientes a la citocina IL-18 (rata), obtenidos
mediante I-TASSER.
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7.2 Acoplamiento molecular

7.2.1 Estudios docking: IL18 con MT y metabolitos
activos

Al tener ya un modelo homdlogo de la citocina IL-18 se procedié a realizar el estudio de
acoplamiento molecular por medio del software AutoDock 4.2 y AutoDock Vina. Para identificar el
mejor sitio de unién primero fue realizado un docking ciego, con una caja abarcando el total de la

proteina, posteriormente se obtuvieron los mejores modos de unidn. De manera paralela se
compard con la informacidn obtenida mediante el servidor Protein Plus. De manera complementaria
las interacciones fueron detectadas usando el programa Discovery Studio Visualizer.
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Figura 24. Se presentan los 10 mejores modos de unién con energia de enlace (izquierda) y eficiencia del ligando (derecha) obtenidos
mediante el acoplamiento de la citocina IL-18 y la melatonina junto con sus metabolitos activos.

El programa devuelve las 10 mejores poses de unidn entre ambas especies y que se presentan
en la figura 24 a través de la energia de enlace (fig.24 izquierda) y la eficiencia del ligando (fig.24
derecha). De estos resultados se puede observar que todas las poses obtenidas poseen energias
negativas, lo que significa que los complejos formados por la citocina IL-18 y los ligandos son
energéticamente estables, el ligando que presenta una mejor energia de enlace es el 30HM con -
6.09 kcal/mol, seguido de AFMK con -6.01 kcal/mol, la melatonina con -5.84 kcal/mol y finalmente el
AMK presentando -4.79 kcal/mol, esto para la primera pose. De manera general se observa la
tendencia de mayor estabilidad energética por parte del 30HM, mientras que la melatonina conserva
una mejor energia que el AFMK. Por otro lado, la eficiencia del ligando da una métrica de los valores
de energia de unién promedio por dtomo, la energia de unidn normalizada por el tamafio del
compuesto, esto ayuda a conocer los ligandos con mejor potencia de afinidad de unidn
independientemente de su tamafio. Se aprecia un comportamiento similar al ya descrito, donde el
ligando 30HM muestra una mejor eficiencia con un valor de -0.36 kcal/mol y que se mantiene a lo
largo de los 10 modos de uniodn, seguido esta la melatonina que presenta -0.34 kcal/mol, luego el
AFMK con -0.92 kcal/mol y finalmente el AMK con -0.28 kcal/mol. Todas las eficiencias devuelven un
valor de energia estable, para cada una de las especies.
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Figura 25. Energias de afinidad para el acoplamiento entre la citocina IL-18 y los ligandos melatonina y
sus metabolitos activos obtenidas mediante un proceso de docking ciego.

De manera complementaria se realizd el proceso de acoplamiento con AutoDock vina cuyos
resultados se muestran en la figura 25, que presenta las energias de afinidad para cada uno de los
ligandos con la citocina IL-18. Para todas las 4 especies se observan valores de afinidad negativas,
valores que confirman la estabilidad energética del complejo formado, por otro lado, se tiene un
comportamiento similar al obtenido por el software AutoDock 4.2, lo cual es una buena evidencia de
la precision del proceso. El ligando 30HM mantiene la mejor afinidad con respecto a los demas con
un valor de -6.4 kl/mol, al tomar en cuenta sdlo el primer modo de unién cuya energia es la mas
estable, tendremos después del 30HM a la MT con -6.1 kJ/mol, AFMK con -5.9 kJ/mol y AMK con -
5.9 kJ/mol, un comportamiento que se repite. De manera global, todos los resultados son favorables,
al menos los primeros tres modos de cualquiera de las especies tienen una afinidad muy buena, no
obstante, aun no se podria distinguir cual serd el ligando que tenga mayor efecto sobre la
macromolécula.
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7.2.2 Optimizacion con disolvente

Si bien es cierto que, durante el proceso de acoplamiento molecular, el programa se encarga
de rotar el ligando y realizar flexibilizaciones para encontrar los mejores modos de unién, la
estructura de partida durante el docking tiene mucha influencia en el resultado final. Para mejorar la
aproximacion del sistema, se optimizo la geometria de nuestros ligandos para un medio que simule
disolvente acuoso. En la figura 26 se muestran los resultados de acoplamiento para la optimizacion
en fase gas y en disolvente, este ultimo calculado con el modelo SMD. Los ligandos MT y AMK
tuvieron un mejor desempefio en cuanto a las energias al ser previamente optimizadas en disolvente
con valores de -6.45 kcal/mol y -6.27 kcal/mol respectivamente, inclusive la MT llegé a tener energias
mas estables que el 30HM cuya primera pose para ejemplificar, tiene una energia de enlace de -5.96
kcal/mol y finalmente el AFMK mostrd, para su primera pose una energia de enlace de -5.26 kcal/mol.
De manera contraria el AFMK tuvo valores energéticos menos estables al ser optimizados en
disolvente, llegando a caer por debajo de AMK. Con respecto a la eficiencia de ligando se mantuvo el
mismo comportamiento descrito para la primera pose obtenida, liderando la MT con un valor de -
0.38 kcal/mol, seguido de AMK con -0.37 kcal/mol, después 30HM con -0.35 kcal/mol y finalmente
el AFMK con -0.28 kcal/mol. No obstante, a lo largo de las 9 poses restantes el 30HM obtiene valores
mas estables de energia que el AMK. Como se observa en la figura 26.

» Melatonina ®» AFMK ® AMK

()]
L
w

Energia de enlace (kcalfmol)
Eficiencia del ligando (kcal/mol)

® Melatonina = AFMK = AMK m30HM

Modos de union 2 Modos de union

131 181 T8I 781 191 1B "JI "Jl ! ~ 1ERY VAT TR T80 81 T "v'l "syl 5' it
-0.05 ‘ ‘
1 ¢ - 25 | {
: 5 , | | ‘ !

Energia de enlace (kcal/mol)
Eficiencia del ligando (kcal/mol)

» Melatonina » AFMK ® AMK = 30HM * Melatonina ® AFMK ® AMK & 30HN

Modos de union g Modos de union

Figura 26. Resultados de energia de enlace y eficiencia del ligando, donde se ha optimizado el ligando en medio gas
(arriba) y en medio acuoso (abajo), del acoplamiento entre IL-18 y melatonina y sus metabolitos
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7.2.3 Docking dirigido y flexible

Con base en los resultados obtenidos durante cada uno de los procesos de docking ciego, y
complementando con el servidor ProteinPlus, se identificé el sitio de unién con mayor capacidad
farmacoldgica y cuyos ligandos tuvieran mejor afinidad, posteriormente se realizé un docking
dirigido, donde se limité el espacio de busqueda a una regidon determinada y al mismo tiempo se
flexibilizaron residuos que presentaron interaccién con los ligandos en determinada cavidad. El
proceso fue realizado mediante un pardmetro de busqueda de algoritmo genético y un nimero de
evaluaciones exhaustivas de 2.5x10°.

Poses de union Poses de unicn
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Figura 27. Energias de afinidad para docking ciego (azul) y docking dirigido y flexible (naranja) entre la citocina IL-18 y
los ligandos MT y sus metabolitos activos obtenidos mediante AutoDock Vina

La comparacion de energias de afinidad entre el docking ciego y el docking dirigido y flexible
se puede advertir en la figura 27. Las lineas azules representan el docking ciego mientras que las
lineas naranjas muestran el resultado una vez realizado el docking de manera dirigida y con
determinados residuos flexibilizados, estos residuos se eligieron con base en aquellos que mostraban
interacciones durante el docking ciego. El panorama general muestra como el proceso mejord las
energias de afinidad para todos los ligandos, alcanzando valores de energias mas estables para el
complejo formado en cada uno de los 9 modos de unién obtenidos por el software. De manera
individual, el 30HM sigue siendo el ligando con energia mas estable con un valor ahora de -7.7
kJ/mol, seguido por AFMK con -7.4 kJ/mol, después se tiene a la MT con -7.1 kJ/mol para finalmente
llegar a AMK con -6.6 kl/mol por otro lado, tanto 30HM como AFMK mostraron tener mejores
energias de afinidad respecto a la MT, mientras que AMK tiene una mejor afinidad en cuanto a la
comparacién de los 9 modelos con respecto a la melatonina, esto es un reflejo de la capacidad
mejorada que tienen los metabolitos activos para actuar en el cuerpo humano una vez que la MT se

metaboliza. Otro detalle interesante es que el segundo proceso de docking permitié una mejor
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diferenciacidn, en cuanto a valores de afinidad, entre los modos de unién, en comparacién al docking
ciego donde varias poses de uniéon compartian misma afinidad.
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Figura 28. Grafica comparativa de afinidad entre la citocina IL-18 y la MT, asi como sus metabolitos.

Para generar un panorama sobre la afinidad de los ligandos con la citocina IL-18 la figura 28
muestra una comparacion entre los distintos ligandos utilizados cabe aclarar de nuevo, que la
afinidad no debe ser tomada como un valor definitivo para determinar el mejor ligando, no obstante,
su comportamiento a lo largo de las 9 poses puede dar una idea sobre las distintas opciones posibles
por medio del cual un ligando interacciona con una cavidad. La figura 28 nos habla de cémo un
ligando va teniendo distinta pose u orientacidn para con un sitio, esto tomando en cuenta que para
cualquiera de los ligandos hay un sitio predilecto, y del cual se hablard mas adelante. El 30HM
mantiene este comportamiento a lograr valores de afinidad mas negativos, después se encuentra el
AFMK, posteriormente el AMK que, aunque sus tres primeras poses no superan a la MT, el resto
mantiene un buen comportamiento. En general saltos grandes de energia en la afinidad indican un
cambio de la ubicacién donde el ligando se une, mientras que energias muy cercanas sefialan cambios
en la orientacién dentro del mismo sitio o cavidad.
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7.2.4 Interacciones: IL-18 con MT

La metodologia de acoplamiento utilizada permite conocer la forma en que el ligando MT
interacciona, asi como la ubicacidn probable dentro de la citocina IL-18. Como se indicd previamente
se realizé un docking ciego para conocer el sitio de unién de nuestro ligando, la figura 29.A muestra
el resultado obtenido del docking ciego realizado por AutoDock Vina, se ubica la cavidad donde se
incrusta el ligando MT, justo se puede observar la pose de unién con mayor afinidad, no obstante,
dicha cavidad albergd a 7 de las 9 poses, indicando la gran afinidad de dicho sitio con respecto al
ligando. Por otro lado, para complementar la bisqueda del sitio activo de la proteina, se determiné
la cavidad de mayor capacidad farmacolégica (DD) a través del servidor ProteinPlus, y cuyo resultado
se muestra en la figura 29.B, el volumen de color amarillo muestra el sitio que tiene la mayor
probabilidad de, al interaccionar con un ligando, provocar un cambio en la proteina que genera una
reaccién bioquimica en el cuerpo®, dicha cavidad muestra un volumen de 474.88 A3, una superficie
de 701.9 A2y un DD=0.83, las mejores caracteristicas respecto a otras posibles cavidades. Conforme
a ambos resultados se selecciona dicha cavidad como nuestro sitio de unidn, en este caso ambos
lugares coinciden, la figura 29.B muestra de manera representativa el sitio donde se ubicaria la MT
dentro de la cavidad elegida, se une dentro de dicho volumen y logra interaccionar con diferentes
residuos que conforman el sitio de union.

Figura 29. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-18 y el ligando MT. Se muestra la cavidad donde se

ubicé el modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacién con afinidad obtenida en AutoDock. B) Cavidad de

mayor capacidad farmacoldgica obtenida en ProteinPlus.
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Figura 32. Interacciones entre la citocina IL-18 y el ligando MT. A) Superficie electrostatica y B) superficie hidrofébica.
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Como previamente se ha indicado, tras determinar el sitio de unidn de la citocina IL-18, el
resultado fue mejorado por medio de un docking dirigido y en el cual se han flexibilizado distintos
residuos del sitio de unién (figura 30), los cuales fueron elegidos con base en las interacciones
detectadas durante el primer docking. En la figura 31 se presentan las interacciones detectadas entre
la citocina IL-18 y el ligando MT en modelos tanto 3D (figura 31-A) y en 2D (figura 31-B). El ligando
MT ha demostrado tener energias de afinidad estables y que se encuentran en un rango medio
respecto a los restantes ligandos, por medio del software Discovery Studio se detecta que
interacciona con distintos residuos del sitio de union de la citocina IL-18, encontrandose
interacciones de tipo hidrofébicas con MET148 e ILE19, asi como interacciones de tipo electrostaticas
con ASP20 (figura 32). Es notable la presencia de interacciones no covalentes con el sistema nt de la
MT, el cual logra un efecto estabilizador resultante entre los enlaces sigma de grupos metilo tanto
de la ILE19 como de la MET148 y con los orbitales p cercanos del sistema m aromatico, esto
probablemente dado por un efecto inductor debido a la presencia de grupos tiol y amino que generan
un desplazamiento en la densidad de carga de los aminoacidos y por ende un posible electrdfilo, las
distancias van desde 3.75 A hasta 3.96 A. También es posible visualizar la aparicion de una interaccién
no favorable que se presenta entre un hidrégeno de la MT y otro hidrégeno del grupo amino de la
GLN139, ambos polarizados y presentando densidades positivas que llegan a encontrarse, esto es
importante ya que no solo es necesario considerar las interacciones benéficas para la formacion del
complejo, sino que también aquellas interacciones que lleguen a presentar un problema de unién
posterior. La presencia de un puente de hidrogeno de 3.43 A poco mayor que el formado entre
moléculas de agua, y un angulo de 139.81° ligeramente mayor al encontrado en moléculas de agua
y cetonas, se genera entre la ARG141 cuyo hidrégeno polar forma una asociacidn con los pares libre
del oxigeno de tipo éter que une al sistema aromdtico con un grupo alquilo de la MT y que este ultimo
tiene también una interaccién no covalente del tipo alquilo con la ILE19.

7.2.5 Interacciones: IL-18 con AMK

Para el caso del ligando AMK, se puede observar el resultado del docking ciego en la figura
33 que muestra el resultado de AutoDock Vina (fig. 33.A) y ProteinPlus (fig. 33.B). El lugar en el que
descansan los ligandos coincide con los resultados del acoplamiento con MT, siendo la misma cavidad
y por ende con las mismas propiedades, con una DD=0.83 y que para la figura 33.B se resalta en color
naranja los residuos por medio del cual interacciona el ligando con la proteina receptora. Por parte
del acoplamiento, las 9 poses de unidn generadas se ubican en esta misma cavidad, cambiando
solamente la orientacién de la molécula ligando. Este dato confirma la afinidad que tiene el ligando
AMK por dicho sitio de unién y complementando los resultados obtenidos del acoplamiento con MT.
Con base en estos resultados se eligié el sitio de unidn correspondiente al ligando en cuestion, por
otro lado, ProteinPlus permite identificar el sitio de unidn al cual llega el ligando y que se resalta con
una malla de color amarillo, los residuos en color naranja son aquellos con los cuales AMK tienen
interacciones como resultado del acoplamiento, entre ellos se encuentra LYS14, LEU96, LYS140 y
ARG141, estos residuos seran tomados en cuenta para el docking dirigido.
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Figura 33. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-18 y el ligando AMK. Se muestra la cavidad
donde se ubicé el modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion con afinidad obtenida en
AutoDock. B) Cavidad de mayor capacidad farmacolégica obtenida en ProteinPlus.

Figura 34. Primera pose resultante del docking flexible entre la citocina IL-18 y el ligando AMK.
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Figura 35. Interacciones detectadas entre la citocina IL-18 y el ligando AMK en modelo 3D (izquierda) y B) 2D (derecha).

Figura 36. Interaccion entre la citocina IL-18 y el ligando AMK. Superficie electrostatica A) y superficie hidrofébica B).

El modelo de docking ciego fue mejorado por medio de un docking dirigido y flexible, y cuyo
resultado puede observarse en la figura 34 donde se visualiza tanto el ligando AMK como los residuos
flexibles de la citocina IL-18 con los que ahora interacciona resultado del docking flexible. Por otro
lado, en la figura 35 se presentan las interacciones detectadas entre la citocina IL-18 y el ligando AMK
tanto en 2D como 3D, presentando principalmente dos interacciones, que son las hidrofébicas y las
de puente de hidrdgeno, y cuya superficie se observa en la figura 36, que muestra una division
marcada como resultado de la interaccién con AMK. La superficie de color café muestra las zonas
hidrofdbicas, donde predominantemente encontramos las interacciones en las que interviene el
sistema pi, mientras que la superficie azul muestra las zonas lipofilicas donde se aprecia la formacién
de puentes de hidrégeno. El ligando AMK mostré tener energias de afinidad que, aunque menores
que el resto de los ligandos, son energias estables.

Entre las interacciones no covalentes estd aquella formada entre el sistema pi de la PHE18
con los enlaces sigma del metilo unido al grupo éter del AMK a una distancia de 3.96 A. Ademds, se
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observa la formacién de interacciones alquilo con el mismo grupo terminal metilo, consecuencia de
un efecto inductor originado por el &tomo de oxigeno cercano, con los residuos LEU96 y MET148 que
presentan distancias de 5.09 A y 5.31 A respectivamente. De manera similar se tiene las
interacciones esta vez del sistema pi del AMK con las cadenas carbonilas de ILE19 a una distancia de
4.94 A, asi como con ARG141 a 4.44 A de distancia. Los puentes de hidrégeno se forman con el
hidrogeno del grupo amino del AMK como especie donante e interacciona con el oxigeno
perteneciente al grupo carboxilo del GLU15 a una distancia de 2.27 A y formando un angulo de
133.59 °, por otro lado, se tiene otro puente de hidrégeno formado entre el grupo carbonilo del AMK
e hidrégeno del grupo metilo de la ARG141 a una distancia de 2.15 A y formando un éngulo de 133.82
°. Con este ultimo aminodacido, sin embargo, se presenta una interaccién no favorable debido a la
cercania de los grupos donadores que presentan densidades positivas, del hidrégeno perteneciente
al grupo amino del AMK y los hidrégenos de la ARG141.

/.2.6 Interacciones: IL-18 con AFMK

Se estudid el posible sitio de unién del ligando AFMK con la citocina proinflamatoria IL-18, un
docking ciego fue realizado obteniéndose asi las 10 mejores poses de unién, la figura 37.A muestra
la pose de unidn con mejores energias tanto de enlace como de eficiencia de ligando. La cavidad
donde se unié el AFMK y que se muestra en la figura mencionada, alberga 7 de las 9 mejores poses
devueltas por el software AutoDock, lo cual es un buen indicativo de la preferencia del ligando por
dicho sitio. El resultado fue comparado con el obtenido por el servidor ProteinPlus y que se muestra
en la figura 37.B, el sitio de unién generado coincide con el obtenido en AutoDock y siendo este el
mismo sitio que resulta con la MTy el AMK. La cavidad en general se muestra resaltada con una malla
color amarillo, posee las mismas caracteristicas ya mencionadas previamente con un DD=0.83 y se
resaltan en color naranja los ligandos con los cuales interacciona el AFMK y que se observan en el
docking ciego, encontrandose los residuos LYS14, PHE18, ILE19, LEU96, LYS140, ARG141 y MET148.
Con base en estos resultados se eligid dicho sitio de unién para realizar el docking dirigido y flexibilizar
los ligandos previamente mencionados.
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Figura 37. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-18 y el ligando AFMK. Se muestra la cavidad donde se ubicé el
modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion Obtenida en AutoDock. B) Cavidad de mayor capacidad farmacolégica
obtenida en ProteinPlus.

Figura 38. Primera pose resultante del docking flexible entre la citocina IL-18 y el ligando AFMK.
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Figura 40. Interacciones detectadas entre la citocina IL-18 y el ligando AFMK en modelo 3D (A) y 2D (B).

Con base en los resultados obtenidos del docking ciego y complementando con los resultados
de ProteinPlus, se realizé el docking dirigido entre la citocina IL-18 y el ligando AFMK, cuyo resultado
se visualiza en la figura 38 la cual muestra la primera pose con mejor energia de afinidad en donde
es posible contemplar los residuos flexibilizados. Ademas la figura 39 presenta las superficies de
interaccion que se forman entre la citocina IL-18 y el ligando AFMK, tanto la superficie electrostatica
(fig. 39.A) dominada principalmente por los puentes de hidrégeno y la formacion de un puente salino,
mientras que la superficie mostrada en la figura 39.B resalta las zonas de interacciones consecuencia
de las interacciones hidrofébicas, entre las que encontramos interacciones de tipo pi-sigma, pi-
alquilo e interacciones de tipo alquilo-alquilo. También se puede advertir las interacciones
detectadas entre la citocina y el ligando AFMK en modelos tanto 2D como 3D (fig. 40 By A
respectivamente). El AFMK mostro tener buenas energias de enlace, asi como eficiencia del ligando
y afinidad, solo por debajo del 30HM, del mismo modo muestra una gran cantidad de interacciones
con la citocina, en consecuencia, resalta como un muy posible candidato a ser el ligando con mayor
posibilidad de lograr el efecto bioquimico buscado al ser uno de los principales metabolitos, junto al
AMK, en los que se convierte la MT.

Inicialmente se encuentran las interacciones no covalentes de tipo hidrofébicas, que se
forman entre la densidad electrénica del sistema aromatico del ligando AFMK con los grupos alquilo
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de los residuos de ARG141, ILE19, PHE18 y MET148 con una distancia de 5.00 A, 3.67 A, 5.34 Ay
3.85 A respectivamente. Ademas, se tiene la presencia de interacciones hidrofébicas de tipo alquilo
con el metilo que sufre un efecto inductor debido al oxigeno del grupo ceto en el AFMK y que
interacciona con los ligandos LEU96 y ARG141 a una distancia de 4.19 A y 4.30 A respectivamente.
Por otro lado, entre la formacidn de interacciones electrostaticas se tiene un puente salino entre el
hidrogeno perteneciente al amino terminal del AMK y el grupo carboxilo terminal del residuo ASP20
a una distancia de 2.05 A. Ademas, se visualiza la formacién de una interaccién de tipo pi-azufre
entre la densidad del grupo aromatico del AMK y el azufre perteneciente a la MET148 con una
distancia de 4.23 A. Finalmente se detectan 3 posibles puentes de hidrégeno, dos de ellos se forman
con el oxigeno del carbonilo terminal del AMK que actia como atomo aceptor mientras que como
atomo donador se tiene al hidrégeno del grupo amino del ASN21 con una distancia de 2.38 A y un
angulo de 133.52 ° y el hidrégeno del grupo amino del ASN190 a una distancia de 2.13 A y un dngulo
de 143.5 °. El tercer puente de hidrogeno que se detecta, se forma entre el H del grupo acetamida
del AMK como donador y como aceptor el oxigeno del grupo carboxilo del ASP20 a una distancia de
2.31 A y formando un angulo 130.13 °.

7.2.7 Interacciones: IL-18 con 3OHM

Finalmente, se realizé el estudio de acoplamiento molecular para el ligando 30HM con la
citocina IL-18, un docking ciego permitié obtener las 10 mejores poses de unidn entre dichas
especies, en la figura 41.A se observa la cavidad donde se localiza la primera pose, que arrojo la mejor
energia de enlace y eficiencia del ligando, asi como afinidad. La cavidad donde se une el ligando
30HM alberga 7 de las 9 poses de unidn, esto es un buen indicativo sobre la afinidad que hay del
ligando con dicha cavidad. Por su parte ProteinPlus coincide en la ubicacién del mejor sitio de unién
al poseer la mayor capacidad farmacoldgica con un valor de DD=0.83, este sitio, el cual se encuentra
remarcado con una malla amarilla en la figura 42.A es el mismo sitio que comparten el resto de los
ligandos previamente expuestos y por ende con las mismas caracteristicas. Asi entonces los 4
ligandos comparten el mismo sitio de unidn. El ligando 30HM interacciona, segun la informacion
obtenida del docking ciego, con residuos de la citocina alrededor de su sitio de unién entre los que
se observa a la LYS14, LEU96 Y ARG141, teniendo naturalezas tanto hidrofébicas como
electrostaticas.
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Figura 41. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-18 y el ligando 30HM. Se muestra la cavidad donde se ubicé el
modo de unidn de mayor afinidad. A) Visualizacion Obtenida en AutoDock. B) Cavidad de mayor capacidad farmacolégica
obtenida en ProteinPlus.

Figura 43. Interaccion entre la citocina IL-18 y el ligando 30HM. Superficie electrostatica A) y superficie hidrofébica B).
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Figura 44. Interacciones detectadas entre la citocina IL-18 y el ligando 30HM en modelo 3D (A) y 2D (B).

De manera analoga con el resto de los ligandos, se realizé un refinamiento de los resultados
del acoplamiento molecular, mediante un docking dirigido y flexibilizando residuos que previamente
se han encontrado interaccionan con el ligando, la figura 42 muestra la primera pose de unién entre
la citocina IL-18 y el ligando 30HM, este modo de unién mejoré sus valores de afinidad con respecto
al docking ciego, el 30HM en general muestra los mejores resultados de afinidad al ser comparado
con el resto de los ligandos. La figura 43 por su parte presenta las superficies de interaccion
resultantes de la unidn entre ambas especies, tanto la superficie electrostatica (fig. 43.A) como la
superficie hidrofdbica (fig. 43.B) dentro de la cual se tienen las pocas interacciones detectadas. En la
figura 44 se muestran los residuos con los cuales forma interacciones de tipo hidrofdbicas el ligando
30HM con la citocina IL-18, se encuentra que, a pesar de sus buenas energias de afinidad, solo dos
interacciones se forman, las cuales resultan de la densidad electrénica del grupo aromatico del
ligando con grupos alquilo pertenecientes a un grupo etilo y un grupo sec butilo de la ARG141 vy la
ILE19 a distancias de 4.63 A y 4.89 A respectivamente, mientras que no se advierten interacciones
de tipo electrostaticas o no favorables, tampoco puentes de hidrégeno, esto es un resultado
importante, ya que a pesar de dominar los resultados de energia en el docking, no parece formar
muchas interacciones no covalentes que le den estabilidad al sistema
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Tabla 3 Resumen de los residuos de la citocina IL-18 que interactiian con los diferentes ligandos durante el docking

Ligando Afinidad Aminoacidos interactuantes y distancia (A)
de unién Puentes de hidrégeno Interaccion Interaccidn
(kJ/mol) Hidrofdbicas electrostatica
MT 7.1 ARG141(3.43) ILE19(3.75), ASP20(3.84)

MET148(3.96),
MET148(3.39)

AMK 6.6 GLU15(2.27), PHE18(3.96), -
ARG141(2.15) LEU96(5.09),
MET148(5.31),
ILE19(4.94)
AFMK 7.4 ASN190(2.13), LEU96(4.19), ASP20(2.05)
ASN21(2.38), ARG141(5.00),
ASP20(2.31) MET148(3.85),

ILE19(3.67),
PHE18(5.34)

30HM 7.7 ARG141(4.63)
ILE19(4.89)

El estudio de acoplamiento molecular permitié establecer el sitio de unién de la citocina IL-
18 por medio del cual se une a la MT y sus metabolitos activos, la cavidad en cuestion fue idéntica
para todos y cada uno de los ligandos, mientras que la diferencia consistié en la orientacion y la
formacidn de interacciones entre ambas especies, la tabla 3 contiene un resumen de los residuos que
interactlan con los diferentes ligandos, asi como la distancia a la que se forman. El ligando 30HM
presento las mejores energias de afinidad, mientras que AFMK presenté la mayor cantidad de
interacciones. Se han encontrado en su mayoria interacciones de tipo hidrofdbicas, la mayoria de
ellas consecuencia de la interaccidn pi debido al ciclo aromdatico de los ligandos, por otro lado,
algunas pocas interacciones electrostaticas fueron observadas ademas de la presencia de puentes de
hidrégeno entre las especies. En conclusiéon, los ligandos generan complejos energéticamente
estables en un mismo sitio de unién con la citocina IL-18, siendo AFMK el que probablemente tenga
la capacidad de intervenir en el proceso de interaccion con IL-18.
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7.2.8 Estudios docking: IL13 con MT y metabolitos
activos

Las citocinas como ya se ha hablado anteriormente tienen la capacidad de autorregularse,
asi como regular a otras citocinas, por lo cual es comun encontrarse con pares de citocinas donde
una inhiba la otra como control. Una de ellas es la citocina antiinflamatoria IL-13, que tiene la
capacidad de controlar la respuesta proinflamatoria de citocinas como IL-1, IL-12 asi como IL-18 en
condiciones fisioldgicas al actuar como inmunoreguladoras y por ende limitar el efecto de las
citocinas proinflamatorias®®. No obstante, si el origen de la inflamacién persiste, la respuesta
antiinflamatoria puede ser insuficiente para contrarrestar los dafos debido a una respuesta
inflamatoria constante. Por lo tanto, se estudia la interaccion de la citocina antiinflamatoria IL-13 con
los ligandos de melatonina y sus metabolitos activos con el fin de descartar la interaccion privilegiada
ante la citocina IL-18.

El objetivo principal de esta seccidn es estudiar la afinidad que tiene la citocina IL-13 con la
MT y sus metabolitos, el modelo tridimensional de la IL-13 se obtuvo de la base de datos de PDB con
codigo 3VBC mientras que los ligandos ya previamente se han construido y optimizado en la secciéon
anterior. El estudio se realizard mediante acoplamiento molecular por medio del software AutoDock
4.2 y AutoDock Vina utilizando un parametro de busqueda de algoritmo genético y un nimero de
evaluaciones exhaustiva de 2.5x10°. Para identificar el sitio de unidn se realizé un proceso similar al
de la citocina IL-18, primero fue realizado un docking ciego, con una caja abarcando el total de la
proteina y posteriormente se obtuvieron los mejores modos de unién. De manera paralela se
compard con la informacion obtenida mediante el servidor Proteins Plus para asi complementar la
informacién y finalmente las interacciones fueron detectadas usando el programa Discovery Studio
Visualizer.

POSES DE UNION POSES DE UNION
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ENERGIA DE ENLACE (KCAL/MOL)
EFICIENCIA DEL LIGANDO (KCAL/MOL)

-6

*MT »AMK = AFMK = 30HM
*MT »AMK ®=AFMK ®30HM

Figura 45. Energia de enlace (izquierda) y eficiencia del ligando (derecha) entre la citocina IL-13 y la MT y sus
metabolitos, datos obtenidos por acoplamiento molecular mediante un docking ciego.

En la figura 45. se muestran los resultados de tanto la energia de enlace como de la eficiencia
del ligando obtenido mediante el acoplamiento molecular ciego. Por un lado, la energia de enlace
muestras resultados con valores negativos para los 10 modos de unidn, lo que significa que todas las
estructuras formadas son estables. El ligando que muestra una energia de enlace mas estable es el
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AMK con -6.59 kcal/mol, seguido de la MT con -6.46 kcal/mol, después esta el ligando 30HM con un
valor de -6.03 kcal/mol y finalmente el AFMK con una energia de enlace de -5.89 kcal/mol, esta
comparacion es con respecto a la primera pose. De manera general el ligando 30HM muestra el
mejor comportamiento para todas las poses de unién junto con la MT que pierde un poco mas de
energia con los modos de unién finales. La eficiencia del ligando que permite conocer la energia de
unién excluyendo el tamafio de los ligandos muestra un comportamiento similar. El ligando AMK
junto con la melatonina tienen las energias mas estables con valores de -0.39 kcal/mol y -0.38
kcal/mol respectivamente. Asi posteriormente se tiene al 30HM con un valor de -0.35 kcal/mol y
finalmente el AFMK con -0.31 kcal/mol. Las tendencias también se mantienen donde el 30HM
muestra poca variabilidad en sus diferentes poses y manteniéndose en los mismos valores.

Poses de union Poses de union

Poses de union

Figura 46. Energias de afinidad para el acoplamiento entre la citocina IL-13 y los ligandos MT y sus metabolitos activos
obtenidas mediante un proceso de docking ciego

El estudio del sitio de unidn se complementa utilizando AutoDock Vina bajo las mismas
caracteristicas como tamafio de la caja, parametro de bldsqueda y nimero de evaluaciones. La figura
46 muestra el resultado obtenido para los 4 diferentes ligandos utilizados con la citocina IL-13. Todas
las afinidades arrojan valores de energia estable (negativos) en la formacién del complejo en
cuestion. Enfocando en la primera pose de unidn, el ligando 30HM presenta la afinidad con valor
mas negativo de -7.3 kJ/mol, enseguida esta la MT con -5.6 kJ/mol y posteriormente tanto el AMK
como el AFMK con valores de -5.2 kJ/mol y -5.1 kl/mol respectivamente, siendo despreciable la
diferencia entre ambos. La afinidad por los ligandos cambia entonces con respecto a los resultados
de AutoDock, no obstante, se tiene que todas las poses de unién mantienen este comportamiento
de energias estables, por lo cual muestra resultados generales iguales en cuanto a la estabilidad
cualitativa.
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7.2.9 Docking dirigido y flexible de la citocina IL-13

De manera analoga se procedidé a realizar un Docking dirigido limitando el espacio donde
pueden interactuar los ligandos MT y sus metabolitos activos, asi como realizar una flexibilizacién de
los residuos de la citocina IL-13 que se encontraron durante el docking ciego, los cuales interactdan
al formar el complejo. Seguido se utilizd el servidor ProteinPlus para caracterizar las propiedades
espaciales y de capacidad farmacoldgica del sitio de unién. Se utilizé un parametro de busqueda de
tipo algoritmo genético y un nimero de evaluaciones exhaustivas de 2.5x106.

Poses de union Poses de union
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Figura 47. Energias de afinidad para docking ciego (morado) y docking dirigido y flexible (azul) entre la citocina IL-13 y los
ligandos MT y sus metabolitos activos obtenidos mediante AutoDock Vina

Para comparar la diferencia de energias de afinidad entre el docking ciego y el dirigido se
presenta la figura 47 que muestra los resultados obtenidos mediante AutoDock Vina, en color
morado se aprecia el resultado del docking ciego mientras que en color azul el dirigido, es claro que
se muestra una mejoria de los resultados para cualquiera de los 4 ligandos, por su parte 30HM
mostré un comportamiento irregular que se repitié en diferentes corridas del cdlculo, no obstante la
mayoria de las poses poseia siempre una energia mas estable en el docking dirigido. Se muestran las
9 mejores poses de unidn, al centrarse en la primera de estas poses se tiene que el ligando 30HM
mostré el mejor valor de afinidad con -7.4 kJ/mol, seguido de AMK y MT con -7.0 klJ/mol y -6.9 kJ/mol
respectivamente, para finalmente encontrarse el ligando AFMK con una afinidad de -5.8 kJ/mol. En
general todos siguen mostrando energias estables, a pesar de que 30HM mostré la mejor afinidad
en la primera pose, sus restantes decaen rapidamente, siendo entonces MT quién muestra una mejor
energia en conjunto, seguido AMK y finalmente AFMK. Se observa como los ligandos AFMK y AMK
cambian de lugar en comparacién con la citocina IL-18, donde el AFMK muestra valores mds bajos de
afinidad con respecto al AMK, situacién contraria a IL-18 donde el AFMK mejoré bastante su energia
tras el acoplamiento dirigido, por otro lado, se mantiene al 30HM con mejores afinidades y se ubica
a la MT en un valor intermedio en el acoplamiento con cualquiera de las dos citocinas.
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Figura 48. Grafica comparativa de afinidad entre la citocina IL-13 y la MT, asi como sus metabolitos.

Finalmente, se muestra una comparacion directa entre las afinidades resultantes del docking
flexible y dirigido entre la citocina IL-13 y los 4 ligandos (fig. 48). Se visualiza como el 30HM mantiene
las mejores energias de afinidad, cabe recordar a partir de séptima pose sufre una caida prominente
con respecto a su resultado de docking ciego, seguido MT presenta las mejores tendencias de
energias teniendo apenas unas pocas variaciones entre cada uno de los modos de unién, por su parte
AMK mostré ser el segundo metabolito con mejor afinidad ubicdndose después de MT y
manteniendo valores casi constantes a partir de la cuarta pose, por ultimo se encuentra la interaccion
del AFMK que a diferencia de la citocina IL-18, aqui se muestra con la peor afinidad con respecto a
los demds metabolitos. Tanto IL-13 como IL-18 muestran gran afinidad con el ligando 30HM que
recordemos es un metabolito de la MT que se genera de manera considerable en condiciones de
estrés oxidativo, mientras que en condiciones fisiolégicas normales se presentan de manera
equilibrada los ligandos AFMK y AMK, este ultimo entonces muestra mejores resultados para ser un
probable candidato de unidn con IL-13, no obstante, presenta menores energias que la MT. Es
necesario entonces, observar el comportamiento de las interacciones que se forman entre los
ligandos para dar una conclusién al respecto del ligando privilegiado en la unién.
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7.2.10 Interacciones: IL-13 con MT

Conforme al plan de trabajo se utilizé el software AutoDock y AutoDock Vina para determinar
el sitio de unidon mas probable, dicha informacidén se compard con los resultados obtenidos por medio
del servidor Proteins Plus. Los resultados se observan en la figura 49. Se muestra la pose de unidn
con mejor afinidad entre la citocina IL-13 y el ligando MT (fig. 49.A), dicha cavidad de unién alberga
a 4 de las 9 poses correspondientes, una segunda cavidad mantiene a otros 4 modos de unidn,
mientras que el Ultimo esta en otra ubicacidn de la citocina, por lo cual es necesario decidir sobre el
posible sitio de unidn. La cavidad mostrada en la figura 49 contiene a la pose de mejor afinidad con
un valor de -5.6 kJ/mol y a su vez los otros tres modos de unién mantienen una energia superior a -
5.0 kJ/mol, por otro lado, el conjunto de los restantes 4 modos de unién que comparten la otra
cavidad poseen energias de afinidad menores a los -5.0 kJ/mol, ademas los resultados de ProteinPlus,
cuya imagen se muestra en la figura 49.B sefialan con una malla amarilla la cavidad que posee una
mayor capacidad farmacoldgica, con un valor de 0.82, presenta ademas una superficie de reaccion

de 1 389.77 A2 y un volumen de 832.51 A3. Esta cavidad es aquella que se comparte con la mejor
pose de unidén asi como con otros 3 modos distintos, mientras que los restantes 4 modos que
comparten este sitio de unién resultan tener una DD= 0.72 un valor que si bien no es malo, resulta
menor que el primer sitio mencionado, de igual manera tanto su drea como volumen son mucho
menores también, lo cual limita el espacio disponible para que un ligando se una, es por ello que se
considera como el sitio de unién mas probable el que coincide con la primera pose de unién. En la
figura 49.B también es posible observar los residuos que conforman la cavidad, asi como aquellos
gue se encontro interaccionan con el ligando, estos residuos se resaltan en color blanco.

Figura 49. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-13 y el ligando MT. Se muestra la cavidad donde se ubicé el
modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizaciéon con afinidad obtenida en AutoDock Vina. B) Cavidad de mayor
capacidad farmacoldégica obtenida en ProteinPlus. Se advierte como ambas cavidades coinciden.
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Figura 50. Docking obtenido del acoplamiento flexible y dirigido entre la citocina IL-13 y el ligando MT.

Figura 51. Superficies de interaccion entre la citocina IL-13 y el ligando MT. A) Superficie electrostatica y B) superficie
hidrofébica.
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Figura 52. Interacciones detectadas entre la citocina IL-13 y el ligando MT en A) modelo 3D y B) modelo 2D.
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Un segundo proceso de acoplamiento fue realizado con la citocina IL-13 y la MT, esta vez se
utilizé un docking dirigido con base en la informacién obtenida previamente del docking ciego, de
igual manera se flexibilizaron distintos residuos de la proteina para darles una mayor libertad de
interaccion, el resultado de dicho acoplamiento se muestra en la figura 50 que muestra la pose de
union con mejor afinidad. La figura 51 indica las superficies de interaccién formadas entre la citocina
y el ligando MT, es notable como en la figura 51.A no muestra cambios de propiedades
electrostaticas, manteniendo la mayor parte de esta superficie sin carga salvo unos pequeias zonas
de densidad positiva donde localizamos la formacion de puentes de hidrégeno, por otro lado en la
figura 51.B encontramos el mapa de la superficie hidrofébica que recordamos la zona café
corresponde a zonas hidrofilicas mientras que la zona azul a zonas lipofilicas, en esta caso es notorio
esta separacion dado por la zona azul y que contiene a los puentes de hidrégeno, mientras que la
zona café contiene interacciones de tipo apilamiento .

De igual manera en la figura 52, se muestran las interacciones detectadas entre el ligando
MT y la macromolécula IL-13 tanto en 3D (fig. 52.A) y en formato 2D (fig. 52.B) donde encontramos
aquellas interacciones no covalentes construidas a partir de interacciones hidrofébicas como lo es el
apilamiento pi formado de la interaccion entre las densidades electrdnica de los sistemas aromaticos
de la MT con el residuo PHE80 a una distancia de 3.99 A. Ademas se tienen las interacciones formadas
debido a efectos electrostaticos que integran los puentes de hidrégeno del oxigeno perteneciente al
grupo metoxilo como grupo aceptor de la MT y el hidrogeno como donador de puente de hidrégeno
correspondiente al grupo amino de la GLN79 con una distancia de 2.65 Ay formando un dngulo 92.04
°, un angulo algo pequefio por lo que es posible que se genere con un poco de tensién, asi también
se tiene la formacion de otro puente de hidréogeno con el oxigeno carbonilo de la MT con cualquiera
de los dos hidrégenos disponibles del grupo amino de ASN38 a una distancia de 2.69-2.88 A y un
angulo de 92.78 ° aproximadamente.

/7.2.11 Interacciones: IL-13 con AMK

Continuando con el ligando AMK, en la figura 53.A se visualiza el resultado del acoplamiento
con la citocina IL-13, se muestra la pose con la mejor afinidad la cual muestra un valor de -5.2 kJ/mol.
La cavidad donde descansa el ligando se comparte entre 7 de las 9 poses dando entonces una buena
tendencia para unirse el AMK en dicho sitio, asi mismo la cavidad es la misma que se eligid para la
MT, de tal manera que posee las mismas propiedades ya mencionadas previamente donde se resalta
la DD=0.82. Por su parte en la figura 53.B se muestra la cavidad correspondiente dada por el servidor
Proteins Plus dentro del cual se muestran los residuos que conforman dicha cavidad, asi como se
resaltan en blanco aquellos que interaccionan con el ligando AMK, entre ellos estan MET33, TRP35,
GLUA49, ASN53 entre otros, residuos que serdn tomados en cuenta para el docking dirigido.
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Figura 53. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-13 y el ligando AMK. Se muestra la cavidad donde se ubicé el
modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion con afinidad obtenida en AutoDock Vina. B) Cavidad de mayor
capacidad farmacoldgica obtenida en ProteinPlus.

Figura 55. Superficies de interaccidn entre la citocina IL-13 y el ligando AMK. A) Superficie electrostatica y B) superficie
hidrofébica.
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Figura 56. Interacciones detectadas entre la citocina IL-13 y el ligando AMK en modelo 3D (izquierda) y B) 2D (derecha).

Con base en los resultados tanto del docking ciego como de Protein Plus, fue realizado un
docking dirigido donde fueron flexibilizados diferentes residuos de la macromolécula para que
interactuaran con mayor libertad con el ligando AMK, el resultado se observa en la figura 54 que
presenta el modo de unién de mayor afinidad (-7.0 kl/mol). Con este modelo de interaccién
mejorado se procedio a conocer las interacciones presentes entre ambas especies, la figura 55
muestra las superficies de interacidén tanto electrostatica (fig. 55.A) donde se visualizan zonas de
cargas positivas una de ellas conteniendo un puente de hidrégeno asi como la superficie hidrofdbica
(fig. 55.B) que muestra mayores zonas lipofilicas en las cuales estan presentes interacciones de tipo
apilamiento .

En cuanto a las interacciones formadas entre el ligando AMK y los residuos de Ia
macromolecula se presentan en la figura 56 que contiene tanto un modelo 2D como el modelo 3D
de dichas interacciones. Como parte de las interacciones no covalentes encontramos aquellas
resultado de la densidad electrdnica del sistema aromdtico del AMK con el sustituyente indol del
residuo TRP35, dos posibles interacciones entonces pueden llegar a formarse a distancias de 3.91 A
y 4.29 A. No obstante este mismo residuo puede llegar a cambiar su orientacién debido a la posible
generacidn de una interaccion no favorable debido a la repulsién de las densidades electrénicas
positivas de los hidrégenos del grupo amino de ambas especies. Tambien se observa la generacion
de posibles puentes de hidrégeno donde el ligando AMK actua tanto como donador, como aceptor,
por un lado el hidrégeno de su grupo amino forma un puente con la densidad del par libre de
electrones del oxigeno carbonilo del ASN53 a una distancia de 2.14 A y con un dngulo de 156.4 °.
Ademas forma un segundo puente de hidrégeno esta vez con el oxigeno del grupo metéxi del AMK
como grupo aceptor y los hidrégenos del grupo amino de la LYS89 a una distancia de 2.29 A, asi como
un angulo de 138.46 °.
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7.2.12 Interacciones: IL-13 con AFMK

Para el caso del ligando AFMK, el cual mostré una muy buena afinidad, asi como generacion
de interacciones con IL-18, se estudié por medio de acoplamiento molecular ahora con la citocina
antiinflamatoria IL-13. En la figura 57.A se advierte el resultado del docking ciego entre ambas
especies, se muestra la pose de mayor afinidad no obstante esta misma cavidad contiene a 6 de las
9 poses obtenidas por el software lo cual es indicativo de la buena afinidad por dicho sitio. Por su
parte Proteins Plus mostrd coincidir con el sitio de unién donde se muestran los residuos que
componen la cavidad en la figura 57.B, asi como aparecen resaltados en color blanco aquellos
residuos que se encontré formaron interacciones con el ligando AFMK, entre ellos se tiene a la
GLUA49, la HIS84, asi como HIS73, SER55, VAL54 entre otros. La cavidad entonces donde se alberga el
ligando AFMK coincide con los anteriores ligandos ergo, tendrd entonces las mismas caracteristicas
de drea y volumen, asi como DD=0.82.

Figura 57. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-13 y el ligando AFMK. Se muestra la cavidad donde se ubicé el
modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion Obtenida en AutoDock. B) Cavidad de mayor capacidad farmacolégica
obtenida en ProteinPlus.

Figura 58. Primera pose resultante del docking flexible entre la citocina IL-13 y el ligando AFMK.

83



ntery

Figura 59. Superficies de interaccidn entre la citocina IL-13 y el ligando AFMK. A) Superficie electrostatica y B) superficie
hidrofébica.
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Figura 60. Interacciones detectadas entre la citocina IL-13 y el ligando AFMK en modelo 3D A) y 2D B).

Por su parte, el docking dirigido mostré mejorar las afinidades respectivas de los modos de
unidn entre la citocina IL-13 y el ligando AFMK, el resultado se muestra en la figura 58 donde estd
presente el primer modo de unién el cual tiene la mejor energia de afinidad con un valor de -5.8
kJ/mol. Asi también la figura 59 presenta las superficies de interaccidn entre ambas especies, en este
caso el ligando AFMK resulta estar rodeado entre los diferentes ligandos de la macromolécula, por
tanto, la superficie electrostatica cubre el ligando teniendo escasas zonas con carga, salvo aquellas
donde hay una densidad positiva debido a los puentes de hidrégeno y una zona con carga negativa
debido al grupo metoxilo, aunque ambas zonas son muy poco densas. Por otro lado, la zona
hidrofdbica en color café muestra una mayor densidad al ser formada por las interacciones de tipo
alquilo e interacciones pi.

Al igual que sucedio con la citocina IL-18, AFMK presenta una gran cantidad de interacciones
al mejorar los resultados de afinidad con el docking dirigido, entre las interacciones formadas estdn
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aquellas no covalentes correspondientes a efectos hidrofdbicos del sistema pi del AFMK con los
enlaces sigma de VAL75 a una distancia de 3.62 A, asi como con los grupos alquilo de la VAL85 a 5.35
A de distancia, por otro lado la densidad pi del AFMK forma una interaccién de traslape con la
densidad de la PHE80 a 4.60 A de distancia y por ultimo interacciones hidrofébicas entre los grupos
alquilo del metilo terminal del grupo metoxilo del AFMK y VAL75 con una distancia de 4.63 A. Por su
parte los puentes de hidrégeno estan presentes en gran cantidad al tener inclusive un puente de tipo
intramolecular de 2.94 A entre el oxigeno del grupo carbonilo y los hidrégenos del grupo amida del
AFMK, este inusual puente puede tener su origen en la compresion que sufre el ligando al ser
rodeado por la citocina IL-13. Ademas, se tienen otros puentes de hidrogeno de tipo intermolecular
como aquel formado por el oxigeno del grupo metoxilo del AFMK con los residuos GLY78 y ASN53 a
una distancia de 1.99 Ay 2.94 A, asi como angulos de 113.6 ° y 93.58 ° respectivamente, otro puente
de hidrogeno presente es aquel formado entre el residuo ASN53 con oxigenos tanto del grupo
carbonilo como del grupo amida del AFMK a distancias de 2.46 A y 2.80 A, asi como angulos de
132.44° y 95.38° respectivamente.

7.2.13 Interacciones: IL-13 con 3OHM

Por ultimo, se realizé un andlisis de acoplamiento molecular entre la citocina IL-13 y el ligando
30HM por medio de un docking ciego para conocer el posible sitio de union entre ambas especies,
obteniéndose asi las 9 mejores poses de union. La figura 61.A muestra la pose de unién con mayor
afinidad y que de igual manera comparte ubicacién con otras 4 poses mas, las cuales presentan
energias de afinidad similares, menores a -6.0 kl/mol. Por otro lado, Proteins Plus muestra en la figura
61.B el sitio de mayor capacidad farmacoldgica que coincide con el sitio de unién dado por AutoDock
Vina y que se sefiala con una malla de color amarillo, de igual manera los residuos que conforman
dicha cavidad se visualizan en color naranja, mientras que en color blanco aquellos que se
encontraron interactuando con el ligando, entre ellos estan ASN38, ASP87, THR88, GLU49 entre otros
y que seran utilizados para el docking dirigido.

Figura 61. Resultado del docking ciego entre la citocina IL-13 y el ligando 30HM. Se muestra la cavidad donde se ubicé el
modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion Obtenida en AutoDock. B) Cavidad de mayor capacidad farmacolégica
obtenida en ProteinPlus.
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Figura 62. Primera pose resultante del docking flexible entre la citocina IL-13 y el ligando 30HM.

Figura 63. Superficies de interaccion entre la citocina IL-13 y el ligando 30HM. A) Superficie electrostatica y B) superficie

hidrofébica.
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Figura 64. Interacciones detectadas entre la citocina IL-13 y el ligando 30HM en modelo 3D A) y 2D B)
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El docking dirigido y con residuos flexibilizados mejora ligeramente los valores de afinidad
entre la citocina IL-13 y el metabolito 30HM al menos para las 5 primeras poses de unién, en la figura
62 se muestra la primera pose de unidn con la mejora afinidad y cuyo valor es de -7.4 ki/mol. Asi
mismo en la figura 63.A se muestra la superficie de interaccidn electrostdtica entre ambas especies,
es notoria la presencia de zonas con alta densidad de carga negativa debido a la cercania de grupos
con pares libres de electrones. Mientras que la superficie de interaccidn hidrofébica se muestra en
la figura 63.B y que predominantemente posee zonas lipofilicas que concuerdan con las densidades
negativas de la superficie electrostdtica debido a las especies negativamente cargadas con cercania.

Dentro de las interacciones no covalentes que se forman entre el ligando 30HM vy la
macromolécula IL-13, se tienen aquellas resultantes de la presencia del grupo aromatico del ligando
30HM con las cadenas alquilo de VAL46 y VALSS a distancias de 4.44 A y 5.14 A respectivamente.
Ademas, se tiene la formacion de un puente de hidrégeno entre el hidrégeno perteneciente al grupo
funcional alcohol del ligando y el oxigeno carbonilo de HIS84 que forma un angulo de 121.78 ° a una
distancia de 2.42 A. Por otro lado, a pesar de que 30HM muestra los mejores valores de afinidad, se
advierten una cantidad variada de interacciones no favorables debido a su estructura conformado
por 3 oxigenos diferentes, generando entonces una repulsion electrostatica con ASP87 y GLU49, este
ultimo residuo muestra también problemas debido a la cercania con la densidad pi del ligando, por
lo cual es necesario reconsiderarlo como posible metabolito principal durante la unién con la citocina
IL-13.

Tabla 4 Resumen de los residuos de la citocina IL-13 que interactuan con los diferentes ligandos durante el docking

Ligando Afinidad Aminoacidos interactuantes y distancia (4)
deunion = Puentes de hidrégeno Interaccion Interaccion
(kJ/mol) Hidrofdbicas electrostatica
MT -6.9 GLN79(2.65) PHE80(3.99) -
ASN38(=2.7)
AMK -7.0 ASN53(2.14), TRP35(3.91), -
LYS89(2.29) TRP35" (4.29)
AFMK -5.8 GLY78(1.99), VAL75(3.62), = -
ASN53(2.94), VAL85(5.35),
ASN53°(2.46) PHE80(4.60),
VAL75’(4.63)
30HM -7.4 HIS84(2.42) VAL46(4.44), -

VALS5(5.14)
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7.2.14 Comparacion IL-18 con IL-13
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Figura 65. Comparacion de afinidad entra la citocina IL-18 (morado) y la citocina IL-13 (Azul) con los ligandos MT y sus
metabolitos activos. Datos de afinidad obtenidos mediante AutoDock Vina.
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Figura 66. Comparacion entre las interacciones detectadas resultantes entre la citocina IL-18 asi como IL-13 con la MT y
sus metabolitos activos.
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Como se menciond en el principio del capitulo se pretende comparar las afinidades de unién
entre la MT y sus metabolitos activos con una citocina tanto proinflamatoria (IL-18) como
antinflamatoria (IL-13) con el fin de conocer la afinidad que tendrian los ligandos en el organismo. La
figura 65 reune las graficas de afinidades comparativas entre ambas citocinas con los 4 ligandos
distintos, por un lado, se tiene que la MT muestra un comportamiento equilibrado ya que algunas
poses tienen afinidad mayor con IL-18 y otras por IL-13, no obstante, aquellas con mejor afinidad se
inclinan por IL-18, por su parte AMK refleja un comportamiento inverso, siendo entonces que hay un
equilibrio en la afinidad por ambas especies, pero, las mejores afinidades se inclinan ahora por IL-13.
En cuanto al ligando AFMK, muestra una total preferencia por la citocina IL-18 al mantener una mejor
afinidad para cada una de las poses de unién, mientras que 30HM muestra una preferencia casi por
completo por IL-18, siendo la segunda pose la Unica diferente, sin embargo, no muestra tan marcada
diferencia como el ligando AFMK. Ademas, en la figura 66 se rednen las imagenes de las interacciones
detectadas entre las citocinas IL-18 e IL-13 con cada uno de los ligandos utilizados. En general la
citocina IL-18 presenta mayor cantidad de interacciones no covalentes con todos los ligandos, asi
como una mayor variabilidad, al incluir interacciones de tipo electrostaticas como lo son el puente
salino o de manera catidnica, mientras que IL-13 tuvo pocos residuos interactuantes e incluso mostré
tener muchas interacciones no favorables con la estructura de la citocina.

La citocina IL-13 presentd una afinidad estable con la MT y sus metabolitos activos, dato que
se observé en los estudios de acoplamiento, no obstante las interacciones que forma entre los
ligandos y los residuos del sitio de unién son pocos y en algunos casos llegan a ver encuentros no
favorables, si bien el sitio de unién fue homogéneo para todas las especies, algunas como el 30HM
tiene problemas debido a las zonas con densidad de carga negativa debido a los pares libres del
oxigeno en su estructura. A diferencia de IL-18, la citocina IL-13 tiene mejor afinidad, asi como
interacciones con el ligando AMK mientras que ambas tienen buenos resultados de afinidad con
30HM, pero pocas interacciones, en general es posible concluir que la MT, asi como sus metabolitos
tendran una predileccién por unirse a la citocina proinflamatoria IL-18 debido a la afinidad de sus
metabolitos activos, asi como a la calidad de sus interacciones no covalentes.

7.2.15 Estudios docking: MCP-1 con MT y sus
metabolitos activos

Al igual que las citocinas existen otras proteinas que son secretadas y que participan
en el proceso inflamatorio, una de las especies quimicas usualmente reportada en multiples
estudios es la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1). Dicha proteina pertenece
al grupo de las quimiocinas, familia de polipéptidos de bajo peso molecular y cuya funcién
general es regular procesos celulares®®. Como su nombre lo indica tiene la capacidad de
desencadenar la migracién de monocitos asi como regular la respuesta inmune en los sitios
de inflamaciéon®®. Su respuesta se desencadena debido a la presencia de citocinas
proinflamatorias como IL-1 asi como IL-18, en los sitios donde ocurre una lesidon. Asi
entonces, la MCP-1 regula los procesos de atraccién de monocitos asi como células T
activadas, de igual manera es la encargada de la induccién de los procesos de adhesion de
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los monocitos a la superficie endotelial®®1%, Por lo anterior se estudiara la interaccién de la
guimiocina MCP-1 con la MT, asi como sus metabolitos activos para determinar posibles
interacciones con otras especies presentes durante el proceso de la inflamacién en el dafio
renal agudo.

Asi como se procedid con IL-18 e IL-13 se estudiara la afinidad de la proteina MCP-1 con la
MT y los metabolitos por medio del acoplamiento molecular utilizando el software AutoDock 4.2 y
AutoDock Vina, asi como el uso del servidor Proteins Plus para conocer y caracterizar el sitio de union
conforme a los resultados del acoplamiento molecular. Por un lado, la proteina MCP-1 se obtendra
de la base de datos PDB cuyo cddigo es 4DN3, mientras que, para los ligandos seran utilizados los ya
optimizados y que previamente se han usado con los acoplamientos ya descritos.

Primero se realizd un docking ciego para conocer los posibles sitios de unién entre ambas
especies, tomando en cuenta los resultados se podra indicar cual es el sitio con mayor afinidad y
posteriormente realizar un docking dirigido. Se utilizé un tamanfio de caja suficiente para contener a
toda la proteina, se usé un pardmetro de busqueda de tipo algoritmo genético y se realizé un nimero
de evaluaciones exhaustiva de 2.5x10°.
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Figura 67. Energia de enlace (izquierda) y eficiencia del ligando (derecha) entre la quimiocina MCP-1y los ligandos MT y
sus metabolitos, datos obtenidos por acoplamiento molecular mediante un docking ciego.

El resultado del acoplamiento molecular confirma que la afinidad por los ligandos de la MCP-
1 aligual que las citocinas presenta energias de interacciéon estables. En la figura 67 (izq.) se advierten
los resultados para la energia de enlace resultante de las suma tanto de interacciones favorables
como aquellas no favorables durante la unidn de la macromolécula con el ligando, para las 10 poses
de unidn obtenidas se observan valores negativos, valores que reflejan la estabilidad del sistema,
respecto a la primera pose se observa que existe una mayor energia de enlace en la unién con el
ligando 30HM con un valor de -5.98 kcal/mol, después se encuentra la MT con -5.46 kcal/mol,
posteriormente el ligando AMK con -5.32 kcal/mol y al final se tiene al AFMK con -4.82 kcal/mol. De
manera general, 30HM posee las mejores energias de enlace con respecto a todos los modos de
unién obtenidos, teniendo ligeras variaciones entre los grupos de poses, seguido se tiene la MT con
un comportamiento similar al tener pocos cambios a lo largo de las poses correspondientes, ambos
casos es necesario tomarlos en cuenta respecto a la decision del sitio de unidn puesto que las
variaciones de energias entre poses resultan lo suficientemente pequefias para considerar posible
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cualquiera de las poses. AMK y AFMK tienen comportamientos similares entre ellos, tienen energias
qgue decaen mas rapido a lo largo de las diferentes poses e incluso hay modos de unién en los cuales
intercambian lugar respecto a energia mas estable.

En cuanto a la eficiencia del ligando que se observa en la figura 67 (dcha.) no se muestran
cambios importantes respecto a los ya descritos en la energia de unién, tanto 30HM como MT tienen
las mejores eficiencias con valores de -0.35 kcal/mol y -0.32 kcal/mol respectivamente, seguido esta
AMK con -0.31 kcal/mol y después AFMK con -0.25 kcal/mol, esto respecto a la primera pose,
mientras que el comportamiento general no revela cambios respecto a los ya mencionados, salvo
por una total superioridad de AMK frente AFMK.

AMK

Poses de union

a

30HM

Poses de union

4 5

Figura 68. Energias de afinidad para el acoplamiento entre la quimiocina MCP-1 y los ligandos MT y sus metabolitos
activos obtenidas mediante un proceso de docking ciego.

De manera analoga se realizé el acoplamiento molecular entre la quimiocina MCP-1 y los
ligandos MT, AMK, AFMK y 30HM para conocer los resultados de afinidad entre ambas especies. Se
realizd un docking ciego con un tamano de caja suficiente para contener a la macromolécula, el
pardmetro de busqueda fue de un algoritmo genético y se utilizé un nimero de evaluaciones
exhaustiva de 2.5x10°. Los resultados se muestran en la figura 68 que contiene los resultados de
afinidad para los 4 ligandos, los resultados coinciden con los de AutoDock al indicar que todos los
complejos formados poseen una energia estable. Respecto a la primera pose de union 30HM
mantiene el valor de energia menor (mas estable) con un valor de -6.4 kl/mol, seguido se tiene al
ligando AMK con -5.6 kJ/mol, y de manera consecuente tanto MT como AFMK con afinidades de -
5.5 kJ/mol en ambas especies. En cuanto al comportamiento tomando en cuenta todas las poses de
unién, 30HM mantiene la mejor afinidad en general, hasta la séptima pose donde adquiere valores
cercanos al resto de ligandos, por su parte los tres ligandos restantes poseen afinidades muy similares
rondando valores que van desde -5.5 kJ/mol hasta -5.0 kJ/mol aproximadamente. Este primer
resultado nos indica que pudiera no haber preferencia alguna sobre los ligandos AMK, AFMK y MT
mientras que 30HM, como en el caso de las citocinas, mantiene energias de interaccién mejores con
la macromolécula.
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7.2.16 Docking dirigido y flexible de la quimiocina
MCP-1

Conforme a los resultados obtenidos durante el docking ciego se realizd un estudio de
acoplamiento mediante un docking dirigido y flexibilizando determinados residuos de Ia
macromolécula MCP-1 que se observaron interactian con el ligando. Posteriormente los resultados
fueron usados para caracterizar el sitio de uniéon mediante el servidor Proteins Plus. El tamafio de
caja fue el suficiente para contener a los ligandos flexibilizados, los cuales estan en funcién de los
resultados de cada ligando, el parametro de busqueda fue de tipo algoritmo genético y se usd un
numero de evaluaciones exhaustiva de 2.5x10°.
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Figura 69. Energias de afinidad para docking ciego (azul) y docking dirigido y flexible (naranja) entre la quimiocina MCP-
1y los ligandos MT y sus metabolitos activos obtenidos mediante AutoDock Vina.

Una vez realizado el docking dirigido se graficé los resultados y se compararon con las
afinidades obtenidas del docking ciego, el resultado se muestra en la figura 69 que reune ambas
afinidades de los respectivos 4 ligandos con la quimiocina MCP-1. El docking dirigido y en el cual se
han flexibilizado algunos residuos de la macromolécula presenta mejores energias de afinidad para
todos los ligandos asi como para cada una de las poses mostradas, asi también se muestra un
comportamiento diferente siendo ahora el ligando AMK quién tiene la mejor afinidad con un valor
de -7.7 kJ/mol, seguido esta tanto el 30HM como la MT con energias de -7.0 kJ/mol y -6.9 kJ/mol
respectivamente y finalmente se tiene al metabolito AFMK con -6.2 kJ/mol, esto con respecto a la
primera pose obtenida. En cuanto a comportamiento general, 30HM muestra tener una energia de

afinidad poco variable, situdndose la mayoria de sus poses en -6.9 = 1 kJ/mol, seguido se encuentra

el AMK cuya energia prevalece para la mayoria de sus poses mayor o igual a -7.0 kJ/mol siendo estos
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ligandos los mas atractivos energéticamente para la formacidon del complejo, no obstante, es
necesario analizar las posibles interacciones formadas
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Figura 70. Grafica comparativa de afinidad entre la quimiocina MCP-1 y la MT, asi como sus metabolitos.

De manera complementaria se muestra en la figura 70 una grafica comparativa entre las
afinidades de los 4 ligandos, cada uno posee mejor afinidad en el proceso del docking dirigido. Por
su parte AMK mantiene para las primeras 3 poses la mejor afinidad con respecto a los restantes 3
ligandos y justo en la cuarta pose empata energia con 30HM posteriormente decae al segundo lugar.
30HM muestra un comportamiento inusual al tener pocas variaciones en lo que respecta a su
energia, se observa que las poses de unién se encuentran todas en la misma cavidad y que solo se
modifica la orientacidon en cada una de las poses resueltas. Por su parte, tanto MT como AFMK
muestran un comportamiento similar, al tener pequefias disminuciones conforme aumentamos el
numero de la pose y ambos se localizan con menor energia que AMK y 30HM.

7.2.17 Interacciones: MCP-1 con MT

Respecto al sitio de unién entre la quimiocina MCP-1 y ligando MT, se analizé las posibles
cavidades en las cuales puede unirse el ligando a la macromolécula, la figura 71.A muestra el
resultado de la primera pose de la unién obtenida, dicha cavidad se comparte con otras 3 poses mas.
De las 4 poses que comparten la cavidad, 3 de ellas tienen energias igual o superior a -5.4 kl/mol, por
otro lado, existe otra cavidad que alberga 2 poses diferentes, ambas con energias de -5.0 KJ/mol.
Tomando en cuenta que AutoDock vina tiene un error aproximado de + 0.2 kJ/mol ambas cavidades
tienen potencial para ser el sitio de unidn, sin embargo, es evidente que una de ellas tiene mas poses,
asi como una mejor energia de afinidad para ellas. Por otro lado, al analizar ambas cavidades por
medio del servidor Proteins Plus, se observa como la primera cavidad mencionada (aquella con 4
modos de unidn) tiene un potencial farmacoldgico de 0.81, un area de 1 368.35 A2 asi como un
volumen de 977.06 A3. Asi mismo la segunda cavidad (aquella con 2 modos de unién) tiene un

potencial farmacoldégico de 0.83, un area de 1 301.23 A2 y un volumen de 842.21 A3 La segunda
cavidad a pesar de tener un potencial farmacolégico mayor, muestra un menor espacio para la union
con posibles ligandos, este es un factor importante a considerar debido tanto a efectos de
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impedimento estérico, asi como interacciones electrostaticas no favorables. Debido a lo anterior se
usara la primera cavidad (4 poses) para realizar el estudio de acoplamiento dirigido y cuyo volumen
se muestra en la figura 71.B por medio de una malla de color amarillo, asi también se muestran
residuos que se encontraron interactian con MT entre los cuales encontramos ARG45, LEU46,

ASP105y TRP107.

Figura 71. Resultado del docking ciego entre la quimiocina MCP-1y el ligando MT. Se muestra la cavidad donde se ubicé
el modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacién con afinidad obtenida en AutoDock Vina. B) Cavidad de mayor
capacidad farmacoldgica obtenida en ProteinPlus. Se advierte como ambas cavidades coinciden.

Figura 72. Docking obtenido del acoplamiento flexible y dirigido entre la quimiocina MCP-1y el ligando MT.
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Figura 73. Superficies de interaccion entre la quimiocina MCP-1y el ligando MT. A) Superficie electrostatica y B) superficie
hidrofébica.
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Figura 74. Interacciones detectadas entre la quimiocina MCP-1y el ligando MT en A) modelo 3D y B) modelo 2D.

Tras realizar el acoplamiento dirigido, las energias de afinidad mejoraron para el ligando MT
como ya se ha mencionado previamente, el resultado de dicho acoplamiento con la quimiocina MCP-
1 se muestra en la figura 72 y que tiene al ligando en la primera pose de unién, aquella con mejor
afinidad. Ademas, en la figura 73.A se advierte la superficie de interaccidn electrostatica del ligando
MT originado por la interaccién con los residuos de MCP-1, es de notar la presencia de zonas con
densidad negativa cuyo origen se debe a los residuos con oxigeno provenientes de la MCP-1, asi como
el oxigeno carbonilo de la MT. Por otro lado, la figura 73.B muestra la superficie de interaccion
hidrofdbica entre ambas especies, aqui es notorio la generacion de areas lipofilicas que rodean casi
en su totalidad al ligando a excepcién de aquellas pequefias zonas donde coexisten distintas
interacciones no covalentes.

Las posibles interacciones que se generan al unirse el ligando MT con la macromolécula MCP-

1 se observan en la figura 74 dentro de la cual se ubican interacciones hidrofdbicas como la

interaccién Alquilo entre el grupo metoxilo de la MT y el residuo LEU4 a una distancia de 4.77 Ay la

interaccion de tipo m-alquilo entre el metoxilo ya mencionado y el sistema aromatico de la TYR106 a

4.83 A de distancia. Por otro lado, tenemos la formacién de una interaccién de tipo electrostatica

entre el sistema aromatico de la MT y la densidad positiva del GLU1 encontrandose a una
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distancia de 4.81 A. Asi mismo se tiene la posible formacién de tres puentes de hidrégeno, dos
de ellos con el oxigeno carbonilo de la MT como grupo aceptor y los hidrégenos de GLY57 y THR56 a
distancias de 2.18 Ay 2.62 A, asi como angulos de 150.96 ° y 77.22° respectivamente. Mientras que
el ultimo puente de hidrégeno se forma con el oxigeno éster de la MT con el residuo TRP 107 a 2.36
A de distancia y un angulo de 136.12 °.

7.2.18 Interacciones: MCP-1 con AMK

De manera analoga se procedié a realizar un docking ciego para el ligando AMK con la
guimiocina MCP-1 cuyo resultado se muestra en la figura 75.A en donde es posible ver la pose de
union numero 2, en este caso tanto la primera como la segunda pose de unién mantenian una misma
afinidad de -5.6 kJ/mol, no obstante, la segunda pose comparte cavidad con otras dos poses mas
cuya energia es de -5.3 kJ/mol a diferencia de la primera pose que no repite ningin otro modo de
unidon. Ademas, al analizar la cavidad de unién mediante Proteins Plus, se advierte una nueva
superficie de contacto para la primera pose, la cual tiene un DD=0.73 mientras que la cavidad de la
pose numero 2 tiene un DD=0.81 y justamente coincide con aquella preferida por el ligando MT. Por
todo lo anterior se conservara la cavidad de la segunda pose de unidn para realizar el docking flexible
y dirigido.

Figura 75. Resultado del docking ciego entre la quimiocina MCP-1y el ligando AMK. Se muestra la cavidad donde se ubicé
el modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacién con afinidad obtenida en AutoDock Vina. B) Cavidad de mayor
capacidad farmacoldgica obtenida en ProteinPlus.
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Figura 76. Primera pose resultante del docking flexible entre la quimiocina MCP-1y el ligando AMK

Figura 77. Superficies de interaccion entre la quimiocina MCP-1 y el ligando AMK. A) Superficie electrostaticay B)
superficie hidrofdbica
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Figura 78. Interacciones detectadas entre la citocina MCP-1 y el ligando AMK en modelo 3D A) y 2D B).
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El resultado del docking dirigido entre la quimiocina MCP-1 y el ligando AMK se muestra en
la figura 76 donde es posible observar la primera pose de unién con algunos de los residuos con los
cuales interactua el ligando. Posteriormente se identificaron las superficies de interacciones
generadas de la unidn entre ambas especies y cuyo resultado se observa en la figura 77, por un lado
la superficie electrostatica muestra distintas zonas con densidad negativa procediente en general del
par libre de electrones de los oxigenos tanto de la macromolécula como de AMK. Mientras que la
superficie hidrofébica muestra una predominante zona lipofilica con respecto al ligando. En cuanto
a las interacciones detectadas, en la figura 78 se tiene la presencia de 2 puentes de hidrégeno justo
localizados entre el hidrégeno del grupo amino del AMK con oxigenos pertenecientes a los residuos
VAL2 y GLU1 que se forman a 2.25 A y 2.82 A de distancia asi como angulos de 158.18 ° y 129.14°
respectivamente.

7.2.19 Interacciones: MCP-1 con AFMK

El ligando AFMK se estudié mediante acoplamiento molecular para determinar el sitio de
unidn, asi como la afinidad de dicho ligando con la proteina MCP-1 y cuyo resultado se presenta en
la figura 79.A, aqui se presenta la primera pose de unién, aquella que presenté una mejor afinidad y
que se ubica en una cavidad que comparte con otras 3 poses distintas, dos de ellas con energia mayor
o igual a -5.0 kJ/mol mientras que las restantes 5 poses se distribuyen en diferentes sitios de la
proteina. Posteriormente se identificd dicha cavidad por medio del servidor Proteins Plus donde se
observé coincide con las cavidades de MT y AMK dando entonces una buena indicacion de la afinidad
de dicho sitio de unidn con este tipo de ligandos ergo, comparte las mismas caracteristicas ya
mencionadas previamente. La figura 79.B muestra la cavidad correspondiente mediante una malla
en color amarillo y donde se han remarcado en color rosa algunos de los residuos que interactdan
con el ligando como LEU46, TRYP107, TYR106 y ASP105.
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Figura 79. Resultado del docking ciego entre la quimiocina MCP-1 y el ligando AFMK. Se muestra la cavidad donde se
ubicé el modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion Obtenida en AutoDock. B) Cavidad de mayor capacidad
farmacolégica obtenida en ProteinPlus.

Figura 81. Superficies de interaccion entre la quimiocina MCP-1 y el ligando AFMK. A) Superficie electrostatica y B)
superficie hidrofdébica.
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Figura 82. Interacciones detectadas entre la quimiocina MCP-1 y el ligando AFMK en modelo 3D A) y 2D B).

Posterior a los resultados del primer acoplamiento realizado se obtuvieron los modos de
unién entre el metabolito AFMK y la quimiocina MCP-1 mediante un docking dirigido y flexible, la
imagen del complejo formado, asi como su primera pose se presenta en la figura 80, posteriormente
se tienen las superficies de interaccion tanto electrostatica como hidrofdbica de dicha unidn (fig. 81).
El acoplamiento entre ambas especies da como resultado algunas zonas con densidad de carga
negativa debido a los electrones libres de los oxigenos presentes en AFMK, mientras que hay una
zona con densidad de carga positiva resultante de la presencia de grupos aminos de los residuos de
la macromolécula. Ademas, se tiene la presencia de una superficie predominantemente lipofilica con
los residuos de la MCP-1 y que envuelven al ligando AFMK.

Una de las ya recurrentes caracteristicas del metabolito AFMK es su capacidad de formar
multiples interacciones no covalentes con los residuos del sitio donde se acopla. Se observan en la
figura 82 las posibles interacciones formadas entre la macromolécula MCP-1y el ligando AFMK entre
las cuales se encuentran las interacciones de tipo pi-alquilo entre el sistema aromatico de la TYR106
y el carbono del metoxilo del AFMK a una distancia de 4.80 A, ademds se tiene la interaccién alquilo
entre los grupos isobutilo e isopropilo de los residuos LEU4 y Val2 respectivamente con el carbono
metoxilo previamente mencionado, dichas posibles interacciones se encuentran a una distancia de
4.55 A y 5.22 A respectivamente. Otras de las interacciones formadas son aquellas de tipo puente
de hidrégeno con el oxigeno del grupo metoxilo del ligando como grupo aceptor y el hidrégeno de
TRP107 a distancia de 2.30 A y formando un dngulo de 130.16°.
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7.2.20 Interacciones: MCP-1 con 30HM

Finalmente se realizé un andlisis de acoplamiento molecular entre la quimiocina MCP-1y el
ligando 30HM utilizando una metodologia de docking ciego y cuyo resultado se muestra en la figura
83.A en donde se visualiza la primera pose de unién correspondiente a una energia de -6.4 kl/mol. El
lugar donde el ligando se acopld a la macromolécula es compartido por otras dos poses de unidn
ambas con energia de -6.1 kJ/mol, mientras que existe otra cavidad en donde se encuentran otros
tres modos de union, pero cuya energia ronda alrededor de los -5.8 kJ/mol. Para discernir entre
ambas posibles cavidades se utiliza Proteins Plus, el cual nos indica que la cavidad de las primeras 3
poses mencionadas tiene una DD= 0.83 mientras que la segunda cavidad tiene DD=0.81 no obstante,
esta Ultima posee mayor superficie de interaccidn, asi como también coincide con el resultado del
resto de los ligandos, teniendo asi una misma cavidad para la MT y sus metabolitos, por lo cual se ha
elegido la segunda cavidad como aquella para definir el docking dirigido.

Figura 83. Resultado del docking ciego entre la quimiocina MCP-1 y el ligando 30HM. Se muestra la cavidad donde se
ubicé el modo de unién de mayor afinidad. A) Visualizacion Obtenida en AutoDock. B) Cavidades donde se ubicé la union
del ligando con la quimiocina MCP-1.

Figura 84. Primera pose resultante del docking flexible entre la quimiocina MCP-1 y el ligando 30HM.
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Figura 85. Superficies de interaccion entre la quimiocina MCP-1 y el ligando 30HM. A) Superficie electrostatica y B)
superficie hidrofébica.
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Figura 86. Interacciones detectadas entre la quimiocina MCP-1 y el ligando 30HM en modelo 3D A) y 2D B).

Al realizar el docking dirigido se mejord los valores de afinidad para el ligando y la
macromolécula, asi como se definieron mejor las poses de unién entre ambos, el resultado del
docking dirigido entre la quimiocina MCP-1 y el ligando 30HM se muestra en la figura 84. Por otro
lado, en la figura 85.A se presenta la superficie de interaccion electrostatica donde se observa poca
variabilidad de carga a excepcién de la zona donde se encuentra el anillo de benceno del 30HM vy
gue comparte cercania con oxigenos de residuos cercanos produciendo asi una zona con densidad
de carga negativa. Ademas, en la figura 85.B se tiene la superficie de interaccion hidrofdbica donde
claramente se observa una mayor generacién de zonas lipofilicas como resultado de la unidn entre
la MCP-1 y el metabolito 30HM.

También se presentan las posibles interacciones resultantes de la formacién del complejo en
la figura 86, dentro de las interacciones no covalentes formadas, se tienen aquellas que generan la
densidad de carga negativa y que son producto de una traslape de orbitales pi entre las zonas ya
indicadas, dicha interaccién prevalece a una distancia de 5.02 A con el residuo TYR106. Ademas, se
tiene la formacién de una interaccion de tipo pi anion con el sistema aromatico del ligando y el
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residuo GLU1 a una distancia de 4.57 A. Asi también encontramos la formacién de puentes de
hidrégeno correspondientes al oxigeno del grupo alcohol del 30HM con el hidrégeno de la amina
perteneciente a GLY57 a una distancia de 2.54 A y formando un dngulo de 125.9 °, otro puente de
hidrégeno se forma con el oxigeno de tipo carbonilo del 30HM con el hidrégeno del grupo amina del
TRP107 a distancia de 2.29 y con un angulo de 150.88°.

Tabla 5 Resumen de los residuos de la quimiocina MCP-1 que interactian con los diferentes ligandos MT y sus
metabolitos activos durante el docking

Ligando Afinidad Aminodacidos interactuantes y distancia (A)
de unién = Puentes de hidrégeno Interaccion Interaccidn
(kJ/mol) Hidrofébicas electrostatica
mMT -6.9 GLY57(2.18) LEU4 (4.77) GLU1(4.81)
THR56(2.62) TYR106(4.83)
TRP107(2.36)
AMK 7.7 VAL2(2.25), e e
GLU1(2.82)
AFMK -6.2 TYR106(4.80), TRP107(2.30) -
LEU4(4.55),
VAL2(5.22)
30HM -7.0 TYR106(5.02) GLY57(2.54), GLU1(4.57)

TRP107(2.29)

La formacidn de complejos entre la quimiocina y la MT, asi como con sus metabolitos activos
generd estructuras energéticamente estables lo cual indica la posibilidad de que cualquiera de los
ligandos pueda interaccionar con la quimiocina MCP-1 y pueda afectar la adhesion de monocitos, no
obstante, aln se requieren mas estudios para determinar una posible via de modificacion a la
quimiocina. Por otra parte, se observa como el ligando 30HM mantiene con cualquiera de las
macromoléculas una mejor energia de afinidad, aunque no la generaciéon de interacciones que
puedan mantener dicha unidn, mientras que AFMK resulta ser la especie con mayor nimero de
interacciones posibles con cualquiera de las 3 macromoléculas. Otro detalle importante es la
superficie de interaccidén que se forma entre los complejos de la MCP-1 dado que todos ellos poseen
un poco de densidad de carga, asi como una total dominacién de superficies lipofilicas. Estos estudios
ayudardn a comprender mejor la capacidad de la MT, asi como sus metabolitos de unirse a proteinas
involucradas en el proceso inflamatorio durante el dafio renal agudo, asi como abrir nuevas puertas
para estudiar posibles vias metabdlicas durante el proceso.
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7.3 Docking: proteina-proteina

La interleucina 18 trabaja como una citocina proinflamatoria al formar un complejo
con su receptor conocido como IL-18 receptor o (IL18Ra) formando un dimero que
posteriormente se unird a una tercera proteina conocida como el receptor 3 de IL-18 en la
membrana plasmdtica que posteriormente desencadenara la liberaciéon de citocinas
proinflamatorias®l. Este capitulo estudiard la forma en que afecta la unién de la MT y sus
metabolitos activos a la citocina IL-18 para su posterior unidn con su receptor IL18Ra, a
través de una metodologia computacional de docking proteina-proteina utilizando el
servidor ClusProl®,
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Figura 87. Diagrama esquematico de la formacion de los complejos IL18/Ra/Rp. Imagen obtenida de Tsutnumi et al'%%,

El proceso se realizard utilizando la citocina IL-18 obtenida previamente por medio
de homologiay a la cual se le ha acoplado los ligandos correspondientes mediante AutoDock
Vina, mientras que el receptor a de la proteina IL-18 se obtuvo de la base de datos de PDB
con codigo 3WO03. Posteriormente se analizd las energias ponderadas, asi como las
estructuras correspondientes a los complejos (clusteres) formados, se obtuvieron tanto
clusteres que se forman electrostaticamente, como hidroféobicamente favorecidos, asi como
aquellos por interacciones de tipo VdW. Primero se obtuvo la puntuacion y formacion del
dimero natural entre IL-18 y su receptor alfa mediante ClusPro y cuyo resultado se observa
en la figura 88 y 89, esta imagen muestra el cluster de mejor puntuaciéon ponderada y que
coincide con los modelos ya reportados de unidn, es importante destacar que al igual que
sucede con el docking proteina-ligando, el docking realizado por ClusPro tiene una
puntuacion que ayuda al usuario a conocer las complejos formados pero que no debe ser
tomado como criterio Unico para la decisién para la determinacién de estructuras.
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Figura 88. Dimero formado entre la citocina IL-18 (verde) y su receptor IL18Ra (azul). Complejo de energia ponderada
obtenido mediante el servidor ClusPro.
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Figura 89. puntuacion ponderada de los clisteres formados entre la citocina IL18 y su receptor alfa.
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7.3.1 Efecto equilibrado de la MT en la
formacion del dimero

La figura 90 muestra la puntuacién ponderada en la formacién de clisteres entre el
complejo IL18_MT (azul), aquella citocina IL-18 a la que se le ha unido una MT, con el
receptor alfa de IL18 y que se compara con la puntuacién de los clusteres formados de la IL-
18 sin MT (morado) y su receptor alfa. Es notable ver en este primer resultado como aquellas
estructuras formadas con IL-18 a la cual se le ha introducido el ligando MT tienen una menor
puntuacion con respecto al dimero natural, existe una notable diferencia en cuanto a las
puntuaciones entre ambos clusteres y que mantiene una constancia en cuanto a cualquiera
de los modos de unién al siempre ser ligeramente menos estable cuando se tiene la MT unida
a la citocina. Por su parte en la figura 90 (lado derecho) se muestra la estructura del cluster
formado entre IL18_MT y el IL18Ra en la cual el sitio de unién se mantiene con respecto a la
unién natural.

JH A B8V HH 1001213181516 171815 20 2% 2 % IL-18 MT

z

¥ IL18 m MT

CLUSTER

Figura 90. Izquierda: Puntuacién ponderada equilibrada entre el complejo IL8_MT y el IL18Ra (azul) comparado con el
clister formado con IL18 e IL18Ro. (morado). Derecha: imagen del acoplamiento resultante de la primera pose entre
IL18_MT (amarillo) y el IL18R (morado).
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7.3.2 Efecto electrostatico de la MT en la
formacion del dimero

El servidor ClusPro nos permite identificar efectos de interacciones electrostaticas
mediante la puntuacion ponderada de los clusteres formados. La figura 91 resume los
resultados obtenidos, del lado izquierdo se tienen las puntuaciones ponderadas
correspondientes a las estructuras electrostaticamente favorecidas y que se han comparado
con las puntuaciones del dimero natural (sin MT). Se observa como las energias si bien no
tienen una marcada diferencia en cuanto a la ponderacién, a lo largo de los 27 clusteres
presentados se tiene una constancia de mayor estabilidad para las estructuras a las cuales
se les ha acoplado MT al IL18, este comportamiento muestra entonces una afectacion en
cuanto a las propiedades electrostaticas de la unién del dimero el cual puede notarse
mediante el acoplamiento observado en la figura 91 de lado derecho donde el sitio de unién
se ha desplazado considerablemente hacia uno de los extremos o brazos del receptor IL18Ra
indicando asi que la presencia de MT modifica electrostaticamente la interaccion de IL18,
modificando su preferencia de unién con su receptor.

f 2 E M5 6 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

IL-18_MT
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Figura 91. Izquierda: Puntuacion ponderada de estructuras electrostaticamente favorecidas entre el complejo IL8_MT y
el IL18Ra (azul) comparado con el clister formado con IL18 e IL18Ra (morado). Derecha: imagen del acoplamiento
resultante de la primera pose electrostaticamente favorecida entre IL18_MT (amarillo) y el IL18R (morado).
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7.3.3 Efecto hidrofobico de la MT en la
formacion del dimero

Para el caso de las estructuras hidrofébicamente favorecidas y cuyos resultados de
ponderacion se presentan en la figura 92 se tiene que aquellos clisteres formados con IL-18
al cual se le ha acoplado MT tienen una mayor estabilidad, la cual muestra una pequefia pero
constante diferencia a lo largo de los 21 clusteres asi entonces vemos que dicha diferencia
no resulta significativa lo cual coincide con el modelo de acoplamiento que se muestra en la
figura 92 lado derecho en el cual el sitio de unién no tuvo modificacion alguna por la
presencia de MT. Asi entonces podemos inferir que la MT no provoca ningun cambio en las
propiedades de interacciones hidrofdbicas durante la unién del dimero.
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Figura 92. Izquierda: Puntuacion ponderada de estructuras hidrofébicamente favorecidas entre el complejo IL8_MT y el
IL18Ra. (azul) comparado con el clister formado con IL18 e IL18Ro. (morado). Derecha: imagen del acoplamiento
resultante de la primera pose hidrofébicamente favorecida entre IL18_MT (amarillo) y el IL18R (morado).
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7.3.4 Efecto de la MT en las interacciones VdW
en la formacion del dimero

Finalmente se presentan los clisteres favorecidos por interacciones de tipo VdW,
para los cuales se presenta un resumen en la figura 93, del lado izquierdo se observa la
puntuacion ponderada para los diferentes clisteres formados en los cuales es posible
observar una diferencia pequefa resultado de la introduccion de la MT en la citocina IL-18 y
gue provoca una menor estabilidad en el complejo formado, comportamiento que se repite
a lo largo de los 29 modelos. De manera analoga se presenta el modelo de docking en la
figura 93 de lado derecho donde se advierte como el complejo IL18_MT se mueve del sitio
de unién habitual y desplazandose hacia uno de los brazos de su receptor. Este
comportamiento es similar, aunque no idéntico del todo al mostrado por las estructuras
electrostaticamente favorecidos y esto se debe a la naturaleza de las interacciones que se
ven afectadas debido a la presencia de la MT en la citocina IL-18.
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Figura 93. Izquierda: Puntuacion ponderada de estructuras favorecidas por interacciones de tipo VdW entre el complejo
IL8_MT vy el IL18Ra (azul) comparado con el clister formado con IL18 e IL18Ra (morado). Derecha: imagen del
acoplamiento resultante de la primera pose favorecida por interacciones de tipo VdW entre IL18_MT (amarillo) y el IL18R
(morado).
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7.3.5 Efecto de los metabolitos de la MT en la
formacion del dimero

De manera andloga se procedio a realizar el mismo procedimiento para cada uno de
los metabolitos activos de la MT, no obstante, se encontrd que los resultados para cada uno
de los ligandos tienen exactamente el mismo valor o con diferencias decimales de 1 unidad,
la comparacién de la puntuacidon ponderada para las estructuras equilibradas se muestra en
la figura 94 en la cual se decidi6 mostrar una comparativa en lugar de insertar valores
idénticos a los ya explicados en la seccién de MT.

QUSTER QUUSTER

Figura 94. Puntuacion ponderada de estructuras equilibradas entre el complejo IL8_X, donde X es MT o sus metabolitos,
y el IL18Ra (diferentes colores) comparado con el clister formado con IL18 e IL18Ra (morado). Se ha divido los 30
clusteres en dos grupos para una mejor apreciacion de los datos.

Asi entonces es notable como la presencia de ligandos afecta a la estabilidad del
dimero formado entre IL18 y su receptor IL18Ro mediante la modificacién de sus
interacciones de tipo electrostaticas asi como de tipo VdW, mientras que no se observa un
cambio considerable en cuanto a las interacciones de tipo hidrofdbico lo cual coincide con
los resultados individuales obtenidos del docking proteina-ligando con las citocinas, en el
cual se observaba la generacién de superficies de interaccién electrostaticas o de zonas con
cargas mientras que la presencia de zonas de tipo hidrofébicas permanecia constante,
fenédmeno que se observa al inverso con la MCP-1.

Sin embargo se observa como la metodologia empleada no permite una
diferenciacidn entre los 4 diferentes ligandos, siendo entonces los resultados idénticos para
el ligando que se elija acoplar a la citocina IL-18 y que se presenta mediante una analogia en
la figura 95, donde la inclusién de un ligando representado por un cuadro naranja pequefio,
afecta la union entre la citocina y su receptor pero al cambiar este ligando provoca un efecto
idéntico mas no diferenciable del anterior o posterior ligando a usar.
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Figura 95. Analogia de los resultados obtenidos para todos los ligandos al unirse a IL-18 para posteriormente acoplar a
su receptor. Se encuentran que la presencia de un ligando (cuadro naranja pequeiio) afecta la estabilidad de la formacion
del dimero pero la metodologia usada no permite diferenciar entre uno u otro ligando (azul).
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7.4 Descriptores de la DFT conceptual para los
ligandos MT y sus metabolitos activos

Para conocer el comportamiento quimico de los ligandos MT, asi como sus
metabolitos activos se utilizara la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT) que ayudara
a entender la conducta de un sistema quimico mediante descriptores de reactividad tanto
globales como locales. Para ello se realizaron los calculos DFT mediante el software Gaussian
09, donde se optimizd la geometria sin restricciones mediante un funcional M06-2x y
utilizando un conjunto base 6-311+g(d,p). Los ligandos optimizados fueron utilizados
posteriormente para los estudios de acoplamiento molecular. Para el calculo de las funciones
Fukui condensadas, se calcularon mediante un analisis poblacional utilizando un esquema
de cargas atémicas de Hirshfeld, utilizando las férmulas ya descritas tanto de DFT conceptual
como de las funciones Fukui condensadas en el capitulo de generalidades. Las geometrias
optimizadas de los ligandos utilizados se presentan en la figura 96, se utiliza tanto la MT (A)
como sus respectivos tres metabolitos activos reportados, el AFMK (B), el AMK (C) en los que
la MT se convierte casi en su totalidad a condiciones fisioldgicas, mientras que el 30HM (D)
se le suele encontrar en concentraciones considerables bajo estrés oxidativo.

Figura 96. Ligandos con geometria optimizada mediante calculos DFT utilizando un nivel de teoria M06-2X/6-311+g(d,p).
A) MT, B) AFMK, C) AMK y D) 30HM.
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7.4.1 Descriptores globales para la MT y sus
metabolitos activos

Los resultados de los descriptores globales de la reactividad de la DFT conceptual se
graficaron y reunieron en la figura 97 tanto para MT como para sus metabolitos activos:
AFMK, AMK y 30HM. Se establece el orden de reactividad mediante el indice de
electrofilicidad global en la cual se puede observar que la especie mas reactiva es el
AFMK>AMK>30HM>MT asi entonces se observa que los metabolitos activos poseen una
mayor reactividad que la MT. En cuanto a la estabilidad se selecciona como indicador el
indice de dureza en el cual 30HM>MT>AFMK>AMK lo cual indica a partir del principio de
maxima dureza que la especie mas estables el 30HM y que coincide con bajos valores de
electrofilicidad, estos resultados coinciden con la blandura global que nos indica que
30HM<MT<AFMK<AMK. EI AFMK presentd una mayor reactividad lo cual coincide con los
resultados del acoplamiento al presentar el mayor nimero de interacciones posible,
mientras que 30HM se encuentra por encima de MT, aunque la diferencia es minima llegé a
presentar el menor numero de interacciones no covalentes durante el acoplamiento
molecular.
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Figura 97. Descriptores globales para MT y sus metabolitos activos.

En cuanto al potencial de ionizacién | se tiene que AFMK>30HM>MT>AMK lo que
indica que especies como AMK tienen una mayor capacidad de eliminar un electréon de su
estructura y que es comparable con la MT, mientras que especies como AFMK tienen mayor
capacidad de captar un electrén como se observa en el descriptor de afinidad electrénica A
donde AFMK>AMK>30HM>MT y que coincide con la electronegatividad ) que indica
AFMK>AMK>30HM>MT confirmando asi un comportamiento mas reactivo por parte de los
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metabolitos activos que de la MT. En cuanto a los indices de electrofilicidad se tiene que la
capacidad electrodonante sigue el orden AFMK>AMK>30HM>MT mientras que la capacidad
electroaceptora se ordena como AFMK>AMK>30HM>MT. De esta manera tiene una
capacidad de mas facil donar densidad electrdnica y que se observa en las interacciones de
acoplamiento al obtenerse una gran variedad de interacciones de tipo pi con los residuos de
la macromolécula tanto de AFMK como de AMK. Finalmente con base en el principio acido-
base duros y blandos indica como un gran valor de gap HOMO-LUMO (aproximadamente
igual a la dureza) estd relacionado con especies duras mientras que valores pequefios de gap
se presenta en especies blandas, asi pues se tiene que el mayor valor de gap lo presenta
30HM>MT>AFMK>AMK lo cual habla de una tendencia de reaccién de 30HM a reaccionar
con especies duras mientras que AFMK y AMK tendrdn una mayor capacidad de reaccionar
con residuos blandos, lo cual se observa durante las interacciones del acoplamiento
molecular.

7.4.2 Descriptores locales para la MT y sus
metabolitos activos

Se han realizado cdlculos de las funciones Fukui condensadas para observar el
comportamiento quimico de los ligandos de manera intramolecular (a nivel local) y cuyas
funciones fueron calculadas mediante las ecuaciones expuestas en el capitulo de
generalidades, la figura 98 presenta los valores obtenidos para los descriptores locales del
ligando MT donde se incluye la numeracién de los atomos en la molécula, asi como un mapa
de potencial electrostatico (MPE). Se han tomado en cuenta aquellos dtomos en los cuales
se observd se formaban interacciones no covalentes con los residuos de la macromolécula
durante el acoplamiento.

Para el ligando MT se observa que aquellos atomos correspondientes a la formacidn
del anillo aromatico tienen una tendencia mas del tipo electrofilico en los carbonos 1, 2, 4y
5 mientras que aquellos carbonos cercanos a heterodtomos como el C3 y el C6 tienen un
caracter mas nucleofilico, el MPE muestra una variacion intermedia en cuanto a la densidad
puesto que de manera general muestra una acumulacién de densidad de carga negativa pero
menor a la mostrada por los atomos de oxigeno, estos ultimos muestran una alta densidad
lo que los convierte en candidatos para aceptar moléculas electrofilicas y donar densidad
electrénica.

114



Atomo f+ f- Sf+ sf-
Cl -0.1046 -0.0693 0.0429 0.0188
Cc2 -0.0995 -0.0733 0.0388 0.0210
Cc3 -0.0385 -0.1020 0.0058 0.0409
Cc4 -0.0746 -0.0495 0.0218 0.0096
C5 -0.1044 -0.0835 0.0428 0.0273
Cé -0.0443 -0.1142 0.0077 0.0512
N28 -0.0354 -0.0801 0.0049 0.0252
H29 -0.0273 -0.0338 0.0029 0.0045
N30 -0.0022 -0.0014 1.961E-05 | 7.574E-06
H31 -0.0018 -0.0011 1.239E-05 | 4.403E-06
032 -0.0027 -0.0018 2.947E-05 | 1.314E-05
033 -0.0210 -0.1049 0.0017 0.0433

Figura 98. Descriptores locales para la molécula de MT. Se incluye numeracién atémica y MPE.

Con respecto al ligando AMK, se muestra el resultado de las FF, asi como la
numeracion y el MPE en la figura 99. AMK presenta una menor acumulaciéon de densidad
negativa en su anillo aromatico en comparaciéon con la MT, los carbonos 5y 3 se ven
polarizados frente a la presencia de heteroatomos, por un lado, C3 tiene un claro caracter
nucleofilico mientras C5 tiene un de tipo anfipdatico. Los oxigenos 032 y 033 tienen una
menor capacidad de donar densidad electrdnica debido a la formacidn del doble enlace que
los une a la cadena principal, mientras que 031 posee una mayor capacidad de donar
densidad electrdnica y aceptar un electrdfilo. En cuanto al grupo amino, el N28 tiene un
caracter nucleofilico dado sus electrones libres, efecto que pierde el N26 y que puede
observarse mediante la blandura local.

Atomo f+ f- sf+ sf-
i -0.0437 -0.0703 0.0087 0.0226
c2 -0.0833 -0.0438 0.0317 0.0087
c3 -0.0344 -0.0795 0.0054 0.0290
ca -0.0720 -0.0563 0.0237 0.0145
Cc5 -0.0570 -0.0478 0.0149 0.0104
(@) -0.0492 -0.0706 0.0111 0.0228
N26 -0.0047 -0.0017 0.0001 1.456E-05
H27 -0.0037 -0.0013 6.534E-05 8.335E-06
N28 -0.0204 -0.1906 0.0019 0.1665
H29 -0.0172 -0.0610 0.0013 0.0170
031 -0.0165 -0.0621 0.0012 0.0176
032 -0.1771 -0.0589 0.1438 0.0158
033 -0.0043 -0.0017 8.819E-05 1.340E-05

Figura 99. Descriptores locales para la molécula de AMK. Se incluye numeracién atomica y MPE.
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El ligando AFMK, cuya principal caracteristica responde a la cantidad y variedad de
interacciones no covalentes formadas presenta, como se muestra en la figura 100, una
distribucién de carbonos tanto con cardcter electrofilico como nucleofilico, el C6 que se
localiza cerca de un grupo amino posee la capacidad de donar densidad electrénica en
comparacion con otros dtomos como el C2 o el C4 que tienen mas tendencia a aceptar
densidad electrénica. Por otro lado, los oxigenos 034, O35 tienen una menor capacidad de
donar densidad electrénica dado la generacion del doble enlace correspondiente, por otro
lado, tiene un oxigeno, el 032 que tiene un cardcter fuertemente nucleofilico pudiendo asi
donar densidad electrdnica facilmente, asi como el 033 que tiene una cualidad mas
anfipdtica. Ademads, tiene al N30 el cual tiene una buena capacidad de aceptar densidad
electronica dada su localizacién cercana a un grupo carbonilo, caso contrario el N28 que se
localiza entre el grupo carbonilo y el anillo aromatico, dandole asi un caracter mas

nucleofilico.
Atomo f+ f- sf+ sf-
C1 -0.0411 -0.0630 0.0067 0.0158
c2 -0.0826 -0.0650 0.0272 0.0168
C3 -0.0340 -0.1076 0.0046 0.0462
ca -0.0795 -0.0958 0.0252 0.0366
c5 -0.0608 -0.0434 0.0147 0.0075
Cé6 -0.0445 -0.0996 0.0079 0.0396
N28 -0.0060 -0.0326 0.00014 0.0042
H29 -0.0097 -0.0221 0.00037 0.0019
N30 -0.0052 -0.0015 0.00010 | 9.092E-06
H31 -0.0052 -0.0016 0.00011 | 1.095E-05
032 -0.0165 -0.1350 0.00109 0.0727
033 -0.0233 -0.0395 0.0021 0.0062
034 -0.1743 -0.0311 0.1214 0.0038
035 -0.0062 -0.0019 0.00015 | 1.478E-05

Figura 100. Descriptores locales para la molécula de AFMK. Se incluye numeracion atémica y MPE.

Finalmente, el ligando 30HM quién presenta una buena afinidad con las proteinas,
pero escasas interacciones, se presenta en la figura 101. Presenta un anillo aromatico
rodeado de una densidad electrénica correspondiente a sus electrones pi, no obstante,
posee poca capacidad para donar dicha densidad como se observa en los carbonos 2,3,5y 6.
Por otro lado, de los 3 oxigenos disponibles, sélo 1 de ellos, el 027 tiene una alto caracter
nucleofilico lo que le permite entonces donar densidad electrénica, mientras que los
oxigenos 029 y 031 tienen un cardcter mas anfipatico, el nitrégeno N13 se encuentra
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polarizado debido al anillo aromatico lo que provoca su capacidad mas electrofilica a
diferencia del N21 que tiene una mayor capacidad de donar su densidad electrdnica.

Atomo f+ f- sf+ sf-
C1 -0.0584 -0.1125 0.0123 0.0456
Cc2 -0.1337 -0.0868 0.0645 0.0271
C3 -0.1361 -0.0628 0.0667 0.0142
C4 -0.0470 -0.1042 0.0079 0.0391
G5 -0.0932 -0.0595 0.0313 0.0127
Cé6 -0.1298 -0.0578 0.0608 0.0120
N13 -0.0189 -0.1085 0.0128 0.0034
H14 -0.0130 -0.0400 0.0117 0.0029
N21 -0.0054 -0.0079 0.0001 0.0002

027 -0.0314 -0.0915 0.0035 0.0302
029 -0.0246 -0.0178 0.0021 0.0011
031 -0.0071 -0.0115 0.0001 0.00047

Figura 101. Descriptores locales para la molécula de 30HM. Se incluye numeracion atémica y MPE.
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Conclusiones

Se estudié el efecto de la melatonina, asi como sus metabolitos activos en proteinas
proinflamatorias relacionadas al proceso inflamatorio durante el dafo renal agudo, como la citocina
IL18 y el MCP-1 asi como una citocina antiinflamatoria, la IL-13. Se evaluaron las caracteristicas
guimicas de los ligandos, asi como el estudio de acoplamiento molecular entre las especies
mencionadas para conocer su posible participacién para disminuir los efectos del padecimiento renal
y evitar su evolucidon a un dafio renal crénico.

Se generd un modelo homdélogo estadisticamente confiable de la estructura de la citocina IL-
18 de ratas, al no disponer de esta en la literatura, para el estudio de acoplamiento molecular, el
modelo posee una distribucién de residuos energéticamente estable, encontrandose dentro del
rango de proteinas nativas de peso molecular similar.

El estudio de acoplamiento molecular mostré posibles sitios de uniéon de los ligandos con la
macromolécula IL-18 que en general muestran energias de afinidad estables reflejando una buena
tendencia de los ligandos a unirse a la citocina IL-18. El sitio de unidn fue elegido con base a los
resultados del docking ciego y a los de Proteins Plus, dicho sitié fue compartido por todos los ligandos

y mostrd tener caracteristicas como una DD= 0.83, una superficie promedio de 701.9 A2y un volumen

de 474.88 A3. Las energias de afinidad fueron entonces mejoradas mediante un docking dirigido en
la cavidad seleccionada, devolviendo asi distintas poses de unién cada una con energias estables. El
ligando 30HM mostro tener para todos los casos las mejores afinidades con respecto ala MT Yy los 2
restantes metabolitos activos, seguido se encuentra el AFMK, el AMK y finalmente la MT,
demostrando asi una mayor reactividad de los metabolitos frente a la MT.

Por su parte la citocina IL-13 presenté rangos de energia de afinidad estable con la MT y sus
metabolitos activos, al ser comparadas las afinidades entre IL-13 e IL-18 se encontré que tanto MT
como AMK no presentaron preferencia por alguna de las 2 citocinas teniendo asi tanto poses con
mejor asi como poses con menor energia al enfrentarlas, por su parte 30HM y AFMK mostraron una
diferencia notable por la citocina IL-18 donde el metabolito AFMK fue quién mostré una marcada
diferencia de afinidad por IL-18, a consecuencia de las multiples interacciones formadas en el sitio de
unién. MCP-1 también mostré buenas afinidades por los ligandos, no obstante, la afinidad y sobre
todo el nimero de interacciones formadas tuvo menor capacidad con respecto a IL-18 dado que
mostraron una naturaleza de unién distinta entre ambas proteinas.

Con respecto a las interacciones formadas, el ligando AFMK demostré tener la mayor
capacidad de formar interacciones no covalentes en el sitio de unién para cualquiera de las
macromoléculas estudiadas, asi como una mayor variedad de interacciones, presentando
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno y en algunos casos interacciones electrostaticas.
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Tanto AMK como MT tienen una participacion intermedia en la formacién de interacciones, al ser
menores que AFMK y variando en nimero segun la proteina a estudiar, generalmente presentan gran
cantidad de interacciones hidrofdbicas, y en menor cantidad puentes de hidrégeno, mientras que
interacciones electrostaticas no llegan a presentar. De manera general a pesar de la buena afinidad
energética de las macromoléculas por 30HM, no muestra gran cantidad de interacciones, llegandose
a limitar a aquellas de tipo hidrofdbicas y en algunos casos puentes de hidrégeno.

El acoplamiento proteina-proteina realizado permitié conocer el efecto de la unién de un
ligando en la citocina IL-18 con su proteina receptora IL18Ra, los resultados muestran como la
incorporacién de un ligando como la MT afecta las propiedades electrostaticas asi como las
interacciones de tipo VdW durante la unién modificando asi la afinidad hacia el sitio de unién y
desplazandolo hacia uno de los brazos del receptor, afectando asi ligeramente la estabilidad del
dimero necesario para desencadenar las funciones de la citocina IL-18, no obstante la metodologia
no muestra tener variaciones suficientes en cuanto a las puntuaciones ponderadas para poder
distinguir entre uno u otro ligando, siendo idénticos los resultados para la MT y sus metabolitos
activos.

Los resultados de este estudio muestran que tanto la MT como sus metabolitos activos
poseen una buena afinidad para unirse a las proteinas que intervienen en el dafio renal agudo, la IL-
18 en especifico mostro tener un sitio de unidn bien definido, donde el ligando AFMK tiene la mayor
posibilidad de ser el ligando que provoque el efecto regulador de la inflamacion, al ser un metabolito
gue se encuentra en mayor concentracion en el cuerpo asi como la segunda mejor afinidad y el mayor
numero de interacciones no covalentes, mientras que su integracion a la citocina mostré tener la
capacidad de disminuir la afinidad por su ligando. Estos resultados sugieren una tendencia favorable
de la MT y sus metabolitos de unirse a la citocina proinflamatoria IL-18 y provocar cambios en las
interacciones electrostaticas de la IL-18 los cuales a su vez modifican la estabilidad al unirse con su
proteina receptor IL-18Ra y por ende afecta el dimero consecuente.
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Trabajo futuro

Como parte del trabajo a futuro se propone estudiar la estabilidad de las
interacciones formadas por la MT, asi como sus metabolitos durante la unién consecuente
del acoplamiento molecular, este estudio se realizara por medio de dindmica molecular para
asi observar el comportamiento de las interacciones no covalentes,

Se propone estudiar las consecuencias de un acoplamiento sucesivo mediante el cual
se unan mas de un mismo tipo de ligando a la macromolécula, observar el tipo de interaccién
formada, asi como identificar un posible nimero maximo de ligandos acoplables, finalmente
estudiar la estabilidad de los complejos formados entre la citocina con acoplamiento
sucesivos y su receptor alfa.

Se plantea estudiar el efecto de un solvente como el agua durante el proceso de
acoplamiento molecular a fin de mejorar la aproximacién del proceso y conocer los posibles
cambios que esto genere en las afinidades, asi como en el sitio de union.

La evaluacion de las afinidades de la MT, asi como sus metabolitos con respecto a la
unién de otras citocinas participantes del proceso es algo pendiente, como por ejemplo la
citocina IL-1 y sus variantes, los cuales juegan un papel fundamental en el proceso
inflamatorio y que tienen una estructura semejante con IL-18, siendo pertenecientes a la
misma familia.
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