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INTRODUCCION

Los pulmones son 6rganos vitales para nuestra existencia, en ellos se lleva a cabo el
intercambio gaseoso a nivel capilar. Son muchas las afecciones que estos organos
pueden padecer; el cadncer de pulmdn es una de estas enfermedades, el cual es capaz
de impedir el correcto funcionamiento de estos 6rganos afectando el tracto respiratorio,
el tejido pulmonar y los vasos sanguineos presentes segin su progresion; siendo
descrita como una enfermedad de crecimiento excesivo o irregular de las células, lo
cual promueve la diseminacion e invasion a otros 6rganos.

Son muchos los factores que promueven el desarrollo de esta enfermedad, uno de los
principales es el tabaquismo, asimismo, son varias las rutas metabdlicas implicadas en
el desarrollo y progresion del cancer, una de estas rutas vinculada con la progresion de
cancer de pulmon es la ruta de factores de crecimiento transformantes [, la cual
presenta una regulacion epigenética de la enzima histona desacetilasa a través de su
reclutamiento en el citoplasma mediado por la proteina profilina humana Il que
presenta niveles de sobreexpresion irregulares en estas células neoplasicas; este
reclutamiento conlleva a la interaccion de ambas proteinas impidiendo el correcto
funcionamiento de una de estas a nivel nuclear como regulador de la expresion genica.
Opuntia ficus-indica es una planta cactacea tradicionalmente usada con fines
medicinales que presenta propiedades anticancerigenas y antioxidantes reportadas de
manera empirica pero estrechamente relacionadas a su alto contenido de flavonoides
que se encuentran en las raices, pencas, frutos y flores de esta planta; es por ello que
se plantea el estudio del efecto de estos compuestos hacia la profilina humana Il con
gran interés, mediante el uso de herramientas de simulacion computacional, una via de
investigacion que nos da un acercamiento tedrico de los sucesos estudiados asi como
su viabilidad hacia un desarrollo experimental. Estas herramientas computacionales
envuelven grandes campos como la bioinformatica y la quimica computacional y nos

permiten evaluar las interacciones de estos compuestos.
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RESUMEN

En el presente estudio se analizd la interaccion entre la profilina humana Il (PFN2),
una proteina de unién a actina, con 9 compuestos flavonoides reportados en flores y
frutos de Opuntia ficus-indica, y a su vez, el efecto que genera la formacion de estos
sistemas en la interaccion entre PFN2 y la enzima histona desacetilasa 1 (HDAC1)
para una regulacién epigenética de la ruta del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) implicado en cancer de pulmoén. En primer término, se llevo a cabo la
obtencion y optimizacion de las estructuras tridimensionales tanto de las proteinas
como de los flavonoides mediante simulaciones de dindmica molecular y mecéanica
cuéntica respectivamente, logrando obtener estructuras en zonas de equilibrio con el
uso de un colectivo candnico (NVT) en el software Gromacs y estructuras optimizadas
geométricamente en caso de los flavonoides con Gaussian 09; para luego proceder a
los acoplamientos moleculares y analisis conformacionales para la validacion de
estructuras. El acoplamiento entre PFN2 modificada por accion de cada flavonoide y
PFNZ2 nativa con HDAC1 nos permiti6 dilucidar aquellos compuestos que generan un
cambio significativo sobre la PFN2 que altera la interaccion de esta con HDACI,
siendo el compuesto quercetina 3-O-glucdsido el que presentd resultados mas

significativos.

Palabras Clave:
Profilina humana, histona desacetilasa, flavonoides, in silico.
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ABSTRACT

In the present study, an analysis was carried on to study the interaction between human
profilin Il (PFN2), an actin-binding protein, with 9 flavonoid compounds reported in
flowers and fruits from Opuntia ficus-indica, as well as the effect generated by the
formation of these complex in the interaction between PFN2 and the enzyme histone
deacetylase 1 (HDAC1) for an epigenetic regulation of the transforming growth factor
beta (TGF-B) pathway involved in lung cancer. First of all, three-dimensional
structures of both proteins and flavonoids were obtained and then optimized by
simulations of molecular dynamics and quantum mechanics, respectively, achieving
structures in equilibrium zones by using a canonical assembly (NVT) in the Gromacs
software and geometrically optimized structures in the case of flavonoids with
Gaussian 09; then proceed to perform molecular couplings and conformational
analysis for the structures’ validation. The coupling between mutated PFN2 by the
action of each flavonoid and native PFN2 with HDAC1 allowed us to elucidate those
compounds that generate a significant change on PFN2 in order to alter the interaction
of this with HDACL, being quercetin 3-O-glucoside the one that showed up the most

significant results.

Keywords:
Human profilin, histone deacetylase, flavonoids, in silico.
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GLOSARIO

= HAT: Histona acetil transferasa

= HDAC: Histona desacetilasa

= PFNL1: Profilina Humana |

=  PFN2: Profilina Humana Il

= QCT: Quercetina

=  QME: Quercetina 3-metil éter

= QGA: Quercetina 3-O-galactosido

*  QRU: Quercetina 3-O-rutinosido

»  QGL: Quercetina 3-O-glucdésido

= DHQ: Dihidroquercetina

= |SO: Isorhamnetin

= |GA: Isorhamnetin 3-O-galactésido

» |GL: Isorhamnetin 3-O- glucésido

» IRO: Isorhamnetin 3-O-robinobidsido

=  KMP: Kaempferol

»  KME: Kaempferol 3-metil eter

» TGF-B: Factor de crecimiento transformante 3
» TGF-BR: Receptor del factor de crecimiento transformante 3
» RMSF: Fluctuacion media cuadrética

» RMSD: Desviacion media cuadratica

=  QM: Mecénica cuantica

= MM: Mecéanica molecular

= TAC: Tomografia axial computarizada

= RMN: Resonancia magnética nuclear

= PET: Tomografia por emision de positrones

= SCLC: Céncer de pulmon de células pequefias
= NSCLC: Céncer de pulmon de células no-pequefias
»= OFI: Opuntia ficus-indica

» R-SMAD: Proteina smad receptora

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




» UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ”" DE SANTA MARIA

» |-SMAD: Proteina smad inhibidora

= CO-SMAD: Proteina smad mediadora
= ATP: Adenosin trifosfato

= ADP: Adenosin difosfato

= PDB: Protein data bank

= MEC: Matriz extra celular

» FFT: Transformada rapida de Fourier
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CAPITULO 1

1. PLANTEAMIENTO:

1.1.0bjetivos:

1.1.1. Objetivo General

= Evaluar la inhibicion de la capacidad de union de la profilina humana 11 (PFN2)
a la enzima histona desacetilasa 1 (HDAC1) mediante la interaccion de esta
primera con flavonoides de la flor y fruto de Opuntia ficus-indica.

1.1.2. Objetivos Especificos

= Obtener y optimizar las estructuras de la profilina humana Il (PFN2) y de la
enzima histona desacetilasa 1 (HDAC1).

= Disefiar y optimizar geométricamente las estructuras tridimensionales de los
compuestos flavonoides reportados en la flor y fruto de Opuntia ficus-indica.

= Formar complejos interactuantes entre PFN2 y los compuestos flavonoides,
tras lo cual se ha de evaluar sus caracteristicas geométricas y la energia de
union.

= Evaluar la capacidad de interaccion entre el complejo PFN2-flavonoides con
la proteina HDACL1.
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1.2.Hipotesis:

Dado que la sobreexpresion de profilina humana Il (PFN2) ha sido asociada al
desarrollo de cancer de pulmon por su interaccidn con la enzima histona desacetilasa
1 (HDAC1) e impedimento de su funcionamiento a nivel nuclear, es probable que esta
proteina, gracias a las regiones hidrofébicas especificas que presenta y su baja
expresion en células de pulmén normales, pueda ser un blanco para moléculas como
los flavonoides que han sido descritos como potenciales antioxidantes y relacionados

con propiedades anticancerigenas en cancer de pulmon.
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CAPITULO 2
2. MARCO TEORICO:

2.1.EIl Sistema Respiratorio: Los Pulmones:

Los pulmones son los drganos principales del sistema respiratorio, estan ubicados en
la caja torécica y a ambos lados del corazon, siendo el pulmén derecho més grande
que el izquierdo. Son irrigados por las arterias bronquiales y las arterias pulmonares,
siendo estas ultimas las encargadas de llevar la sangre para su oxigenacion,
cumpliendo asi su principal funcion que es el intercambio gaseoso. El flujo de aire
ingresa por las fosas nasales y pasa por otros 6rganos como lo son la faringe, laringe
y la traquea para luego pasar por dos conductos llamados bronguios que son los
responsables de comunicar a la traguea con ambos pulmones, que a su vez, presentan
unos pequefios tubos llamados bronquiolos los cuales presentan al final de su
estructura unos racimos de diminutos sacos de aire llamados alveolos.
Existen un gran nimero de afecciones que estos 6rganos pueden padecer que impiden
su normal funcionamiento y estan clasificadas en tres tipos:
= Enfermedades de las vias respiratorias: Afectan los conductos encargados del
transporte de oxigeno y otros gases al causar un estrechamiento u obstruccién.
= Enfermedades del tejido pulmonar: Afectan la estructura del tejido mediante
cicatrizacion o inflamacion, provocando una expansion restrictiva de los
pulmones, lo cual minimiza la captacion de oxigeno y liberacion de didxido de
carbono.
= Enfermedades de la circulacion pulmonar: Afectan directamente a los vasos
sanguineos al provocar su coagulacion, cicatrizacion o inflamacion. Tiene una
fuerte repercusion en la actividad cardiaca en estadios avanzados.
Dentro de esta clasificacién podemos someter a todas las enfermedades pulmonares
existentes, pudiendo algunas de ellas ser una combinacién de los tres tipos segin la
progresion que presenten. Siendo una de las enfermedades pulmonares mas sugerentes
el cancer de pulmon, la cual presenta una elevada tasa de mortalidad a nivel mundial.
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2.2. EIl Cancer de Pulmon:

Segun la Organizacién Mundial de Salud, el cancer se define como un gran conjunto
de enfermedades que se caracterizan por un crecimiento celular anormal maés alla de
los limites regulares, por lo cual tiene la capacidad de invadir partes contiguas del
cuerpo humano y/o diseminarse a cualquier otro érgano. Esta enfermedad presenta
muchos subtipos a nivel anatomico y molecular por lo que requiere de estrategias de
manejo o tratamiento especificas.

A su vez, se ha reconocido que el cancer, en su forma méas simple, es una enfermedad
genética, 0 de manera mas precisa, es una enfermedad que se debe a una expresion
genética anormal® 2. Segun una investigacion realizada en el instituto suizo para la
investigacion experimental del cancer (ISREC), todas las células normales al cambiar
progresivamente hacia un estado neoplasico adquieren capacidades propias de toda
célula cancerigena. Estas capacidades o sellos distintivos de células tumorales son:
capacidad de resistir la muerte celular, sefializacion proliferativa, induccion de
angiogenesis, evasion de supresores de crecimiento, permitir la inmortalidad
replicativa, invasion y metastasis®.

Por todo ello antes mencionado, el cancer es la segunda enfermedad con mayor tasa
de mortalidad a nivel mundial con un total de 8.8 millones de muertes reportadas en el
afio 2015. En hombres, los tipos de cancer mas comunes son de pulmoén, préstata,
colon, estomago e higado; mientras que en mujeres, los tipos mas comunes son de
mamas, colon, pulmén, cérvix y estbmago.

El cancer de pulmon es una enfermedad invasiva resultado de una desregulacién del
crecimiento de células epiteliales en el tracto respiratorio, conllevando a la formacién
y proliferacion de células tumorales. Es uno de los tumores malignos con mayor
frecuencia de casos reportados a nivel mundial siendo la mayor incidencia en hombres,
y ocupando el cuarto puesto en tipo de cancer reportado en mujeres. Las personas mas
propensas a este tipo de cancer son aquellas fumadoras, en una menor proporcién
aquellas con antecedentes de enfermedades pulmonares como tuberculosis o fibrosis
pulmonar, y fumadores pasivos. El pronostico de supervivencia de estos pacientes es

bastante bajo, llegando a un rango de 5 afios solo un 10-15% de pacientes.
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Figura 2.1: Grdfica circular de datos los perfiles de mortalidad e incidencia de varios tipos de cdncer

que afectan a hombres y mujeres segun la OMS (2014)

2.2.1. Etiologia:

Existen varios factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad, el mas
recurrente es el tabaquismo, otras causas incluyen el consumo por inhalacion o
ingestion de carcindgenos como el asbesto, el radon y también la influencia de la
contaminacion urbana y atmosférica® ¢. Otros factores enddgenos en esta enfermedad
son el sexo siendo las mujeres mas propensas al desarrollo de cancer de pulmén ante
su exposicion al humo de cigarrillo, y el factor genético donde se ha reportado la
sobreexpresion de oncogenes Myc, Ras y KRas. Se ha establecido que entre el 80-90%
de los casos reportados de cancer de pulmén se dan en fumadores o personas que
abandonaron este vicio recientemente habiendo una relacion estrecha entre la
probabilidad de adquirir esta enfermedad con la cantidad de cigarrillos por dia, la
profundidad de inhalacién, la edad de inicio del tabaquismo y la duracion de este

habito o adiccion®.

2.2.2. Clasificacion:

Podemos encontrar diversos tipos de tejidos en nuestros pulmones y por ello diferentes
tipos de células, cualquiera de ellas puede iniciar un proceso de desarrollo tumoral,
aungue con mayor frecuencia se asocian las células epiteliales que revisten los

bronquios, traquea o alveolos; siendo nombrados como carcinomas®. Existen dos
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formas de clasificar los carcinomas pulmonares: categorizados por su tamario seguido
de un examen histopatoldgico bajo microscopio para evaluar la apariencia.

El cancer de pulmén, desde un punto de vista histologico puede ser clasificado en 4
tipos como lo son: cancer de células escamosas, adenocarcinomas, cancer de celulas
grandes y cancer de células pequefias®; siendo las tres primeras clasificadas como
cancer de pulmén de células no pequefias y que abarcan un 75-85% de los casos
detectados®.

Tenemos asi el cancer de pulmon de células pequefias o microcitico (SCLC) que
corresponde a un 15% aproximadamente de los casos reportados, es el mas sensible a
la quimioterapia en su etapa inicial pero conlleva a un peor prondstico por su rapida
proliferacion; por otro lado tenemos el cancer de pulmén de células no-pequefias o no-
microcitico (NSCLC) que presenta tres subtipos son originarios del tejido pulmonar

periférico y tiene mayor probabilidad de diseminacion.

2.2.3. Estadios de NSCLC:
Esta enfermedad puede diseminarse desde el lugar donde comenzé a diferentes partes
del cuerpo por medio de 3 vias: a través del tejido, del sistema linfatico y del sistema
circulatorio®; y se clasifica en los siguientes estadios (Ver Figura 2.2):
= Estadio Oculto: No puede ser detectado mediante pruebas de imagenes o
broncoscopia, se requiere pruebas de esputo o lavado bronquial.
= Estadio 0: Se presentan células anormales revistiendo las vias respiratorias.
» Estadio I: Ya hay formacién tumoral midiendo 5¢cm o0 menos, esté presente solo
en el pulmon el cual puede presentar una leve inflamacion.
= Estadio Il: Presenta diseminacion hasta los ganglios linfaticos y hasta las capa
mas interna del pulmoén, mide mas de 5¢cm pero no mas de 7cm.
= Estadio Ill: El tumor puede ser de cualquier tamafio y haber invadido el
bronquio principal, el diafragma, la traque, el eséfago y la membrana que rodea
al corazon.
= Estadio IV: Ambos pulmones presentan tumores y se disemino a otras partes

del cuerpo como el cerebro, los rifiones, el hueso y las glandulas suprarrenales.
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Cancer de pulmén en estadio IV

El cancer de pulmén se
P —— diseminé hasta otras
|Céncer "\'mm“"" o - | . partes del cuerpo:

) Cerebro

Otro pulmén

Glandula
suprarrenal

Rifion
Higado

| = I Hueso
» {im
| VI

Figura 2.2: Cdncer de pulmdn en su ultimo estadio y su diseminacion a través del cuerpo, Instituto

Nacional del Cancer, U.S. Department of Health and Human Services

2.2.4. Sintomas:
Esta enfermedad puede presentarse como un caso asintomatico el cual requerira de un
hallazgo casual para su deteccién, y como un caso con multiples signos dependiendo
de la etapa de la enfermedad y su diseminacion*:

= Sintomas Locorregionales: Dependen directamente del tumor solido presente

en el pulmon y la invasién que este presenta a tejidos adyacentes.
» Tos(con o sin expectoracion)

Disnea
Dolor toracico
Disfonia

Disfagia (alimentos s6lidos o liquidos)

YV V V VYV V

Sindrome de vena cava superior
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= Sindromes vinculados al proceso de metéstasis: Dependen del 6rgano al cual
migro la enfermedad, entre estos lo mas comunes son:
» Glandulas suprarrenales
Higado
Cerebro
Huesos
Piel

Ganglios linfaticos

vV V. V V V

= Sindromes Paraneoplasicos: Dependen de alteraciones secundarias inducidas
por los tumores 0 un mal funcionamiento del sistema inmune:
» Hipercalcemia tumoral (niveles elevados de calcio en sangre)
» Astenia

» Anorexiay peérdida de peso

2.2.5. Diagnostico:
Se ha de formular una historia clinica junto con un examen fisico, en caso de sospechar
de este tipo de enfermedad se realizan examenes como radiografias de torax que
confirmen presencia de quistes lo que nos lleva a una toma de muestra mediante
biopsia o puncion para obtencion de liquido pleural; a estas muestras se les ha de
realizar un examen anatomopatoldgico confirmatorio.
Una vez confirmada la enfermedad, se ha de determinar la etapa y extension que
presenta con examenes como*:

» Tomografia Axial Computarizada (TAC)

= Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

=  Gammagrafia Osea (requiere de un radiofarmaco como el tecnecio)

» Tomografia por Emision de Positrones (PET)

2.2.6. Tratamiento:

La mejor forma de combatir el cancer de pulmon yace en su temprana deteccion y
reseccion, sin embargo, para aquellos que padecen esta enfermedad la identificacion
de los sintomas no es posible hasta etapas avanzadas®. La etapa o grado de avance del
cancer de pulmén en diversos pacientes es un dato importante para poder realizar un
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pronostico de supervivencia del paciente, asi como poder escoger el tratamiento
adecuado o mas 6ptimo’.

Actualmente, la terapia de primera linea para el tratamiento de células de cancer de
pulmon no pequenas es la cirugia, sin embargo, tan solo un 20% de pacientes con esta
enfermedad puede recurrir a ella considerando las probabilidades que sea una
reseccion curativa exitosa. Aquellos pacientes que no califican como candidatos a
cirugia pueden recurrir a otros tratamientos como lo son la quimioterapia, radioterapia

y ablacion percutanea por radiofrecuencia®.

2.3.Regulacion Epigenética Mediada por la Profilina Humana Il en

Cancer de Pulmoén:

Un estudio llevado a cabo en conjunto por un conjunto de laboratorios y centros de
investigacion en Shangai a cargo del doctor Jian-Guo Song, demostr6 que existe una
via de regulacion epigenética para la sefializacion de la via de TGF- B que determina
0 la sobreexpresion de las proteinas Smad 2 y Smad 3, mecanismo mediado por la
profilina humana Il (PFN2) en células de cancer de pulmoén especificamente en los
adenocarcinomas®.

En este tipo de células en las cuales la via de sefializacién de factores de crecimiento
a través de un mecanismo molecular poco dilucidado ha alterado la expresién de TGF-
B; esta sobreexpresion presenta secuelas que estan asociadas directamente a procesos
de evasion inmune y metéstasis'®. Ademas, una sobreexpresion de la proteina profilina
humana Il (PFN2), una proteina ubicua que presenta niveles muy bajos en este tipo
de dérganos a diferencia de los niveles que presenta en el cerebro y de la cual se viene
clarificando su rol en diferentes funciones celulares como proliferacién, motilidad,
endocitosis y en la ruta del cancer, fue considerada como un factor que promovia los
niveles de sobreexpresion de la via de sefializacion de TGF- B al interaccionar con la
enzima histona desacetilasa 1 (HDAC1) evitando asi su translocacion nuclear, siendo
el nucleo el lugar donde esta enzima cumple su funcion de regulador de expresion a
nivel del nucleosoma. Estando el nucleosoma expuesto a factores de transcripcién, es
alli donde el complejo Smad 2 y Smad 3 que cumplen el rol de segundos mensajes,
inducen la activacion transcripcional de diversos genes segun la sefial enviada por

TGF-B, promoviendo de esta manera el crecimiento de células tumorales que
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conllevan al proceso de metéstasis y un pronostico desfavorable para pacientes con
esta enfermedad.

2.3.1. Viade Sefalizacion TGF-g/Smads:

Una de las vias de sefializacion envueltas en este tipo de cancer es la del factor de
crecimiento transformante 3 (TGF- B), perteneciente a una familia de alrededor de 35
citocinas, dentro de las cuales se encuentran las inhibinas, activinas, proteina
morfogénica de hueso (BMP), hormona anti-muleriana y al factor de crecimiento [
propiamente dicho, las cuales controlan el comportamiento celular en tejidos
embrionarios y adultos®4.

Estas citocinas comparten una estructura comun en la cual esta presente una secuencia
de residuos de cisteina altamente conservada debido a los enlaces disulfuro intra-
moleculares que presenta.

La via de sefializacion de TGF- B es la encargada de regular el proceso de apoptosis,
proliferacion celular, diferenciacion, migracion y también tienen un rol como supresor
tumoral mediante deleciones o mutaciones en los componentes principales de su
sefializacion. Esta4 implicada en varias patologias como desordenes autoinmunes y
vasculares, enfermedades fibroticas y cancer®*% %,

Su funcidn esta intrinsecamente relacionada al contexto involucrado como el tipo de
ceélula o tejido, el tipo de cancer y la etapa de este. Su mecanismo molecular de
sefializacion involucra receptores de membrana (TGF- BRI, TGF- BRIl y TGF- BIII),
proteinas reguladoras como las Smads y factores de transcripcion que ayudan a la
unién al DNA (Ver Figura 2.3)%0 13.16,

En células tumorales, se presenta una alteracion en esta via de sefializacion lo que
conlleva a una sobreproduccion de TGF-p, siendo estas cantidades elevadas las que
promueven la angiogénesis tumoral, supresion inmune, metéstasis y cicatrizaciones
fibrosas que al acumularse en 6rganos como pulman, higado o rifion generan un estado

patoldgico de alto riesgo y elevada tasa de mortalidad*?.
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Figura 2.3: Via de sefializacion de TGF-6, precursores inactivos, receptores de membrana y segundos
mensajeros Smads. Nota. Fuente: Meulmeester, E. and P. Ten Dijke (2011). "The dynamic roles of

TGF-8 in cancer." The Journal of pathology 223(2): 206-219.

2.3.1.1. Factor de Crecimiento Transformante —f:

La razén principal del contundente rol de TGB-B en las enfermedades humanas,
incluido el cancer es su funcion pleiotropica que cumple teniendo en cuenta los tipos
de células sobre los que tiene efecto!!; dentro de estas funciones estan incluidas su
implicacion en la homeostasis de tejidos, el potencial de estimular la sintesis y depdsito
de proteinas de matriz extracelular (MEC) especialmente en células endoteliales,
favorecer la interaccion con estas proteinas de MEC al fomentar la expresion de
receptores e integrinas de membrana, ademas, todos los procesos de inflamacién
cronicos y procesos de sanacion activan esta via de sefializacion de citoquinas
presentes en la matriz extracelular donde estan en cantidades abundantes pero como
precursores inactivos® 13,

Se han reportado cinco isoformas de TGF-f en diversos organismos; en mamiferos se
han identificado a 3 de estas isoformas de TGF-p (-1, -2 y —B3) que presentan
aproximadamente 80% de homologia en su secuencia de aminoacidos pese a que su
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informacion reside en diferentes cromosomas (19913, 1qg41 y 14qg24
respectivamente)® 11,

TGF-B son producidos como precursor inactivo homodimero de 25kDa con una
secuencia de 390 aminoacidos que se encuentra anclado a la matriz extracelular. La
activacion de esta proteina esté bajo la influencia de factores como son temperaturas
elevadas y/o un pH extremo, y también por rutas como una prote6lisis limitada o
desglucosilacion del péptido asociada a latencia (LAP) o por su union a la
glicoproteina trombospondina 1(TSP-1) presente en la matriz extracelular. Estos
procesos generan un corte proteolitico en el aminoacido 278, dejando una cadena
donde su extremo C-terminal de 112-114 AA posee una secuencia de 9 residuos de

cisteina que representan la region activa de la proteina® *,

2.3.1.2. Receptores de Membrana:

En la matriz extracelular también encontramos los receptores de TGF-B, se han
reportado 3 tipos de receptores (TGF-p1 de 53-65kDa, -2 de 83-110kDa y —B3 de
250-310kDa) siendo el TGF-BRI y TGF-BRII los de mayor relevancia. Ambos
receptores presentan algunas diferencias como la conservacion del dominio con
actividad cinasa y en caso de TGF-BRI presenta un dominio serina/treonina anclado a
la membrana y es de vital importancia para su activacion®*? 15,

Estos receptores forman un complejo heterotretamerico al cual se une el ligando lo que
conlleva a la activacion de su actividad intrinseca de proteina kinasa; el TGF-BRII es
el primer receptor al que se une el ligando y este transfosforila al TGF-BRI cuya
actividad kinasa es liberada de una inhibicion por chaperonas, lo que da paso a la
activacion por fosforilacion de las proteinas Smad 2 y Smad 3" 8, Cabe mencionar
que los receptores BRI y —BRII presentan una mayor afinidad por las proteinas TGF-
Bly TGF-p310.12.14,

2.3.1.3. Proteinas Smads:

Smads son una clase de proteinas que tienen la funcion de transductores de
sefializacion intracelular o segundos mensajeros de la via de sefializacion de la familia
de proteinas de TGF-B hacia genes blanco especificos®1: 1719,
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Smads reciben su nombre de una contraccion de los nombres de C. elegans “Sma”
(Small body size) y de la proteina de Drosophila melanogaster “Mad” (mothers against
dpp). Presentan una secuencia de aproximadamente 500 residuos con dos dominios
altamente conservados, el MH1 (Mad-homology 1) o dominio-N y el MH2 (Mad-
homology 2) o dominio-C, ambos separados por un segmento de unién menos
conservado entre los tipos de esta proteina. Se tiene conocimiento de ocho proteinas
Smad codificadas en los genomas de humano y de raton. Solo 5 de estas proteinas
Smads actan como sustratos para los receptores de TGF-f. Se subdividen segiin su
funcion, estan aquellos Smad que dependen del receptor (R-Smad) y son las Smad 1,
2, 3,5y 8; los Smad con funcion inhibitoria (Smad 6 y Smad 7) y por ultimo un Smad
4 con funcion mediadora (Co-Smad)*t: 13 14.17.19.20 | o5 Smads 1, 5 y 8 sirven de
sustratos para los receptores de la familia de BMPs mientras que Smad 2 y 3 son
sustratos para TGB-P, activina y receptores nodales® 2°,

La via de sefializacion de TGF-pB fosforila y activa mediante sus receptores a proteinas
Smad 2 y Smad 3, estas optan por la formacion de un complejo heterotrimérico con la
Smad 4 para trasladarse al nticleo donde regula la transcripcion de genes especificos®
12, 17-20_

Para esto, existe un complejo de factores que regulan la importacion nuclear, dentro
de estos encontramos a las importinas, proteinas que se encargan del reconocimiento
de una secuencia o motivo conocido como sefial de localizacion nuclear (NLS), que al
reconocer este motivo promueven la interaccién de las proteinas con componentes del
poro nuclear o nucleoporinas que permiten finalmente el paso al nlcleo. Las proteinas
Smads estan sometidas a un constante proceso de transporte nucleo-citoplasmatico,
pero su mecanismo de importacion y exportacion nuclear puede darse sin la
intervencion de factores de transporte nuclear debido a que interactian directamente
con las nucleoporinas®.

Ya estando en el ncleo, el complejo formado por 2 R-Smads y 1 Co-Smad interactla
con otros factores de transcripcion y una doble secuencia promotoras de ADN, una
confiere la especificidad de union a los factores de transcripcion asociados a esta
transcripcion y la segunda secuencia es para la unién directa del complejo Smad,
ademas de conferirle selectividad al complejo con respecto a la primera secuencia. Por

tanto, solo un subconjunto de secuencias promotoras que se unen a estos factores de
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transcripcion asociados y son tomados como blancos para la sefializacion de Smad,
brindandole selectividad a partir de secuencias parcialmente solapantes que permiten
Su union4 1820,

2.3.2. Enzima Histona Desacetilasa:

Las histonas son proteinas con un alto contenido de lisinas y argininas en su secuencia
de aminodcidos, que forman parte del nucleo proteico de un nucleosoma, dotandole de
un caracter basico?. Han sido identificadas 5 tipos de histonas: H1, H2A, H2B, H3y
H4, de las cuales dos H2A, dos H2B, dos H3 y dos H4 forman el octdmero que se
presenta en todo nucleosoma?'®, Se determind ademas que un nucleosoma esta
compuesto de un fragmento de ADN de 146 pares de bases en promedio, las cuales
se enrollan en un sentido anti horario y formando 1.75 giros alrededor de un octamero
de histonas?®%, Estas histonas nucleosdmicas presentan dos dominios, el primer
dominio o C-terminal esta localizado en el interior del nucleosoma y el segundo
dominio o N-terminal estad conformado por los residuos de lisina en forma de cadenas
laterales que sobresalen fuera del mismo. Estas cadenas laterales del extremo N-
terminal pasan a través y alrededor de la doble hélice de ADN, siendo su modificacion
un suceso determinante para la regulacion de la expresion genética. EI ADN, las
histonas y otras proteinas forman la cromatina, un complejo macromolecular a base de
nucleosomas; la cromatina presenta dos formas: heterocromatina, que se caracteriza
por ser bastante compacta e inactiva para la transcripcion, y la eucromatina, la cual
esta desplegada y es importante porque promueve los procesos de transcripcion y
expresion genétical: 22,

La expresion genética es un proceso que estd regulado en parte por el nivel de
acetilacion de las histonas nucleosomales, tanto para la activacion transcripcional
(hiperacetilacion) o represion de la transcripcion (hipoacetilacion)?®. Este fenémeno
esta estrechamente regulado por los niveles de expresion de dos enzimas: histona acetil
transferasa (HAT) y la enzima histona desacetilasa (HDAC)?? 2% 25, Los grupos amino
de los residuos de lisina que se encuentran en los extremos terminales de las histonas,
son los sustratos para estas enzimas. Las HATSs transfieren un grupo acetilo a estas
cadenas mientras que las HDACSs eliminan los grupos acetilos de las e-N-acetil lisinas.

La alteracion de los niveles de alguna de estas dos enzimas esta estrechamente
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relacionado con una expresion génica aberrante y crecimiento tumoral en diversos

tipos de cancer? 231,

Dentro de las hipdtesis de los mecanismos que describen la desregulacion de estas
enzimas estan®> 2630
= Una hiperacetilacion puede activar promotores que regularmente estan
reprimidos, que conlleva a la activacion inapropiada de algunas proteinas.
= Una hipoacetilacion en regiones promotoras reprime la expresion de genes
necesarios para un cierto fenotipo
= El reclutamiento equivoco de HAT o HDAC podria significar un

desencadenante patoldgico (Ver Figura 2.4).

Desacetilacion de histonas Acetilacion de histonas
previene la expresion génica promueve la expresion génica

Desacetilacion Acetilacion

Ac: grupo acetil
Célula TF: factor de transcripcion

HDAC: histona desacetilasa |
Normal

Figura 2.4: Funcionamiento regular del proceso de desacetilacion (HDAC) y acetilacién (HAT). Nota.

Adaptado. Fuente: MERCK Presentation

A pesar de que una alteracion directa sobre los genes de estas enzimas no esta
vinculada con el cancer, la asociacion de sus funciones es clara en caso de genes
supresores tumorales.

Las histonas desacetilasas son una super familia de enzimas (Ver Figura 2.5) que
regulan la expresién génica; se han identificado diversas enzimas de este tipo, que a
su vez se encuentran clasificadas en tres clases segun su homologia estructural hacia
tres enzimas HDACs de levaduras: Rpd3 (HDACs clase 1), Hdal (HDACs clase 1) y
Sir2/Hst (HDACs clase 111)?%28.32,
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La clase | de HDACs engloba las isoformas HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDACS;
estan expresada en diversos tejidos y su localizacion principal es el nlcleo aunque
también pueden estar presentes en el citoplasma. La clase Il que engloba las isoformas
HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 y HDAC10; presentan un mayor
tamafio molecular, se encuentran en tejidos especificos y su ubicacion varia entre el
nucleo y el citoplasma. La clase Il engloba una familia de sirtuinas (reguladores de
informacidn silenciosos o SIRs) que presentan un mecanismo de accion dependiente
del cofactor NAD+22, 24, 26, 28, 30, 31, 33.

Ambas clases I/11 a diferencia de las sirtuinas, presentan un mecanismo dependiente
de zinc, que es el componente principal de su centro catalitico, y estan emergiendo
como blancos terapéuticos para el tratamiento de cancer y otras enfermedades. Los
inhibidores de HDAC son capaces de reprimir la accion de estas enzimas lo que

conlleva a efectos anti-proliferativos in vitro y efectos antitumorales in vivo?? 24 34,

N c
HDAC 1 482aa [ |
@ | HDAC 2 4822 [N |
JlHoacs  428aa (NN |
HDAC 8 s77za [
HDAG 11 34722 [
(HDAC 4 1084aa [ | | I |
HDAC 5 112222 | | | D |
HpACe 12152 [ [N [ |
@ | HDAC 7 oscca [l NN ]
é HDAC 9a 1011 aa [ |
HDAC 9b 879aa [N |
HDRP/HDAC 9c¢ 590 aa |:. l
(HDAC 10 6coaa (NN |

To

300 600 900 1200
1 Il ]

Figura 2.5: Esquema de los diferentes tipos de HDAC, su clasificacion, el largo de las proteinas en
base a su numero de aminodcidos y en azul su dominio catalitico. Nota. Fuente: De Ruijter, A. J., et al.
(2003). "Histone deacetylases (HDACs): characterization of the classical HDAC family." Biochemical
Journal 370(Pt 3): 737.
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HDAC1 y HDAC 2 son enzimas con un alto porcentaje de similitud alcanzando un
82% aproximadamente, su extremo N-terminal comprende la mayor parte de la enzima
asi como su dominio catalitico que consiste en un bolsillo tubular hidrofobico en cuyo
extremo se localiza el atomo de zinc (Zn+2). Estas enzimas son sintetizadas como
precursores inactivos y requieren de cofactores para su activacion, también requieren
de la unién a complejos proteicos para regular su transcripcion genética ya que no
pueden unirse directamente al ADN. Algunos de estos complejos multiproteicos son:
Sin3, corepresor de receptor nuclear (N-CoR), mediador de silenciamiento del acido
retinoico y del receptor de hormona tiroide (SMRT), activadores y proteinas
remodeladoras de cromatina?? 24 26.30.33,

En el presente estudio, se hizo uso de la Histona Desacetilasa 1 (HDACL1) debido a su
intervencion en la regulacion epigenética de la via de sefalizacion TGF- B /Smads®.
Esta enzima presenta una secuencia de 482 aminoacidos estando como precursor
inactivo, pero mediante técnicas de cristalografia de rayos X, se dilucido su estructura
activa donde presenta una secuencia de 369 aminoacidos conservando su centro

catalitico de Zinc®.

2.3.3. Las Profilinas Humanas:

Las profilinas (PFNs) conforman una pequefia familia de proteinas con un tamafio
entre 12-15 kDa; la primera profilina reportada fue aislada de un tejido de timo de
ternero cuyas primeras impresiones fueron el ser un polipéptido que no presentaba
homologia alguna con otras proteinas, pero de aqui en adelante, esta proteina fue
reportada en diversas células y organismos como amebas, levaduras, moscas, plantas
y diversos mamiferos®*-42. Algunas especies expresan homologos de esta proteinas
(Ver Figura 2.6), en el caso de mamiferos, se han descubierto hasta cuatro genes que
la codifican (PFN-1, -2, -3 y -4); profilina | (PFN1) es la mas representativa de esta
familia y es expresada ubicuamente en todo tipo de tejidos a excepcion del musculo
esquelético; profilina Il (PFN2) que esta expresada mayormente en tejidos de cerebro,
musculo esquelético e higado, a su vez esta proteina presenta dos variantes (PFN2a y
PFN2b), PFN2a que es la isoforma mas predominante entre ambas y esta altamente
expresada en células neuronales, y PFN2b cuyo mRNA ha sido detectado en un

limitado nimero de tejidos adultos como en el higado; PFN3 y PFN4 por el contrario

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA '
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

de las anteriores han sido poco estudiadas debido a que la expresion de estas proteinas
se limita a los testiculos y en menor proporcion en el higado, estando implicadas en el

proceso de espermatogénesis®’3% 4348,

Figura 2.6: Superposicion de estructuras tridimensionales de Profilina Humana | (rojo) y Profilina

Humana Il (azul), resaltando elementos de su estructura secundaria como son las a-hélices y las

ldminas 8. Nota. Fuente: Nodelman, I. M., et al. (1999). "X-ray structure determination of human
profilin Il: A comparative structural analysis of human profilins." Journal of molecular biology 294(5):

1271-1285.

2.3.3.1. Rol de las Profilinas Humanas:

Las funciones de las profilinas en tejidos eucariotas ain no han sido totalmente
dilucidadas, pese a que varias de estas ya han sido reportadas; estas proteinas
presentan un papel fundamental en el funcionamiento celular estando estrechamente
relacionadas con su gran capacidad de regulacion de la dinamica de polimerizacion de
actina (Ver Figura 2.7), entre las otras funciones de estas proteinas, se encuentran la
proliferacion celular, migracion, endocitosis y transcripcion génica®: 36 4% 48-50,

Las actinas son proteinas globulares que forman microfilamentos para el citoesqueleto
celular y a su vez hidrolizan moléculas de ATP, estando presente en forma libre como
mondmero de G-actina o como parte de un polimero lineal (microfilamento) en forma
de F-actina®” 48 5152 as profilinas fueron descritas inicialmente como el factor
responsable de la despolimerizacién de filamentos de actina in vitro, ya que al unirse
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con mondmeros de actina evitaban asi su polimerizacion, afios después lograron
desmentir esto al notar que las profilinas aceleran el intercambio de nucle6tidos ADP
unidos a los monémeros de actina por un complejo ATP-actina, incrementando la
disponibilidad de esta para una polimerizacién mas veloz al interaccionar con el
extremo creciente del microfilamento. Si bien esta formacion del complejo actina-
profilina presenta gran afinidad e importancia siendo un mecanismo Unico ya que
ninguna otra proteina de unién a actina entre las 70 clases diferentes que existen tiene
un efecto similar, la profilina es una proteina multifuncional que puede interactuar con
muchas otras proteinas que regulan una compleja red de interacciones moleculares®
%3, Dentro de estas interacciones predominan moléculas como fosfatidilinositol 4,5-
bifostato (PIP2) y proteinas con una secuencia o dominio poli-L-prolina (PLP) como
lo son la fosfoproteina de estimulacion de vasodilatacion (VASP), Enabled (Ena), la
proteina del sindrome Wiskott-Aldrich (WASP), su homologo neuronal (N-WASP) y

mammalian diaphanous (mDia1)3> 37 40. 44, 46-48,53-56

c ATP-actin O ADP-actin I Profilin

Figura 2.7: Rol de las profilinas en la polimerizacion de actinas. Nota. Fuente: Witke, W. (2004). "The

role of profilin complexes in cell motility and other cellular processes." Trends in cell biology 14(8):

461-469.

A pesar de una baja homologia en la secuencia de las profilinas, existe una gran
similitud bioquimica y estructural entre estas proteinas, tal es el caso que las
estructuras de PFN1 y PFN2 pueden ser superpuestas casi en su totalidad, lo cual

sugiere que las secuencias para su union a ligandos se mantengan conservadas® 4. Sin
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embargo, se demostro que PFN1 presenta una afinidad de union a actina casi 5 veces
mayor que PFN2, y también una mayor afinidad de unién a PIP2 mientras que PFN2
presenta mayor afinidad de union a proteinas con dominios de poli-L-prolina** 46,

Se cree que la mayoria de ligandos han de unirse a la profilina por su dominio o
secuencia para poli-L-prolinas, aunque varios de estos ligandos presentan repeticion
de estos aminoacidos con limite de tres o cuatro consecutivos teniendo a otros
aminoéacidos como glicina, prolina o alanina en reemplazo formando asi secuencias
definidas como ZPPX (donde Z suele ser alguno de los aminoédcidos mencionados
anteriormente y X suele ser un residuo preferentemente hidrofébico), este secuencia
ZPPX puede ser encontrada en miles de proteinas por lo que la especificidad para
unién con profilina esta aun bajo estudio, pero se observé que influyen ampliamente
sus extremos —N y —C terminales del dominio de union de esta secuencia. Ademas,
fueron reportados algunos ligandos que difieren de esta presuncion e interactian con

un dominio diferente como gephyrin®" 47,

2.3.3.2. Profilina Humana Il (PFN2):

La estructura de la profilina humana Il fue determinada por técnicas de cristalografia
y rayos X a una resolucion de 2.2A, su estructura tridimensional consta de 7 laminas
betas (B-sheets) antiparalelas y enlazadas, y de 2 hélices alfa (a-helix) en los extremos
—N y —C terminales y otras dos hélices en el otro extremo® >, Presenta a diferencia de
PFN1 una extension aromatica en el sitio de union dispuesto para poli-L-prolina que
se debe principalmente al cambio en la secuencia de aminoéacidos de una serina en la
posicion 29 por una tirosina (S29Y) y le confiere la capacidad de formar una nueva
interaccidn por apilamiento de bases y la formacion de un enlace puente de hidrogeno,
destacando asi su afinidad por aquellas proteinas con esta secuencia de prolinas®®.

La expresion de PFN2 en cerebro estd limitada a células neuronales (detectada
mayormente en el citoplasma) donde es reclutada hacia las espinas dendriticas por
medio de unos neurotransmisores AMPA, las espinas dendriticas son las efectoras de
la sinapsis neuronal y debido a la alta motilidad que presentan tiene un alto contenido
de actina que pasa a ser polimerizado por la PFN2 pero también en menor grado por
PFN1, al ser polimerizadas las actinas las espinas dendriticas reducen su motilidad lo

que favorece la consolidacion de la sinapsis®®. Ademas de esta funcion, PFN2 ha sido
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vinculada a mdltiples casos de cancer en diversos tejidos, aunque con un actuar
inconsistente, siendo asi un regulador negativo del crecimiento tumoral en un caso de
carcinoma oral de células escamosas, pero opuesto a esto, eleva la tasa de migracion e
invasion celular en casos de cancer colorrectal y cancer de pulmon®®. En este ultimo
caso de cancer de pulmon, la profilina humana 1l (PFN2) ha sido implicada en la
regulacion epigenética de la via TGF-B/Smad mediante su unién a una enzima
desacetilasa de histonas (HDAC)?®.

2.4.0Opuntia ficus-indica:

Las cactaceas son una familia de plantas que engloban un aproximado de 2000
especies dentro de las cuales resaltan las del genero Opuntia, del cual estan reportadas
190 especies de amplia distribucion en el continente americano. Opuntia ficus-indica
es la especie mas conocida también denominada como tuna, penca, higuera o
chumbera que se encuentra distribuida desde el sur de Canada hasta la Patagonia®’®*.
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
fomenta el cultivo de estas plantas debido a que presenta gran éxito para agricultores
que no cuenten con los recursos necesarios y que residen en zonas aridas, sin

mencionar las cuantiosas propiedades de la planta y sus frutos®® 6263,

2.4.1. Fisiologia:
Es una planta arbustiva con tallos ligeramente espinosos, aplanados y ramificados que
se les conoce como cladodios 0 pencas, que pueden llegar a alcanzar de 20-60
centimetros de altura y 10-40cm de ancho, su color varia de un verde claro en su etapa
de juventud a un gris en su etapa mas adulta®. Estos cladodios son los principales
almacenes de agua y la epidermis que los recubre presenta tres funciones®® ¢4

= Regulacion del intercambio gaseoso de didxido de carbono y oxigeno.

= Retencion del agua dentro del cladodio.

= Proteccidn contra hongos, bacterias e insectos.
Sus flores brotan a partir de areolas que se forman en los bordes de los cladodios, se

presentan en los meses de marzo, abril y mayo principalmente, se desarrollan hasta 20

flores por cada cladodio que presente la planta en un periodo de 3 a 5 semanas,
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alcanzan de 7-10 cm de largo y tienen una coloracion amarilla, rojo, naranja o rosa.
Sus frutos son de coloracion amarilla, roja, naranja o purpura con una forma ovalada
de 5-10 cm de largo y 4-9 cm de ancho®” 5% 65,

Esta planta presenta un mecanismo fotosintético conocido como Metabolismo del
Acido Crasulaceo (MAC), este fija el carbono por la noche al disminuir las
temperaturas y aumentar la humedad relativa del ambiente y manteniendo los estomas

cerrados durante el dia, promoviendo un uso eficiente del agua.

Figura 2.8: Opuntia ficus-indica, vista de sus cladodios, espinas, sus frutos y flores

2.4.2. Haébitat:

Opuntia ficus-indica o nopal como es su nombre genérico, es un cultivo de origen
desconocido pero que presenta gran adaptacion a condiciones ambientales extremas
como altas temperaturas y radiacion UV extrema en zonas aridas o semiaridas, estando
presente en varias regiones de nuestro pais, pudiendo cultivarse en altitudes desde los
800 hasta los 2500 msnm®8: 62,

Requieren poca cantidad de agua para su cultivo resistiendo épocas de sequia, pueden
desarrollarse en suelos pobres en nutrientes y en el medio en el que se desarrollan
presenta temperaturas entre los 10 y 50°C como minimo y maximo respectivamente,
su alta tolerancia a calor estd mediada por la acumulacion del aminoacido prolina
principalmente en sus raices y también diversos o6rganos de la planta; sin embargo,

muchas de sus caracteristicas bioquimicas permanecen desdefiadas®® °% 62,
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2.4.3. Aplicaciones:

Tradicionalmente y primordialmente se ha hecho uso de esta planta con fines
medicinales para la cura de: estrefiimiento, ulceras estomacales, quemaduras, diarrea,
fiebre, dolores estomacales, etc®®. Es asi que, por sus propiedades antiinflamatorias,
diuréticas, analgésicas, antioxidantes, neuroprotectoras, hepatoprotectoras y
anticancerigenas entre otras reportadas empiricamente, ha sido objeto de estudios
cientificos que revelan su alto contenido en fibras de lignina, celulosa, pectina,
minerales, vitaminas, beta carotenos, flavonoides y diversos metabolitos que podrian

confirmar estas propiedades®”: °% 60. 63 64,66-70

Tabla 2.1: Usos Tradicionales de Opuntia ficus-indica segun una encuesta popular

Partes de la Planta Usadas Método de Preparacion Pricticas Tradicionales
Cladodios El material seco se pulverizo y se disolvio en agua Para aliviar el dolor estomacal
Se colecté mucilago y se bebid en mezcla con leche Para enfermedades del higado
Se cortan en rodajas y se colocan en salmuera Reduce los niveles de colesterol
Flores Material seco y pulverizado se hirvio con agua Para enfermedades del higado
Material seco y pulverizado se hirvio con agua Para la enfermedad de prostata
Material seco y pulverizado se mezclo con miel Usado para ¢l asma
Semillas Se secaron y pulverizaron Para enfermedades de la piel
Se secaron y pulverizaron Para dolencias cardiovasculares
Raices Se secaron, pulverizaron y mezclaron con leche v miel Usado para el asma

Nota. Fuente: Adaptado de Mouhaddach A, El-hadi A, Taghzouti K, Bendaou M, Hassikou R.
Assessment of Opuntia ficus-indica in vivo following ethnobotanical survey: Confirmation of its
analgesic activity. Phytothérapie. 2017:1-6.

Ademaés, esta planta obtiene gran importancia debido a su uso como materia prima
para el cultivo de la cochinilla (Dactylopius coccus), un insecto utilizado como tinte
organico, siendo esta caracteristica su potencial en el mercado mundial y siendo

nuestra region Arequipa el lider exportador®®.

2.4.4. Floresy frutos de Opuntia ficus-indica:

En cuanto a las flores y frutos de Opuntia ficus-indica, estos no presentan tanto
protagonismo como los cladodios pese a su amplio uso en medicina tradicional, siendo
usados para reducir la inflamacion, reducir el dolor, tratar mordidas de serpientes, sus
efectos diuréticos entre otros®® ®': en las pocas investigaciones acerca de las flores y
frutos se reportd un alto contenido en compuestos polifendlicos biofuncionales siendo

kaempferol, isorhamnetin y quercetina los mas reportado®’ 60 61.67.70. 71
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Los frutos o tunas, aunque son de amplio consumo se desconoce todas sus propiedades
bioguimicas; los reportes segin el doctor Silos Espino, indican que tiene en su
contenido 35% de glucosa, 2.9% de fructosa, 5.1% de proteinas en la pulpa y 8.3% en
la cascara, 0.1% de lipidos, 49mg de calcio, 220mg de potasio y 85mg de magnesio en
100g de materia seca ademas de la alta cantidad de fibra presente®®. A partir de un
estudio fotoquimico llevado a cabo por Jung Wha Kim, se logré identificar 13
compuestos fenolicos dentro de los cuales 7 son reportados como flavonoides,
mientras que en el estudio llevado a cabo por Hyang Dok-Go se identifico que en frutos
y semillas de nopal se encuentran 3 flavonoides (Ver Tabla 2.2)"2 73,

Las flores por otra parte, son la materia prima que presenta menor importancia en esta
planta, suelen ser objeto de desecho o en algunos casos para infusiones en la medicina
tradicional. Investigaciones reportan que estas, presentan un alto contenido de
flavonoides (Ver Tabla 2.2) con un valor de 81.75mg por cada gramo de material
fresco segun el estudio llevado a cabo por M. De Leo donde también reporta presencia

de compuestos flavonoides presentes en flores®®: &,

Tabla 2.2: Compuestos flavonoides reportados en frutos y flores de Opuntia ficus-indica

Partes de la Planta Compuesto Flavonoide Abreviacion
Fruto Quercetin 3-O-rutinoside QRU
Quercetin 3-O-glucoside QGL
Isorhamnetin 3-O-robinobioside IRO
Isorhamnetin 3-O-galactoside IGA
Isorhamnetin 3-0O-glucoside IGL
(+) - Dihydroquercetin DHQ
Flor Quercetin QcT
Quercetin 3-methyl ether QME
Isorhamnetin ISO
Kaempferol KMP
Kaempferol 3-methyl ether KME
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2.5.Compuestos Flavonoides:

Los compuestos fotoquimicos mas relevantes en las vegetales son los compuestos
fenolicos, habiendo sido identificados mas de 8000 de estos compuestos, de los cuales
aproximadamente la mitad son compuestos flavonoides, estando estos presentes en una
gran variedad de plantas vasculares inclusive presentando altos niveles, siendo ademas
asociados a la pigmentacion de flores y frutos; aunque también estan presentes en sus
semillas y raices®® 7% 74-76,

Su rol en los vegetales y otras células eucariotas en los que esta presente es diverso,
siendo un compuesto antimicrobiano, antioxidante, fotoreceptor y repelente; ademas,
estudios han reportado que estos compuestos presentan actividad bioldgica teniendo
propiedades antialérgicas, antivirales, antiinflamatorias, vasodilatadoras vy
anticancerigenas, dentro de las cuales resalta su rol anticancerigeno y su actividad
antioxidante al reducir la formacion de radicales libres y lidiar con aquellos ya
presentes68, 73,74, 77-79.

El rango de consumo de flavonoides esta entre 50 y 800mg/dia, dependiendo
principalmente de la ingesta de frutas y vegetales donde son los flavonoles: quercetina
y kaempferol los mas abundantes®®. Todo flavonoide al ser ingerido pasa por un
proceso de degradacion hacia acidos fendlicos en el estobmago e intestino, y de
absorcion en este ultimo. En los ultimos afios, se ha demostrado solo un porcentaje no
muy elevado de estos compuestos es absorbido, manteniendo estos flavonoides y sus
metabolitos o acidos fendlicos que permanecen su actividad antioxidante que puede
desarrollarse in vivo; esto ha sido comprobado al evaluar los niveles de antioxidantes
en plasma, los niveles de vitamina E regulados en la membrana de eritrocitos y una

baja densidad de las lipoproteinas®®.

2.5.1. Estructuray Clasificacion:

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que se sintetizan en plantas a
partir de aminoéacidos aromaticos como lo son la fenilalanina (Phe) y Tirosina (Tyr)
junto con el anién malonato, siguiendo la via metabdlica de fenilpropanoide®® 8 7,
Presentan una estructura bésica conocida como flavano, que esta compuesta por 15
atomos de carbono distribuidos en tres anillos, dos anillos benceno unidos por una
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cadena heterociclica de tres carbonos (C6-C3-C6), cada uno de los anillos fue

etiquetado segtin un consenso (Ver Figura 2.9)%8 7475,

Figura 2.9: Estructura bdsica de un compuesto flavonoide o flavano

Los flavonoides se clasifican en 6 subclases principales segun su estructura molecular
y las varias combinaciones de grupos hidroxi, metoxi y grupos O-glucésidos, siendo
los siguientes: flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoles vy

antocianidinas (Ver Tabla 2.3)"# 76 7°-81,

Tabla 2.3: Clasificacion de los compuestos flavonoides, la estructura de las moléculas mds

representativas de cada sub-clase y sus fuentes naturales

Compuestos Estructura Representantes Fuente | Compuestos Estructura Representantes  Fuente
Flavonoides natural | Flavonoides natural
3
2 4'
8 6 1 .
| ol Quercetina . 7 = 5 Hesperetina Frutos
Flavon Kaempferol Cebolla avanona 2 6' Naringenina Citricos
Isorhamnetin Brocoli 6 3 Tomates
5 4
0
| Apigenina | 5l Catequina Chocolate
Havona Luteolin Perejil Apio Havan- Epicatequina  Vino Tinto
sofl Daidzeina Productos anidi Vino Tinto
Isoflavona Genisteina de Soya Antocianidina Cianidina Berries
Malvidina
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El nivel de oxidacion y el patron de sustitucion del anillo C en estos compuestos los
diferencia; vy, es el patron de sustitucion de los anillos A y B lo que diferencia las
diferentes moléculas en estos grupos. Los flavonoides se hidroxilan en los carbonos 2,
3,5,7,3’,4 y 5°, ademés pueden haber especies metil-éter y acetil-ester en estos —
OH, asi como union de glicosidos en los carbonos 3 0 7 como D-glucosa, galactosa,
arabinosa y otros. Es asi que, por ejemplo, los flavonoles se diferencian de las
flavononas por un grupo hidroxilo en el carbono 3y un doble enlace entre este carbono
3y el carbono 2 (C2 = C3)7*80.82,

2.5.2. Propiedades Antioxidantes:

Estas propiedades de los compuestos flavonoides estan intrinsecamente ligadas a sus
grupos funcionales alrededor de la estructura base. La sustitucion en los carbonos y el
numero total de grupos hidroxilos son los que confieren principalmente esta
caracteristica de antioxidante’”.

El anillo B y sus grupo hidroxilo son los que mas determinan la capacidad de erradicar
los radicales libres ya que donan un atomo de hidrogeno y un electrén a una especie
radical para estabilizarla; siendo los flavonoles y flavonas los de mayor actividad por
la presencia de un grupo catecol en su anillo B’ 82,

Es asi que los flavonoides presentan también capacidad de absorciéon de rayos UV del
sol y eliminacion de los compuestos reactivo de oxigeno generados, brindando

proteccion a las plantas en las que estan presentes®,

2.5.3. Propiedades Anticancerigenas:

Estudios epidemiolégicos han podido comprobar que hay una asociacion entre el
consumo de flavonoides y una proteccidn contra el cancer, siendo el cancer de pulmoén
el Unico reportado en tener una correlacion inversa respecto al consumo de estos
compuestos®® >, Los flavonoides tienen la capacidad de interactuar con diversas
proteinas, estando varias de ellas relacionadas con vias metabdlicas que promueven el

desarrollo de cancer’® 76: 79,81,
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2.6.Quimica Computacional y Bioinformatica:

La quimica computacional y la bioinformatica son dos lineas de investigacion muy
relacionadas, ambas hacen uso de herramientas computacionales para resolver
problemas quimicos mediante simulaciones de sistemas moleculares y para hacer un
andlisis de datos bioldgicos respectivamented4,

La bioinformatica implica diversas disciplinas como matematica aplicada, estadistica,
informatica, quimica y biologia molecular, que conjuntamente brindan herramientas
para andlisis de datos, simulacién de sistemas biolégicos a un nivel molecular, siendo
varias de las lineas de investigacion aquellas encargadas de dilucidad: alineamiento de
secuencias (MRNA, cDNA), disefio de primers, prediccion de genes codificantes,
expresion génica, secuenciamiento de aminoacidos, estructura tridimensional de
proteinas y filogenia®: &,

La quimica computacional por su parte, se enfoca a la resolucién de problemas o
fendomenos que el método experimental no puede dilucidar ya sea por el alto costo
implicado y/o por la carencia de equipamiento tecnoldgico que brinde un mayor
alcance en sus campos de investigacion. Es asi que, mediante el uso de conceptos y
modelos de areas como la mecéanica cuantica, mecanica molecular, fisica clasica y
quimica tedrica incorporados en software para el modelamiento de estructuras, calculo
de energias a nivel atdbmico o molecular de complejos en estado gaseoso o en solucién
y capacidad de interaccion entre moléculas, se busca complementar la informacion
obtenida mediante experimentacion, orientar el disefio experimental en busqueda del
disefio de nuevos farmacos y/o materiales, y finalmente en el poder predecir un

fenomeno quimico que no presente antecedentes®’.

2.6.1. Mecénica Cuantica:

La mecéanica cuantica es una rama de la fisica que se define como un conjunto de leyes
que rigen el comportamiento de particulas como los electrones, ntcleos atdbmicos hasta
algunas moléculas. Surgié a partir de la necesidad de explicar ciertos fenémenos,
siendo uno de ellos el caracter ondulatorio-corpuscular de la luz; para lo cual se
establecieron pardmetros de particula (energia E y momento p de un foton) y
parametros de onda (frecuencia angulas w, vector de onda k, frecuencia v y longitud
de onda 1), siendo mas tarde postulada la teoria de la dualidad de la materia de Broglie
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que refiere al hecho de que la materia puede ser estudiada tanto como particulas o
como ondas dependiendo de la propiedad que se quiera evaluar.

A partir de ello, surge la teoria de la incertidumbre de Heisenberg, que establece que
es imposible el poder determinar tanto la posicion como el momento o velocidad de
una particula de manera simultanea, un hecho que a macro escala es insignificante pero
a escala cuéntica la variacion de la medida de una magnitud puede hacer variar el
estado del sistema.

Finalmente, fue Erwin Schrodinger quien describe que al tener la materia un caracter
dual onda-corpusculo, entonces cada particula debe estar asociada a una funcién de
onda Y(r,t) que define su evolucion temporal, siendo r las coordenadas
tridimensionales y t el tiempo 0 momento. Es asi que, para describir el estado de un
sistema se describe una funcion de onda ¥ dependiente del tiempo, y teniendo la
primera derivada de esta se puede calcular la funcién de onda futura en cualquier

tiempo; quedando descrita la ecuacion de Schrodinger de la siguiente manera®®:

H¥(r1) = E ¥(r,1) .1)

Esta ecuacion describe lo siguiente: el operador hamiltoniano que define a los
electrones y al nucleo de un sistema, ¥ es la funcion de onda que contiene la
informacion sobre el estado de los electrones en una posicion y momento
predeterminado, E es la energia asociada al estado del electron ligada a la posicion y

momento deseado.

2.6.2. Mecéanica Molecular o Mecanica Clasica:

La mecanica molecular es parte del modelado molecular, haciendo uso de los
principios de la fisica clasica para describir los modelos o sistemas moleculares,
percibiendo a los &tomos como esferas (los electrones y el nucleo forman un conjunto)
que se unen a través de puentes o muelles que representan los enlaces quimicos entre
atomos pero adicionalmente contemplan las fuerzas no enlazantes en el sistema.

La mecanica molecular ha sido usada desde sus inicios para evaluar sistemas grandes
de estudio de miles o millones de atomos tales como proteinas, acidos nucleicos y
ADN debido al elevado costo y capacidad computacional que requerian los céalculos
cuanticos, que a la actualidad ya evalGan pequefios sistemas de un par de cientos de

atomos; a su vez, se ha desarrollado métodos hibridos (QM/MM) que combinan
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ambos, tanto la mecanica clasica como la mecanica cuéntica, para el estudio de
sistemas grandes y la aplicacion de métodos cuénticos a las regiones de interes.

Entre las principales aplicaciones de la mecanica molecular esta el calculo de energia
de un sistema molecular a partir de su estructura tridimensional y mediante la cual se
puede encaminar el estudio de propiedades asociadas; para este tipo de célculos se
tiene dos grandes herramientas que son la minimizacion de energias a partir de una
optimizacion geométrica de la estructura en estudio y la simulacién de dinamica

molecular del sistema a través del tiempo y sometido a una temperatura constante.

2.6.3. Modelamiento de Proteinas:

Modelamiento hace referencia a una prediccion de la disposicion espacial de los
atomos de una proteina intrinsecos a su secuencia de aminoacidos, tiene como parte
de sus objetivos el estudio de su funcién molecular, el disefio de ligandos y el calculo
de sus afinidades. Cada proteina presenta una secuencia particular de aminoacidos o
residuos que se disponen en forma de cadena, siendo cada uno de estos diferente al
tener ciertas propiedades como polaridad, hidrofobicidad y carga; siendo en total 20
los aminoacidos presentes en las proteinas y siendo estos los que definen sus
propiedades fisico-quimicas y caracteristicas tridimensionales® 8-,

Dentro de las caracteristicas tridimensionales de una proteina, se destaca su estructura
secundaria que proviene del plegamiento entre los residuos cercanos de la cadena
polipeptidica y se debe principalmente a la formacion de enlaces puente de hidrogeno
entre el atomo de oxigeno del grupo carbonilo (-CO-) y el atomo de hidrogeno del
grupo amino (-NH-) de los carbonos de cada residuo, siendo los principales las o-
hélices y las laminas B (Ver Figura 2.10)%% %,

Las a-hélices son conformaciones espirales con sentido horario que usualmente
involucran a 13 residuos de la cadena, presentando 3.6 residuos por cada vuelta y
siendo sus angulos diedros y (psi) y @ (phi) -60° y -45° respectivamente®® %4,

Las laminas B por su parte se forman a partir del posicionamiento paralelo de dos
cadenas de aminoacidos en la misma proteina, en un rango de 3 a 10 residuos y
presenta la caracteristica de que los grupos —R de los aminoacidos que la conforman,
estan posicionados por encima y por debajo de la estructura para no generar un

impedimento estérico.
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Figura 2.10: Estructura secundaria de las proteinas, a-hélices y Idminas 8

2.6.4. Campos de Fuerza para Modelamiento Molecular:

En quimica, se denomina campo de fuerza al conjunto de parametros y ecuaciones
necesarias para llevar a cabo simulaciones de mecanica molecular. Se basan en el
calculo de la energia potencial como suma de las energias de los enlaces, de los angulos
de enlace, los angulos de torsién asi como de energias no enlazantes de las
interacciones de Van der Waals y electrostaticas descritas por la Ley de Coulomb

segun la ecuacion (2.2)%.

Ep . Ebonds + Eangle + Edihedral + Enon—bonded (2-2)

Los tipos de interacciones (Ver Figura 2.11) se clasifican segun:
= Interacciones enlazantes: presenta enlaces quimicos que son intermediarios en
la unién de dos o méas atomos, engloba los términos de enlaces covalentes,
angulos, diedros o torsiones.
= Interacciones no enlazantes: los atomos no se encuentran unidos por enlaces

quimicos pero existen energias electrostaticas y de Van der Waals entre estos®’.
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Bond vibration Angle vibration Torsion potentials
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van der Waals interactions Electrostatics

0O ® O
Figura 2.11: Tipos de interacciones descritas en los campos de fuerza, tanto enlazantes como no-

enlazantes. Nota. Fuente: Kukol, A. (2008) Molecular Modeling of Proteins, Hatfield, UK

En la actualidad, se han desarrollado varios campos de fuerza entre los cuales destacan
aquellos que describen macromoléculas como OPLS-AA% % AMBER®,
GROMOS!® y CHARMM®; cada uno de ellos contiene 4 archivos principales que
describen en su mayoria los pardmetros particulares de cada uno segun el método de
calculo y precision usados, siendo estos archivos:

= Atomtypes.atp: Describe las caracteristicas asignadas a cada atomo asi como
su nomenclatura en este campo de fuerza, su carga y el tipo de molécula del
que forma parte.

» Aminoacids.rtp: Describe la topologia de cada residuo, describiendo el nombre
asignado, su carga y grupo de carga de cada atomo de cada residuo ademas de
los &tomos con los que se enlaza formando enlaces, angulos y diedros.

» Ffbonded.itp: Describe los diversos tipos de &tomos que reconoce el campo de
fuerza que forman enlaces, angulos o diedros entre si, y a su vez describe sus
valores en distancias, grados del angulo formado.

* FFnonbonded.itp: Describe la nomenclatura asignada a cada atomo, su tipo de
enlace, su masa molecular y su carga que en conjunto van a describir las

interacciones no enlazantes en el sistema.

2.6.5. Minimizacion de Energia:
El objetivo de esta herramienta es encontrar las coordenadas para una estructura
molecular, las cuales han de presentar un minimo local de energia potencial, ya que en

estos estados de menor energia la estructura es mas estable, y son estas estructuras las
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que son usadas para el estudio de sus funciones en procesos quimicos, fisicos y
biolégicos®.

Se hace uso de las ecuaciones de un campo de fuerza, el cual describe las propiedades
fisicas y superficies de energia potencial de la molécula, teniendo métodos derivativos
de primer y segundo orden que se basan en una gradiente de energia®.

La primera derivada de la energia potencial con respecto a las coordenadas cartesianas
busca un valor 0, el cual nos indica un punto de inflexion que se pretende fuese un
minimo global de energia pero estos calculos tienen usualmente a dirigir al sistema
hacia un punto minimo de energia cercano a las coordenadas de partida 0 minimos
locales. La derivada de segundo orden, es la que revela si los puntos de inflexion
encontrados por la derivada de primer orden son céncavos o convexos al obtener
valores positivos 0 negativos respectivamente, siendo lo anhelado un valor positivo
que indica un minimo.

Entre los métodos derivativos mas conocidos tenemos: steepest descent, gradiente
conjugado y Newton-Raphson; siendo el método steepest descent o de fase
estacionaria el que ha de usarse en este estudio, siendo un algoritmo que aproxima en
primera instancia al sistema hacia un minimo local cercano pese a estar alejado de este
al modificar las coordenadas cartesianas y evaluar los cambios energéticos que estan
asociados a las perturbaciones de los grados de libertad geométricos, siendo un proceso
repetitivo hasta que estas perturbaciones alcancen un valor dentro de los limites

permitidos que han sido predefinidos®.

2.6.6. Dinamica Molecular:

Es una técnica de simulacion molecular que permite la interaccion de atomos y
moléculas en un periodo determinado de tiempo en la escala de los hanosegundos, se
basa en el hecho de que toda la materia esta constituida de particulas, las cuéles estan
en constante movimiento e interaccion®’. Las teorias que fundamentan esta
metodologia provienen de la fisica, quimica y matematica, resaltando la segunda ley
del movimiento de Newton (Ver Ecuacion 2.3)%,

F, = m; &0 (2.3)

at2
La integracion de esta ecuacion nos brinda las coordenadas de los &tomos de un sistema

en el tiempo a la vez que la trayectoria que va desarrollando.
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Existen diversos programas para llevar a cabo este tipo de simulaciones como
Gromacs, CHARMM, AMBER, NAMD y OpenMM, y a su vez un gran namero de
campos de fuerza. Dentro de estos software, destaca Gromacs (Groningen Machine for
Chemical Simulations) debido a su alta capacidad de calculo con alta precision, por su
alta velocidad de célculo y por ser un programa de licencia libre el cual permite el
acceso a estas herramientas de dindmica molecular'®.

La dinamica molecular a su vez hace uso de colectivos o principios fisico, en este
estudio se hizo uso del colectivo canonico o NVT%, donde se trabaja a un volumen y
masa constantes; la temperatura no es constante pero si su promedio al hacer uso del
termostato de Nose-Hoover que es un metodo determinista para el control de
temperatura mas no de energia, dentro de las cuales destacan la energia potencial,
energia cinética y las interacciones no enlazantes como las de VVan der Waals descritas
por el potencial de Lennard Jones Yy las fuerzas electrostaticas descritas por la ley de

Coulomb?’.

2.6.7. Calculo de Energia Libre:

La energia libre es muy importante cuando evaluamos un sistema desde un punto de
vista termodinamico, ya que muchas otras propiedades fisicas o quimica dependen de
este valor del sistemal®. Puede ser vista como una propiedad estadistica que calcula
la probabilidad de encontrar a un sistema en cierto estado, un calculo de alta precision
para este tipo de energias requiere el evaluar todo el espacio en el que se desarrolla el
sistema, siendo un proceso de alto costo y de baja precision con las herramientas
actuales; sin embargo, una variante es el cdlculo de la diferencia de energia libre entre
dos estados de un mismo sistema® 197,

La energia libre puede ser expresada segin dos funciones: funcion de Helmholtz (AF)
o funcion de Gibbs (AG)!%, esta ultima requiere de un colectivo NPT (isobarico —
isotérmico) donde el niumero de particulas sea constante al igual que la presién y
temperatura®®®,

Una de las aplicaciones més comunes es el calculo de la energia libre de unién de
pequefias moléculas a una macromolécula o receptor que usualmente son proteinas, lo
cual envuelve el acoplamiento o desacoplamiento de ambas obteniendo como

resultado el cambio de energia libre. Para este tipo de calculos de desacoplamiento,
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son las interacciones no enlazantes las que pueden ser modificadas sin afectar el
sistema, siendo asi restringidas las interacciones de Van der Waals e interacciones
Coulombicas.

Gromacs es una paqueteria de herramientas que nos ayudan también en este tipo de
calculos, haciendo uso del médulo BAR (Bennet Acceptance Ratio)'% que calcula las
diferencias de energia libre del estado A al estado B (AGag) con un pardmetro de
desacoplamiento A (Ver Figura 2.12), el cual indica el nivel de cambio entre ambos
estados al restringir las interacciones no enlazantes con una equidistancia del
espaciamiento A de 0 (A) a 1 (B) y valores de espaciado intermedios de 0.025 para

nuestro estudio.
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Figura 2.12: Desacoplamiento de interacciones no enlazantes para el cdlculo de la variacion de la
energia libre de Gibbs haciendo uso del pardmetro de desacoplamiento A

2.6.8. Acoplamiento Molecular:

El acoplamiento molecular es una herramienta computacional esencial para diversas
aplicaciones como cristalografia de rayos X, disefio de farmacos, estudios de
mecanismos quimicos, etc. Dentro de las técnicas reportadas se distinguen dos
categorias: métodos de emparejamiento y simulaciones de acoplamiento.

Los métodos de emparejamiento (Matching Methods) generan sitios activos basandose
en sitios donadores de enlaces puente de hidrogeno y sitios sin restricciones estéricas
a los cuales se les intenta acoplar, por su forma estructural, una molécula rigida en sus
enlaces, angulos y conformacion con una funcion de interés.

La segunda técnica para el acoplamiento molecular se basa en el uso de un ligando el
cual va a ser sometido aleatoriamente a una serie de cambios traslacionales, de
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orientacion y de conformacién hasta encontrar una estructura que presente afinidad
por el sitio activo o bolsillo, sin incumplir en normas conformacionales o de
impedimento estérico.

En este estudio se usaron dos programas para llevar a cabo el acoplamiento molecular,
AutoDock!% 111y ClusPro!? 113, uno para la formacion de complejos proteina —
ligando y el otro en formacion de complejos proteina — proteina respectivamente.
AutoDock esté disefiado para predecir la union de un ligando pequefio con un receptor
0 proteina que tenga una estructura tridimensional conocida; presenta una gran
velocidad de calculo con alta precision y provee de una funcion de score para hallar la
energia libre segun la afinidad de unién entre proteina y ligando. Por su parte, ClusPro
es un servidor cuya funcion es el acoplamiento o docking de complejos rigidos
proteina — proteina requiriendo Unicamente sus coordenadas cartesianas basados en
una funcion de correlacion denominada transformada rapida de Fourier (FFT)4-116,
puede desarrollar el acoplamiento basandose en seis funciones de energia diferentes
que van a depender de las proteinas en estudio, siendo importante tener en cuenta los
objetivos de funcionamiento celular u organizacion.

Ademas, para una mejor precision en el acoplamiento especialmente en un sistema
proteina-proteina se hace uso de FireDock!!’ un servidor para el refinamiento de
estructuras que permite corregir estas estructuras acopladas mediante una reevaluacion
de sus energias de interaccién tomando en cuenta esta vez las cadenas laterales y

atomos del backbone como moléculas flexibles.

2.6.9. Validacion de Estructuras:

Varias son las herramientas desarrolladas para la validacién de conformaciones o
modelos estructurales mayormente de proteinas en estudio, el principal criterio de
evaluacion es la estereoquimica de cada modelo que ha de presentar distancias
interatdbmicas asignadas para cada tipo de enlace segin los atomos interactuantes,
ademas los angulos de enlace que han de estar dentro del rango permitido. Dentro de
las herramientas disponibles y usadas este estudio estan:

= Desviacion Media Cuadratica (RMSD):
Evalla el grado de similitud entre modelos estructurales de dos proteinas entre pares

de 4tomos equivalentes pertenecientes al backbone de estas estructuras superpuestas.
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El cotejo cuantifica la diferencia entre una proteina nativa o estructura cristalizada y

el plegamiento que va asumiendo esta proteina al evolucionar en el tiempo®?.

» Fluctuacion Media Cuadréatica (RMSF):
Cuando un sistema al evolucionar por el tiempo define una posicion promedio al
alcanzar su estabilidad, he aqui donde se evaltia la fluctuacién que sus atomos
presentan respecto a esta posicion local para determinar si las particulas fluctdan

debido unicamente a difusion o si hay alguna fuerza que contribuye a ello.

= Radio de Giro (RoG):
Es la distancia radial de un punto donde se asume se encuentra la masa del sistema
mas concentrada hacia un punto alejado en el sistema que se asume son los atomos de
un residuo de una proteina que se alejan o acercan dependiendo del proceso de

plegamiento.

» Diagrama de Ramachandran:
Evalua los angulos diédricos y (psi) y ¢ (phi) que forman los carbonos alfa (C-a) de
las secuencia de residuos en una proteina. Siendo un angulo phi aquel que define el
giro alrededor de un enlace entre un carbono alfa y un carbono del residuo posterior,
mientras que un angulo psi es aquel que define el giro alrededor de un enlace entre un
carbono alfa y un nitrogeno del residuo anterior. Este diagrama define si la
conformacién tridimensional adoptada por la proteina respecto a estos angulos es

permitida®*.
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS:
3.1.Equipos y Software:

La parte computacional requirié de una workstation con un hardware que se describe
a continuacion:

= Intel® Core™ i7 5ta Generacidn Serie X 3.3GHz x 16

* 64GB Memoria RAM

= 11TBHDD

= 2 tarjetas graficas NVIDIA GTX980 4GB

El entorno virtual tuvo como base el sistema operativo Linux, distribucion Debian 8.0

y requirio de los siguientes servidores y programas:

» Base de Datos Protein Data Bank (PDB):
Disponible en http://www.rcsb.org, Protein Data Bank (PDB) es una base de datos que

recopila la estructura tridimensional de estructuras macromoleculares como proteinas
y acidos nucleicos obtenidas mediante técnicas de cristalografia de rayos X y/o
resonancia magnética nuclear. Los archivos con extension “.pdb” presentan la
informacion completa sobre los autores, fuente de la macromolécula en estudio,
publicacion de referencia, descripcion de la estructura incluidos los ligandos usados

para su estabilizacion previo a la cristalizacion y el método experimental desarrollado.

= Base de Datos PubChem:
Disponible en https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov, PubChem es una base de datos parte

del Instituto Nacional de Salud (NIH), que colecta informacion de las estructuras
quimicas, propiedades tanto quimicas como fisicas, patentes, hojas de seguridad,
informacidn de toxicidad, etc.; de moléculas como drogas, nucle6tidos, carbohidratos,

lipidos y pequefios péptidos. Los principales contribuyentes a esta base de datos son
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universidades, compafiias farmacéuticas, agencias gubernamentales de investigacion

y editores de revistas de investigacion.

=  Base de Datos NCBI:

Disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov, el Centro Nacional para la Informacion

Biotecnoldgica (NCBI) es parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos de América, cuya mision radica en el desarrollo de sistemas para el
almacenamiento, estudio y andlisis de informacion sobre datos de biologia molecular,
genética, bioquimica; administra bases de datos como GenBank que es referente de
secuencias gendmicas, un indice de articulos cientificos en PubMed aparte de ofrecer

herramientas bioinformaticas para el anélisis de secuencias de ARN, ADN y proteinas.

=  Gromacs 2016:

Disponible en http://www.gromacs.org, es un paguete computacional para la

simulacion de dinamica molecular, teniendo como base las ecuaciones Newtonianas
de movimiento para sistemas que van de cientos a millones de particulas.
Constantemente actualiza su codigo al introducir algoritmos de optimizacion haciendo
un calculo de alto rendimiento y de alta velocidad para el calculo de interacciones
enlazantes y no enlazantes, siendo estas ultimas las predominantes es sistemas de

moléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos.

= Gaussian 09:
Es un paquete computacional para el desarrollo de amplio uso en estudios de quimica
tedrica, se basa en las leyes fundamentales de la mecénica cuéntica como lo es la
ecuacion de Schrodinger basada en la teoria de orbitales moleculares y el calculo de la
funcion de onda. Predice energias, coordenadas cartesianas, carga y multiplicidad,
frecuencias vibracionales y diversas propiedades atdmicas y moleculares.

=  GaussView 6:
Es una interfaz grafica que complementa al paquete computacional Gaussian 09,
permite construir o importar estructuras moleculares de interés; puede lanzar,
monitorear y controlar los calculos hechos en Gaussian y ver los resultados

graficamente.
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= Chimera1.12:
Disponible en https://www.cgl.ucsf.edu/chimera, es un programa para la visualizacién

y analisis de estructuras moleculares que es capaz de generar imagenes de alta calidad
y pequefias peliculas que describen las trayectorias y ensambles conformacionales de
una dindmica molecular; a su vez, incluye mapeo de densidades, alineamiento de

secuencias, resultados de acoplamiento molecular

= Autodock 4:
Disponible en http://autodock.scripps.edu, es un conjunto de herramientas para el

acoplamiento molecular, esta disefiado para predecir la via por la cual moléculas de
tamafo pequefio, como drogas 0 sustratos, pueden interactuar y/o enlazarse a una
molécula de mayor tamafio con una conformacién tridimensional conocida como
proteinas. Consta de dos programas principales: autogrid que se encarga de calcular
mapas de grillas donde describen los valores maximos y minimos de energia de la
grilla; y el segundo programa es autodock que desarrolla con gran efectividad el
acoplamiento molecular entre el ligando y el mapa de grillas que describen la proteina

objetivo.

=  ClusPro 2.0:

Disponible en https://cluspro.bu.edu, es un servidor online que realiza acoplamiento

molecular proteina-proteina, siendo necesario archivos que tengan las coordenadas
tridimensionales de estas proteinas o sus codigos PDB. Luego, evalla en etapas
aquellos complejos formados con mejor complementariedad de superficies, energias

de electroestatica y desolvatacion para un agrupamiento o clustering final.

»= PockDrug Server:
Disponible en http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr, es un servidor online cuya

funcion principal es la prediccion de la capacidad de un bolsillo de proteina para unirse

con un farmaco y la afinidad que pueda presentar esta union.
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* MolProbity:
Disponible en http://molprobity.biochem.duke.edu, es un servidor que permite validar

estructuras proteicas y de acidos nucleicos en diagramas de Ramachandran al detectar
valores atipicos en este debido usualmente a cadenas laterales de proteinas ramificadas

y/o pliegues incorrectos de los azucares.

= TPPMKTOP:

Disponible en http://erg.biophys.msu.ru/wordpress/archives/32, es un servidor online

que permite generar la topologia necesaria para una nueva molécula en un campo de
fuerza como lo es OPLS-AA. Este servidor contiene los pardmetros e informacién del
campo de fuerza antes mencionado con lo cual reconoce los atomos, coordenadas,
enlaces y nombre de los elementos de la molécula de interés y les atribuye las

caracteristicas, nombres y descripcion propia del campo de fuerza.

= Lipinski Rule of Five:

Disponible en http://www.scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp, es un
servidor online que permite evaluar la similitud de una molécula a un farmaco
basandose en reglas cuyos valores de aceptacién en diferentes unidades son multiplos
de 5. Entre sus principios esta evaluar el tamafio y lipofilicidad de la molécula.

» FireDock:
Disponible en http://bicinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/, es un servidor online para el

refinamiento de complejos rigidos de proteina-proteina o proteina-ligando, brindando

a su vez un nuevo score de unién y energias de interaccion.

» LigPlot 4.5.3:
Disponible en https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/, LigPlot es un

programa para la generacion de diagramas esquematicos que dilucidan la interaccién
proteina-ligando mediadas por enlaces puente de hidrogeno y/o por contacto
hidrofébico de un archivo de coordenadas con extension .pdb.
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3.2. Metodologia:

3.2.1.0btencioén de las Estructuras Tridimensionales de las Proteinas de Interés:

En la base de datos del Protein Data Bank (PDB), se realiz6 una busqueda por nombre
de las proteinas: Profilina Humana Il (PFN2) e Histona Desacetilasa 1 (HDACL1),
estando ambas presentes bajo dominio publico para su uso y manejo libre, y presentan
a su vez la metodologia que fue empleada para su dilucidacion por técnicas de
cristalografia de rayos X. Cada proteina presenta un codigo PDB o PDB ID, siendo
“1D1J” el cédigo asignado para la profilina humana Il, mientras que “4BKX” es ¢l
codigo asignado para la enzima Histona Desacetilasa 1.

Se descargaron ambos archivos con una extension .pdb; luego se procedié a su lectura
en el software de editor de textos predeterminado de Linux: Gedit, con el cual pudimos
observar las coordenadas de cada atomo de toda la secuencia de amino&cidos de cada
proteina y los componentes y/o ligandos adjuntos que se necesitaron para su

cristalizacion, siendo estos eliminados al ser de importancia nula para la investigacion.

3.2.2.0Dbtencidn de las Estructuras Tridimensionales y Cargas de Hirshfeld de

los Flavonoides de Nopal:

Los compuestos flavonoides reportados en flores y frutos de Opuntia ficus-indica
segun las investigaciones a cargo de los doctores M. De Leo et. Al®* y Jung Wha Kim
et. Al”2 respectivamente, fueron descargados de la base de datos PubChem, obteniendo
archivos con sus coordenadas tridimensionales. Fueron 11 los compuestos
descargados tomando como base a Quercetina, Isorhamnetin, Kaempferol y sus
derivados glucésidos.

Los archivos descargados presentaron una extension .sdf; se hizo uso del programa
GaussView para poder visualizar estas pequefias moléculas y poder guardarlas con una
extension .gjf, a partir de la cual pudimos realizar una optimizacion geométrica y luego
realizar un single-point mediante el uso del software Gaussian 09, un paquete
computacional basado en leyes de mecanica cuantica, fundamentales para el célculo
de la funcién de onda y/o densidad electronica.

Para el primer paso descrito anteriormente, haciendo uso de un editor de textos se
incluy6 en la cabecera del archivo con extension .gjf los siguientes datos:
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%Schk=quercetin.chk

SMem=54GB

SNproc=16

# B3LYP/TZVP Opt=(tight,cartesian)Freqg

Quercetina

01
C -2.46800000 @.45700000 -0.159200000
C -1.61500000 -0.22700000 -1.25500000
C 3.43900000 @.30800000 -0.00400000
C 1.92400000 -0.03900000 0.21200000
C -0.21900000 @.97700000 0.99100000

Figura 3.1: Comandos del archivo para optimizacion geométrica o de frecuencias

En la figura 3.1. se observan los comandos para este calculo que fueron descritos en la
cabecera de nuestros archivos, de donde “%chk=nombredelflavonoide.chk” es un
archivo check-point o punto de control que va guardando los calculos que va
realizando el programa y que a su vez sirve para un relanzamiento del célculo en caso
de un término imprevisto; los siguientes “%Mem=64GB” y “%Nproc=16" describen
la memoria RAM y el nUmero de procesadores pertenecientes al computador en uso;
mientras que “# B3LYP7TZVP Opt=Freq” son los comandos que va a ejecutar el
software, siendo B3LYP una funcional hibrida entre calculo de funcion de onda y la
teoria funcional de la densidad (DFT), TZVP representa las frecuencias vibracionales,
Opt representa la optimizacion geometrica y Freq el calculo de las frecuencias luego
de la optimizacion. El nombre “Quercetina” representa el nombre de la estructura
trabajada en este célculo y finalmente los numeros “0 1” representan la carga y
multiplicidad respectivamente, siendo importante resaltar que lo 6ptimo es trabajar con
moléculas con carga neutra. Este archivo fue guardado con la extensiéon .gjf para
proceder con la optimizacién cuantica, siendo necesario abrir una ventana del terminal

de Linux donde se ejecuto el siguiente comando:
009 nombredelflavonoide.gjf > nombre del flavonoide.log &

Terminado el célculo, obtuvimos archivos con las extensiones .chk y .log; el archivo
con la extension .chk fue convertido a un archivo con extension .xyz para lo cual se

ejecutd el siguiente comando en la terminal:
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newzmat —ichk nombredelflavonoide.chk —oxyz nombredelflavonoide.xyz

Este archivo .xyz final contiene las coordenadas tridimensionales finales optimizadas
de la molécula para proseguir el calculo del single-point y hallar las cargas asignadas
a cada atomo, se procedid a convertir el archivo .xyz a un archivo .gjf en el terminal

con el comando:

mv nombredelflavonoide.xyz nombredelflavonoide.gjf

Al igual que en el caso anterior, se cambiaron los comandos de cabecera en estos
archivos, pero con unas pequefias variaciones como se ve en la figura 3.2, donde “#
B3LYP/TZVP Pop=Hirshfeld” es el nuevo comando para el célculo del single-point
donde Pop refiere a Population, término que define a los &tomos como una poblacion
y al analizarlos se pudo obtener datos de sus orbitales moleculares y asignarles cargas
atdmicas que en este caso seran las cargas atomicas de Hirshfeld y seran usadas mas
adelante para la generacion de campos de fuerza de los compuestos flavonoides en

Gromacs.

Schk=quercetin.chk

&EMem=64GB

ShNproc=16

# B3LYP/TZVP Pop=Hirshfeld

Quercetina

01
C -2 . 46800000 0.45700000 -3.19200800
C -1.61500000 -0.22700000 -1.25500000
C #.43900000 (.30800000 -0.00400000
C 1.92400000 -0.032300000 0.21200080
C -3.21900000 0.97700000 0.991000080

Figura 3.2: Comandos del archivo para el cdlculo de cargas de Hirshfeld

Para realizar este ultimo calculo se requiri6 abrir una ventana del terminal de Linux
donde se ejecutd el siguiente comando:

009 nombredelflavonoide.gjf > nombre del flavonoide.log &

Terminado el célculo, obtuvimos archivos con las extensiones .chk y .log; el archivo

con la extension .log contiene las cargas asignadas a cada atomo.
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3.2.3.Cinco Reglas de Lipinski para Compuestos Flavonoides:

Las cinco reglas de Lipinski refieren a la similitud que ha de presentar una molécula o
compuesto quimico con cierta actividad farmacologica a un medicamento o droga con
actividad tras ingesta oral en humanos; basandose en que los medicamentos han de ser
relativamente pequefios y con propiedades lipofilicas. Para tal motivo, se requirio de
los archivos .pdb de cada compuesto flavonoide ya optimizados, que fueron enviados
al servidor que se encargé de procesar estos archivos y como resultado se obtuvo una
tabla con los valores que se les asigna a cada uno, en esta tabla se evaltan 4 criterios
como son el nimero de donadores de enlaces puente de hidrogeno, el nimero de
atomos (nitrégeno u oxigeno) receptores de enlaces puente de hidrogeno, la masa
molecular y el coeficiente de reparto o coeficiente de particion octanol-agua el cual
determina la solubilidad de un compuesto en una mezcla bifasica formada por dos
disolventes inmiscibles (octanol y agua), habiéndose reportado los logaritmos del
coeficiente calculado para regular el rango de valores.

3.2.4.Declaracion de Nuevos Parametros en Campos de Fuerza OPLSAA:

Entre las estructuras que fueron descargadas se encontraron 2 proteinas nativas y 11
compuestos flavonoides los cuales han de someterse a procesos descritos por la
mecénica molecular, motivo por el cual se realizaron modificaciones en las bases de
datos del campo de fuerza OPLSAA, el cual fue elaborado para moléculas organicas

y péptidos, y que lo hace un campo de fuerza ideal para este trabajo.

3.24.1. Profilina Humana I1:
La secuencia obtenida de la estructura cristalizada de esta proteina reporta 138
aminoéacidos, todos los cuales estan parametrizados en el campo de fuerza OPLS-AA,

por ello solo fue necesario corroborar su validez en Gromacs 2016.

3.2.4.2. Histona Desacetilasa 1:

La secuencia obtenida de la estructura cristalizada de esta proteina reportd 369
aminoacidos y un atomo de zinc que es parte de su centro catalitico, el archivo
HDAC1.pdb fue cargado al servidor TPPKMKTOP para obtener los parametros
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necesarios del ion Zinc para el campo de fuerza OPLS-AA que a su vez fue declarado

con una carga +2.

3.2.4.3. Compuestos Flavonoides:

Son moléculas pequefias que no sobrepasan los 80 atomos compuestas por tan solo 4
elementos quimicos como lo son el carbono, hidrogeno, nitrdgeno y oxigeno,
dispuestos de manera diversa siendo algunas estructuras isémeros.

Fueron optimizados mediante el software Gaussian y convertidos a archivos .xyz, para
finalmente convertirlos a archivos .pdb ejecutando el siguiente comando en la

terminal:
openbabel —ixyz nombredelflavonoide.xyz —opdb nombredelflavonoide.pdb

Tras ser creados los archivos pdb, fueron abiertos con un editor de textos como Gedit,
donde se identifico una denotacién de 3 letras: LIG para todos los 4&tomos lo cual se
reemplazé con el nombre o abreviacion de 3 letras designadas para cada molécula para
su diferenciacion; siguiendo con el proceso de generacion de topologia, los archivos
.pdb fueron sometidos al servidor TPPKMKTOP para obtener la topologia necesaria
para incluir estas moléculas en la raiz del campo de fuerza. Los datos declarados de
estas moléculas son los nombres que recibieron los &tomos segun su conformacion, los
enlaces, dngulos y diedros que forman entre ellos y las cargas de Hirshfeld calculadas

para una carga global neutra mediante herramientas de mecéanica cuantica.

3.2.5. Minimizacion de Energias y Dinamica Molecular de las Proteinas:

El software necesario para llevar a cabo este tipo de célculos fue Gromacs. El primer
paso en el proceso de obtencion de una molécula en equilibrio, con carga neutra y en
fase solvente fue la minimizacion de energia. Para iniciar, se requirio de los archivos
con extensién .pdb, los cuales contienen las coordenadas tridimensionales de los
atomos de las proteinas que fueron convertidos a un archivo con extension .gro con el
uso del comando editconf que a su vez define una caja que rodea a la proteina limitando
asi el area dentro de la cual se ha de trabajar. Se procedi6 a agregar un solvente al
medio que tuvo que calzar en la caja creada hasta completar el volumen total de esta,
el comando utilizado fue solvate. Seguido se ejecut6 el comando pdb2gmx que generd
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archivos con las extensiones .top, .gro, y .itp tomando como base los parametros del
campo de fuerza OPLS-AA y el modelo de aguas SPC, siendo el archivo .top el
principal ya que almacena toda la informacién de la molécula incluida su secuencia de
aminoéacidos, sus cargas, el numero de moléculas de solvente y iones (en caso la carga
no sea neutra). El siguiente comando ejecutado fue grompp, con el cual se cred un
archivo .tpr que presentaba los datos de trayectoria inicial de la molécula, que son
necesarios para iniciar el calculo de minimizacion, los parametros fueron provistos por
un archivo de entrada minima.mdp (Ver Apéndice 1).

Por ultimo, el comando mdrun que es el iniciador del célculo a partir del
desplazamiento e interaccion de los &tomos conforme a los parametros establecidos en
el archivo minima.mdp que tiene como método principal Steepest Descent, el cual
busca que la conformacion alcance un minimo de energia; este comando generd
archivos .cpt, .log, .edr, .gro, .xtc y .trr; siendo este tltimo el de mayor tamafio ya que
almacena todas las trayectorias finales de cada atomo a través del tiempo de célculo
que va en la escala de los nanosegundos.

Terminado el proceso de minimizacién, se procedid a realizar la dindmica molecular
la cual explora la relacion entre estructura, movimiento y funcion de las proteinas de
interés basandose en el hecho que las moléculas no son modelos estaticos sino por el
contrario son maguinas en movimiento, teniendo protagonismo los atomos con sus
interacciones, torsiones y saltos. Se basan en leyes del movimiento de Newton que son
basicas para la explicacion del movimiento de los cuerpos segln la mecanica clasica.
Se procedi6 de igual manera que en el caso anterior pero tomando como archivo inicial
el ultimo archivo .gro generado, el cual se sometio a los comandos pdb2gmx, grompp
y mdrun, pero a diferencia del caso anterior, en vez de usar el archivo minima.mdp se
utilizoé el archivo nvt.mdp (Ver Apéndice 2), que contiene parametros diferentes que
se basan en un colectivo canénico NVT, cuyo algoritmo se basa en mantener un
numero de particulas invariable, un volumen constante, una temperatura promedio a
través del tiempo haciendo uso del termostato de Nosé-Hoover y por Gltimo evalla las

energias que generan los atomos de la molécula entre si y con su medio interactuante.
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3.2.6.Validacion de la Estructura de las Proteinas:

Se hizo uso del servidor MolProbity, teniendo que cargar en este los archivos
PFN2.pdb y HDAC1.pdb respectivamente que fueron creados a partir del ultimo

archivo .gro con el siguiente comando:
gmx editconf —f proteina.gro —o proteina.pdb

Terminado el célculo, el servidor proporcion6 un diagrama conocido como diagrama
de Ramachandran en un formato .pdf.

Por otra parte, dentro de la paqueteria de Gromacs, existen comandos para calcular la
desviacion media cuadratica (RMSD), la fluctuacion (RMSF) y el radio de giro
(GYRATE) de las proteinas durante las simulaciones de dindmica molecular;
requieren de los archivos de trayectoria .tpr y .trr, y fueron ejecutadas con los

siguientes comandos:
gmx rms —s proteina.tpr —f proteina.trr —o rmsd.xvg
gmx rmsf —s proteina.tpr —f proteina.trr —o rmsf.xvg

gmx gyrate —s proteina.tpr —f proteina.trr —o radiodegiro.xvg

3.2.7.Prediccién de Bolsillos de Drogabilidad:

El servidor online PockDrug fue un valioso recurso para evaluar los bolsillos o pockets
de la profilina humana Il que son sitios de reactividad o drogabilidad que presenta la
proteina tomando en cuenta parametros de hidrofobicidad de su superficie; fue
necesario cargar en el servidor el archivo PFN2.pdb que contenia la informacion de
los aminoécidos que componen esta proteina asi como la configuracién espacial de
cada atomo de esta. El resultado fueron archivos .pdb que contienen las coordenadas
tridimensionales de los sitios activos o pockets de la proteina que pueden ser
visualizados con el software UCSF Chimera en forma de atomos o superficies, y

ademas una tabla con los valores de porcentaje de drogabilidad de cada bolsillo.
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Druggability Prediction Contacts. Download Links.

| Home

Pocket Druggability Prediction

Please submit your files in order to predict pocket(s) druggability

Complete the form:

, Druggability Prediction using pocket:
» Druggability Prediction using protein(s):

«© Prozein(s) informaton*:
® PDB ID(4 char)| ex: 12AS

or upload your PDSB file [N 1)

Bl Browse | @ Info

© Pocker estimation method(s)*:

Ligand proximity threshold between 4 A and 12 A~

55
*Based on the litterature, we recommand a ligand proximity threshold of 4 A cr 5.5 A

All information will be displayed on the following site.
If you desire to receive your resuits by e-mail and to be notified once your job is finished, piease enter your e-mail
address: (optional fieid)

Figura 3.3: Pantalla de inicio del servidor de prediccion de bolsillos o pockets: PockDrug

3.2.8.Docking o Acoplamiento Proteina - Ligando:

Para realizar el acoplamiento o docking de estas moléculas y formar complejos
proteina-ligando se hizo uso del software AutoDock 4, el cual usa inicialmente
archivos .pdb a partir de los cuales genera archivos .pdbgt que son propios del
programa y con los cuales procede a ejecutar los comandos autogrid y autodock
respectivamente. Para este proceso, fueron creadas 11 carpetas, cada una nombrada
por cada compuesto flavonoide, dentro de las cuales se afiadié el archivo .pdb de cada
compuesto y el archivo PFN2.pdb de la proteina. Se procedié a usar AutoDock Tools,
que es la interfaz grafica para realizar los procesos de acoplamiento y analisis de
resultados (ver Figura 3.4); en este se carg6d el archivo PFN2.pdb como proteina
receptora en cada caso y los archivos .pdb de cada flavonoide por separado como
ligando, se procedié a guardar cada archivo con extension .pdbqt y luego se ejecuto el
comando autogrid que genera grillas imaginarias en la proteina siguiendo un patrén y
de las cuales evalta su energia maxima y minima generando mapas de grillas. El
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comando necesario para este proceso final fue ejecutado en la terminal de Linux con

el siguiente comando:
autogrid —p proteina-ligando.gpf —I proteina-ligando.glg

Luego siguiendo en la interfaz grafica, se escogié el nimero de corridas de
acoplamiento que se van a realizar y el algoritmo apropiado. Se generé un archivo final
.dpf necesario para ejecutar el comando autodock en la terminal:

autodock -p proteina-ligando.dpf —I proteina-ligando.dlg

El archivo generado .dlg contiene la informacion de todos los acoplamientos realizados
entre la proteina y el ligando usado ademas de los valores energéticos de union asi
como también las coordenadas de cada acoplamiento realizado, siendo el ultimo paso

guardar el complejo con mejor valor energético y geométrico como un archivo .pdb.

AutoDockTools x

File 3D Graphics Edit Selec Display Color Compue HydrogenBonds Grid3D Help

AELY L6 N EMeEe i

ADT4.2 Ligand  Flexible Residues  Grid  Docking  Run  Analyze
\,l
—

DashBoard ‘ AniMol I Tools I
Sel: | v|/ovD v |
R P4z [SLEGEMSTC

¥ AllMolecdes L3 2k NAY
Current Selection PP%%HVY

Figura 3.4: Software AutoDock Tools para el acoplamiento proteina — ligando
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3.2.9.Din&dmica de Complejos Proteina-Ligando:

Los complejos formados con el uso del software AutoDock 4 fueron guardados en
archivo pdb, dichos complejos fueron sometidos a una minimizacién de energia, y una
dindmica molecular para validar su interaccion a través del tiempo con un sistema
interactuante como un solvente para simular con mayor precisién un entorno real. Se
hizo uso de los pasos ya descritos en el punto 3.2.5 para minimizacién de energia y

dindmica molecular. Los archivos .gro finales se convirtieron a archivos .pdb.

3.2.10. Calculo de Energia Libre con Colectivo NPT:

Los complejos que fueron sometidos a una corrida de dinamica molecular para validar
su conformacidn y estabilidad, procedieron a ser evaluados con un colectivo isobarico-
isotérmico o también conocido como colectivo NPT, con este tipo de colectivo se
puede calcular la variacién de la energia libre de Gibbs (AG) en un sistema
termodindmico cerrado como este.

Los archivos .pdb finales, fueron modificados en el editor de textos Gedit, en el cual
se afiadié un terminador de cadena (diferenciando proteina de ligando), luego se
ejecutd el comando pdb2gmx para generar archivos .gro, .top y mas importante,
generar archivos .itp especificos para la proteina como para el ligando con
denominacion Other2. Luego, al llevar a cabo el célculo de energia libre, se produjo el
desacoplamiento de la proteina y el ligando en una simulacion, al ir restringiendo la
energia de VVan der Waals presente en la interaccion de ambas, este proceso se lleva a
cabo en 41 pasos segun el descriptor A, por ende se requiere de 41 scripts .sh (Ver
Apéndice 3) que van a ejecutar especificamente cada uno de los 41 archivos .mdp (Ver
Apéndice 4-5) que contengan los pardmetros necesarios, adicionalmente se hace uso
de un script run.sh (ver Apéndice 6) que ejecuta en orden numérico y serial de cada

uno de los scripts anteriores con el siguiente comando en el terminal:
nohup ./run.sh &

Cada script cre6 una carpeta donde se generaron diversos archivos correspondientes a
cada calculo segin avanzaba el desacoplamiento y se obtuvieron principalmente
archivos con extensién .xvg en cada carpeta, en estas estan reportadas las energias de
Gibbs calculadas por cada script segun la restriccion de la energia de Van der Walls,
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y finalmente con el siguiente comando se obtuvo un promedio que representa el
resultado final de variacién de la energia libre (AG) del sistema.

gmx bar -f md*.xvg -0 -oi -oh

3.2.11. Docking o Acoplamiento Proteina - Proteina:

Los acoplamientos fueron llevados a cabo en el servidor online ClusPro que es un
software para el docking de complejos proteina — proteina (Ver Figura 3.5). Este
servidor se encarga de desarrollar el acoplamiento con una serie de tres pasos; primero
realiza un acoplamiento de cuerpos rigidos basado en el enfoque de correlacion FFT
generando billones de conformaciones , luego realiza un anlisis de desviacion media
cuadratica (RMSD) para evaluar la estabilidad de estructuras que presenten las 1000
conformaciones con la menor energia, haciendo uso de una metodologia de Clusters o
agrupamientos de las conformaciones con una estructura similar generada; por ultimo
selecciona los grupos con mayor nimero de poblacién y con una menor energia
reportada para realizar un refinamiento mediante una minimizacién de energias.

Se evaluaron los complejos bajo dos consideraciones:

3.2.11.1. Histona Desacetilasa 1 — Profilina Humana Il nativa:
Se cargaron los archivos .pdb de cada proteina al servidor, siendo el archivo de la
proteina profilina humana Il aquel que no tuvo ningin acoplamiento previo con

ligandos.

3.2.11.2. Histona Desacetilasa 1 — Profilina Humana Il modificada:

En este caso, se usO aquella profilina humana que ha pasado por un proceso de
acoplamiento con los compuestos flavonoides, el archivo .pdb final de esta union se
modificd en el editor de textos Gedit de donde se eliminaron los datos (atomos,
enumeracion y coordenadas) del ligando, quedando las nuevas coordenadas que
adquiere la profilina tras la interaccion de estos. Este archivo .pdb se cargé al servidor
junto con HDAC1.pdb para el respectivo acoplamiento.

El servidor brindd las estructuras de las proteinas acopladas junto con una tabla de los
valores obtenidos en este calculo, ambas basadas en afinidad hidrofébica.
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Dock Peptide Docking Queue Results Contact

ClusPro

Dimer Classification Papers Help

sign out
Dock
Note: all jobs by non logged in users will be publicly accessible. Please create an
if data is goed and needs to remain confidential
Job Name:

Server: cpu v

Accepted PDB Input
20 standard amino acids and RNA (as receptor only), ref: RNA Select Heparin Mode to
use Heparin as Ligand

Receptor Ligand
PDB ID: PDBID: |
Upload PDB Upload PDB
Chains: ) Chains: | |

Whitespace separate desired chains. Leave chains blank to use all chains

| agree to use ClusPro only for noncommercial purposes

Dock ‘

Figura 3.5: Servidor ClusPro para acoplamientos proteina — proteina

3.2.12. Refinamiento de los Complejos Proteina - Proteina:

Haciendo uso del servidor FireDock, se cargaron los archivos .pdb de los complejos
formados por la enzima Histona Desacetilasa 1 y la Profilina Humana Il nativa y
aquellas modificadas.

Este servidor brinda tabla con valores de energias globales y energias de interaccién
de los complejos proteina-proteina tras el refinamiento efectuado.

FireDock

Fast Interaction REfinement in molecular DOCKing

[Web Server] [About] [Download] [FAQ] [Help] [References] Contact: ppdock@tau.ac.il

FireDock is an efficient method for refinement and re-scoring of rigid-body protein-protein docking solutions.

Please choose one of the options below

® Option 1 (use transformation file, a faster option)

Receptor Molecule: [](Poe:chainid e.g. 2kai:AB) or  upload file: [ Seleccionar archivo | Ningin archivo seleccionada|
Ligand Molecule: I:] (PDB:chainld e.g. 2kai:I) or upload file: | Seleccionar archivo | Ningtin archivo seleccionado]
Transformations File: | Seleccionar archivo | Ningun archivo seleccionado] (up to 1000 transformations)

(Example: Receptor Molecule: 2kai:AB, Ligand Molecule: 2kai:I, Transformations File:2kai trans.txt)

Option 2 (use models file, a much slower option) Please DO NOT upload large files! use version for
Models File: [(Ssleccionar archivo | Ningin archivo seleccionadd] (up to 100) %’ G Ligand chains: [ ]
Number of output structures: (up to 100)
Your e-mail address: 1

Figura 3.6: Pantalla de trabajo del servidor FireDock para refinamiento molecular
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1.0Obtencidén de la Estructura Tridimensional de Profilina Humana
Il (PEN2):

La busqueda fue llevada a cabo en la base de datos del Protein Data Bank (PDB),
donde se obtuvo la estructura tridimensional de la proteina cristalizada a una
resolucion de 2.2 A con un total de 138 aminoacidos; la estructura esta formando un
homotetramero (Ver Figura 4.1), junto con iones sulfato por motivos de estabilidad en
el proceso de cristalizacion, siendo descargada ésta en formato .pdb y haciendo uso

del editor de textos Gedit para eliminar las tres cadenas sobrantes.

Figura 4.1: Estructura tridimensional del complejo homotetramérico de Profilina Humana Il
descargada de la base de datos PDB con un ID: 1D1J

La secuencia de aminodcidos de esta proteina se encuentra consignada en el archivo
PFN2.pdb junto a la descripcion de sus atomos, sin embargo, se hizo bdsqueda de esta
misma secuencia en la base de datos NCBI-Protein donde obtuvimos un archivo en

formato FASTA donde describe la secuencia de los amino&cidos (Ver Figura 4.2).
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>ARH95444.1 Profilin 2 [Homo sapiens]
MAGWQSYVDNLMCDGCCQEAATVGYCDAKYVWAATAGGVFQSITPIEIDMIVGKDREGFFTNGLTLGAKK
CSVIRDSLYVDGDCTMDIRTKSQGGEPTYNVAVGRAGRALVIVMGKEGVHGGTLNKKAYELALYLRRSDV

Figura 4.2: Secuencia de aminodcidos de Profilina Humana Il en formato FASTA

Obtenida la proteina Profilina Humana Il (PFN2), se procedio con el trabajo, para lo
cual haciendo uso del software Gromacs 2016, se realizé una minimizacion de energias
de esta proteina con un integrador steep a 20000ps con un solvente SPC; luego se
procedié a una dinamica molecular con un colectivo canénico NVT, el cual mediante
el termostato de Nose-Hoover mantiene la temperatura a 309.65°K del sistema que

incluye el solvente SPC y que evoluciona a través del tiempo durante 50000ps o 50ns.

Figura 4.3: Estructuras tridimensionales de PFN2 nativa resaltando su estructura secundaria de azul
las a-hélices y en verde las Idminas 8. (a) Pre-dindmica (b) Post-dindmica

En la figura 4.3, podemos observar como la estructura varia luego de un proceso de
minimizacion y dindmica molecular, habiendo una variacion en su estructura
secundaria tanto en el nimero de a-hélices como el numero de laminas B, siendo ambas
determinantes en la estabilidad de la proteina, es por ello que se procedio al uso de las
herramientas gmx rms y diagrama de Ramachandran para evaluar esta estabilidad en
la estructura de nuestra proteina.

La herramienta rms o rmsd calcula la desviacion media cuadratica con respecto a la
distancia haciendo uso de las trayectorias generadas durante la dindmica molecular
obteniendo un grafico que puede ser visualizado con la herramienta de ploteo de
graficos Grace, en la grafica se muestra que la proteina alcanza la estabilidad pasado
los 30ns (Ver figura 4.4).
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Figura 4.4: Ploteo de RMSD de la proteina Profilina Humana Il post-dindmica, que alcanza la
estabilidad a partir de los 30ns

A continuacidn, se uso el servidor online MolProbity para el ploteo del diagrama de
Ramachandran, el cual mostré que el residuo LYS28 esta fuera de la zona permitida
debido posiblemente a su cadena lateral la cual esta presente en un extremo de la
proteina lo cual la hace propensa a interacciones; pese a ello, hay un 99.3% de residuos
(135/136) que si estan presentes en zonas permitidas (\Ver Figura 4.5).
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Figura 4.5: Diagrama de Ramachandran de la proteina Profilina Humana I, la cual presenta al
residuo LYS28 fuera de la zona permitida
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4.2.0btencion de la Estructura Tridimensional Optimizada de

Compuestos Flavonoides:

La busqueda de los compuestos flavonoides reportados en flor y fruto de Opuntia ficus-
indica segun la tabla 2.2, fue llevada a cabo en la base de datos de PubChem de donde
se descargd 11 archivos conteniendo la estructura de estos compuestos que luego
fueron optimizados geométricamente haciendo uso del software Gaussian 09 y la
funcional hibrida CAM-B3LYP (Ver Figuras 4.6 — 4.16).

Terminada la optimizacion geométrica de los nuestros compuestos flavonoides, se
realizd un single point para el calculo de las cargas de Hirshfeld igualmente con el
software Gaussian 09, este anlisis identifica los orbitales moleculares y asigna las
cargas atomicas a cada 4tomo de la molécula basados en la trayectoria generada a partir

de la optimizacién y se basa en la teoria funcional de la densidad (DFT).

Figura 4.6: Compuesto flavonoide Quercetina y su representacion 2D (izquierda) y 3D (derecha)

Figura 4.7: Compuesto flavonoide (+) — Dihidroquercetina y su representacion 2D (izquierda) y 3D
(derecha)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Figura 4.8: Compuesto flavonoide Quercetina 3-O-rutindsido y su representacion 2D (izquierda) y 3D

(derecha)
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Figura 4.9: Compuesto flavonoide Quercetina 3-O-glucdsido y su representacion 2D (izquierda) y 3D
(derecha)

Figura 4.10: Compuesto flavonoide Quercetina 3-metil éter y su representacion 2D (izquierda) y 3D
(derecha)
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Figura 4.12: Compuesto flavonoide Isorhamnetin 3-O-galactdsido y su representacion 2D (izquierda)
y 3D (derecha)

Figura 4.13: Compuesto flavonoide Isorhamnetin 3-O-glucdsido y su representacion 2D (izquierda) y
3D (derecha)
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Figura 4.14: Compuesto flavonoide Isorhamnetin 3-O-robinobidsido y su representacion 2D
(izquierda) y 3D (derecha)

Figura 4.16: Compuesto Kaempferol 3-metil éter y su representacion 2D (izquierda) y 3D (derecha)
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Asi, habiendo obtenido cada compuesto optimizado y sus respectivas cargas, se
procedié a generar la topologia necesaria de estos en el servidor TPPKMKTOP que
asigno los parametros del campo de fuerza OPLS-AA a cada atomo perteneciente a los
diferentes compuestos flavonoides, que se consignan en la raiz del software Gromacs
2016. Para este Gltimo paso, se requirié el acceso al sistema como super usuario a
través de la terminal de Linux, accediendo hasta la raiz de Gromacs a la carpeta del
campo de fuerza OPLS-AA ubicado en /usr/local/Gromacs/share/Gromacs/top/OPLS-
AA ff, siendo de especial interés modificar el archivo aminoacids.rtp en el cual se
describe la denominacion de cada &tomo, el tipo de &tomo que es segun la estructura y
funcion y finalmente las cargas que adquieren segln lo descrito en otro archivo
atomtypes.atp pero en nuestro caso se asigno las cargas de Hirshfeld obtenidas por
calculos de mecanica cuantica (Ver Apéndice 7-17).

Con las moléculas ya optimizadas y parametrizadas, se hizo un andlisis previo a
emplearlas en acoplamiento molecular, con un servidor que hace uso de las cinco
reglas de Lipinski para identificar la similitud de una molécula con un farmaco y su
viabilidad basada en 4 criterios que en sus rangos tienen valores que son multiplos de

5, he de alli el nombre. Los resultados de este analisis estan presentes en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resultado de los compuestos flavonoides evaluados con las reglas de Lipinski

COMPUESTO  MASS (<500Da) D(})I;:)(;N(]; 5 AC Cléi’BT%l\lllD(sl 0 LogP(S)
QME 322 5 7 1.0056
DHQ 304 5 7 1.1863

ISO 320 5 7 2.06179
KMP 288 5 6 2.5815
KME 306 4 6 2.2798
QCT 306 6 7 1.20259

IGL 486 8 12 -1.411001
IGA 480 8 12 -0.1859
QGL 468 9 12 -2.608911
QRU 614 11 16 -1.690923
IRO 626 10 16 -1.334102
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Segun los criterios de las cinco reglas de Lipinski, una molécula debe de tener una
masa molecular menor a 500 Dalton, no tener mas de 5 &tomos donantes de enlaces de
puente de hidrogeno, no tener mas de 10 atomos aceptores de enlaces puente de
hidrogeno y por ultimo un logaritmo de coeficiente de particion octanol-agua no mayor
de 5; teniendo que cumplir con al menos 3 de las 4 reglas para cumplir con el objetivo
aungue existen excepciones especialmente en moléculas de origen natural. Aunque
adicionalmente existen variantes para mejorar estas reglas como el rango del logaritmo
del coeficiente de particion entre -0.4 a 5.6, calculo de area de superficie polar no
mayor a 140A2, no més de 10 enlaces rotables entre otros.

En la tabla 4.1, podemos observar que los compuestos QME, DHQ, ISO, KMP, KME
cumplieron en su totalidad con las reglas, mientras que QCT incumplié con solo una
de estas, y los compuestos IGL, IGA, QGL incumplieron con dos de las reglas
pudiendo estar en el limite de aceptacion segun el rango de tolerancia para estos
compuestos de origen natural, mientras que los compuestos quercetina 3-O-rutinésido
(QRU) e isorhamnetin 3-O-robinobidsido (IRO) incumplieron con la mayoria, por

ende fueron descartados del estudio.

4.3.0btencion de la Estructura Tridimensional de Histona

Desacetilasa 1:

La busqueda fue llevada a cabo en la base de datos del Protein Data Bank (PDB),
donde se obtuvo la estructura tridimensional de la proteina cristalizada a una
resolucion de 3 A con una secuencia de 369 aminoécidos; la estructura esta formando
un heterodimero junto con la proteina MTAL1 de 176 aminoacidos y ademas iones
potasio, iones sulfato, iones acetato y un idn zinc que es centro catalitico de la HDAC1
(Ver Figura 4.17). La estructura se descargd en formato .pdb y en el editor de textos

Gedit se elimino la proteina MTAL y todos los iones a excepcion del ion zinc (Zn+2).
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Figura 4.17: Estructura tridimensional del complejo heterodimérico de Histona Desacetilasa | con la
proteina Asociada a Metdstasis (MTA) descargada de la base de datos PDB con un ID: 4BKX

Al igual que en el caso anterior, se realizd una busqueda de la secuencia de
aminoacidos en la base de datos NCBI-Protein donde obtuvimos un archivo en formato
FASTA donde describe la secuencia de los aminoacidos (Ver Figura 4.18), aqui
podemos ver una diferencia notoria ya que la secuencia de aminoécidos de toda la
proteina en el formato FASTA presenta 482 aminoacidos, mientras que el archivo .pdb
presenta tan solo 369, esta secuencia excedente de amino&cidos convierte a la proteina
en un precursor inactivo, es por ello que en el proceso de aislamiento y cristalizacion,
perdié esta parte de su cadena de aminoacidos.
>CAG46518.1 HDACl1l [Homo sapiens]
MAQTQGTRRKVCYYYDGDVGNYYYGQGHPMKPHRIRMTHNLLLNYGLYRKMEIYRPHKANAEEMTKYHSD
DYIKFLRSIRPDNMSEYSKOMORFNVGEDCPVFDGLFEFCQLSTGGSVASAVKLNKQOTDIAVNWAGGLH
HAKKSE CYVNDIVLAILELLKYHQRVLYIDIDIHHGDGH YTTDRVMTVSFHKYGEYFPGTGD
LRDIGAGKGKYYAVNYPLRDGIDDESYEATFKPVMSKVMEMFQPSAVVLQCGSDSLSGDRLGCFNLTIKG
HAKCVEFVKSFNLPMLMLGGGGYTIRNVARCWTYETAVALDTEIPNELPYNDYFEYFGPDFKLHISPSNM

TNONTNEYLEKIKQRLFENLRMLPHAPGVQMQAIPEDAIPEESGDEDEDDPDKRISICSSDKRIACEEEF
SDSEEEGEGGRKNSSNFKKAKRVKTEDEKEKDPEEKKEVTEEEKTKEEKPEAKGVKEEVKLA

Figura 4.18: Secuencia de aminodcidos de Histona Desacetilasa 1 en formato FASTA, resaltando la
secuencia catalitica que codifica la proteina tridimensionalmente

La proteina HDACL junto con su centro catalitico de Zn, fue sometida a un proceso de

minimizacién de energias, haciendo uso de un integrador steep a 20000ps con un

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
o CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

solvente SPC; luego se procedi6 a una dinamica molecular con un colectivo canonico
NVT, el cual mediante el termostato de Nose-Hoover mantiene la temperatura a
309.65°K del sistema que incluye el solvente SPC y que evoluciona a través del tiempo
durante 50000ps o 50ns.

Figura 4.19: Estructuras tridimensionales de HDAC1 nativa resaltando su estructura secundaria y el
centro catalitico de Zinc. (a) Pre-dindmica (b) Post-dindmica (c) Centro catalitico

En la figura 4.19, se logra observar como la estructura secundaria de la proteina vario
luego de un proceso de minimizacion y dindmica molecular, reduciéndose el nimero
de a-hélices como el nimero de laminas B, siendo ambas determinantes en la
estabilidad de la proteina, ademéas se observa el centro de catalitico de zinc que
presenta esta enzima y los residuos que interactuaron con este. Se procedio al uso de
las herramientas gmx rms, gmx rmsf, gmx gyrate y diagrama de Ramachandran para
evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina.

La herramienta rmsd para el calculo de la desviacién media cuadratica con respecto a
la distancia, mostré un grafico generado por la herramienta de graficos Grace, en el
que la proteina alcanzé tempranamente la estabilidad a los 15ns (Ver figura 4.20).
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Figura 4.20: Ploteo de RMSD de la enzima Histona Desacetilasa 1 post-dindmica con una zona de
estabilidad a partir de los 15ns

A continuacion, con el uso del servidor online MolProbity se plote6 el diagrama de
Ramachandran, el cual nos muestra que varios residuos estan fuera de la zona
permitida siendo estos: PRO49, GLU101, SER138, TYR159, LYS213, LYS235,
MET?242, ILE271, ILE298 y ILE355; pese a ser 10 aminoacidos que estan en zonas

no permitidas, los demas residuos que si estan presentes en zonas permitidas (357/367)

representan un 97.3% (Ver Figura 4.21).
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Figura 4.21: Diagrama de Ramachandran de HDAC1, donde se muestra a 10 residuos fuera de la
zona permitida

Debido a la presencia de estos residuos fuera de la zona permitida, se hizo uso de dos
herramientas complementarias para la evaluacién de esta enzima. La primera fue rmsf,
que se utilizé para calcular la fluctuaciéon de la desviacion media cuadratica por
residuos, pudiendo observar que los residuos LYS82, GLN83, MET84, GLN85 y
ARG86 presentaron un pico por su alta fluctuacion y que esta notablemente vinculada
con el area de la proteina en la que estan presentes, al estar sus cadenas laterales
orientadas hacia el exterior en un extremo de la proteina (Ver Figura 4.22).
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Figura 4.22: Ploteo de RMSF de la enzima HDACI post-dindmica que presenta un pico entre los
residuos SER81 y ARG86

La Gltima herramienta utilizada fue el célculo del radio de giro o gyrate, esta
herramienta genera un centro de masa de la proteina y de aqui evalta la variacion distal
entre este centro y el centro de masa de aquel residuo que este més alejado a través del
tiempo de evaluacion de 50ns, evaluando a su vez el plegamiento o compactacion.
Pudiendo ver en la figura 4.23 que la distancia hacia el extremo mas lejano es en
promedio 2,04nm y que se estabiliza rdpidamente.

2.1 T I T T T T =

2,05

Rg (hm)
8]

1.95 — |

! | ! | ! | ! | ! =

E-l 1 OO 20000 30000 40000 SOO00
Time (ps)

1.9

Figura 4.23: Ploteo del radio de giro de la enzima HDACI post-dindmica que alcanza estabilidad a
partir de los 15ns con un radio de 2.04 aproximadamente
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4.4.Interaccién Proteina - Ligando:

Teniendo nuestra proteina Profilina Humana Il (PFN2) ya optimizada por dinamica
molecular, con un archivo final .gro, se procedié a convertirlo en un archivo con
extension .pdb. Este archivo se usé para el andlisis de la estructura y la prediccion de
bolsillos o lugares de acoplamiento con el servidor PockDrug, el cual hace uso de
algoritmos que identifican las zonas hidrofobicas y geométricamente aceptables de una
proteina para el acoplamiento de una molécula de interes. Este servidor tuvo 7 archivos
finales con extension .pdb, cada uno de los cuales representaba un bolsillo en zonas

diversas de la proteina (Ver Figura 4.24).

{(ROCKET #2

b

POCKET #6

Figura 4.24: Bolsillos o pockets de la proteina Profilina Humana Il calculada en el servidor PockDrug

A su vez, el servidor brindé un score de probabilidad de unién o porcentaje de

drogabilidad de cada uno de estos bolsillos, los cuales se describen en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2: Score de drogabilidad de los bolsillos o pockets de PFN2

Probabilidad de

Numero de Bolsillo Drogabilidad

#0 0.61

#1 0.19
#2 0.72
#3 0.05
#4 0.28
#5 0.98
#O 0.65

Ya con los lugares de acoplamiento dilucidados, se procedi6 a realizar el acoplamiento
molecular de esta proteina con todos los compuestos flavonoides que cumplian con las
cinco reglas de Lipinski, requiriendo de los archivos con extension .pdb tanto de la
proteina como de los flavonoides.

El acoplamiento molecular se llevé a cabo con el software AutoDock, el primero paso
fue el uso de la herramienta AutoGrid que reconoce las coordenadas tridimensionales
de la proteina, genera mapas de estos y calcula su potencial electrostatico y su potencial
de desolvatacién, generando archivos con extension .glg, .map y .pdbqt; a partir de las
grillas y los valores generados por esta herramienta se procedio con el uso de
AutoDock el cual acoplé ambas estructuras generando archivos con extension .dlg y
.pdb con las coordenadas finales del céalculo que contemplaba 50 corridas o
evaluaciones de las cuales se generd un ranking segin la constante de inhibicion
calculada y la energia de unién o acoplamiento (Ver Tabla 4.3), estando la energia de

acoplamiento basada en la siguiente ecuacion:

Energia de Acoplamiento Estimada (Kcal/mol) = [1] + [2] + [3] - [4] 4.1)

De donde [1] refiere a las energias de Van der Walls, puentes de hidrégeno y energia
de desolvatacion en kcal/mol; [2] refiere a la energia interna total en kcal/mol, [3]
refiere a la energia libre de torsion en kcal/mol y por Gltimo, [4] refiere a la energia

del sistema desacoplado que es igual a la energia interna total.
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Tabla 4.3: Valores de la constante de inhibicion y de energia de acoplamiento para cada uno de los
sistemas proteina-ligando formados a partir del software AutoDock

AUTODOCK
Constante de  Energia de Unidn Energia de
Compuesto Abreviacion  Inhibicion (M) (Kcal/mol) Unién (KJ/mol)

1 Quercetin QCT 3.69 -7.41 -31.00
2 Quercetin 3-O-glucoside QGL 14.35 -6.61 -27.65
3 Quercetin 3-methyl ether QME 8.97 -7.33 -30.67
4 (+) - Dihydroguercetin DHQ 6.12 711 -29.75
5 Isorhamnetin 1ISO 3.86 -7.39 -30.92
6 Isorhamnetin 3-O-Galactoside IGA 14.29 -6.61 -27.66
7 Isorhamnetin 3-O-Glucoside IGL 9.61 -6.84 -28.62
8 Kaempferol KMP 3.49 -7.45 -31.17
9 Kaempferol 3-methyl ether KME 6.77 -7.05 -29.50

De esta tabla pudimos inferir que los valores de la constante de inhibicién son menores
en aquellos compuestos flavonoides que no presentan una cadena glucosidica como es
el caso de quercetina, isorhamnetin y kaempferol; mientras que estas mismas presentan
los valores mas elevados de energia de acoplamiento en Kcal/mol pero sin una
diferencia muy notoria por sobre los demas compuestos.

El software AutoDock generd un archivo final .pdb en el cual se encuentran las
coordenadas tridimensionales del complejo proteina-ligando, se abrid este archivo con
un editor de textos para modificarlo primeramente al agregar los términos TER
después del ultimo atomo del ultimo residuo de la proteina y después del Gltimo 4&tomo
del flavonoide para que se diferencien ambas cadenas; luego se modifico la
denominacion LIG por los codigos de tres letras asignados a cada flavonoide en
estudio para que sea reconocido nuevamente por el campo de fuerza OPLS-AA. Para
poder evaluar la interaccion de este sistema y si el acoplamiento se mantiene a traves
del tiempo, se realizd una minimizacién de energia haciendo uso del archivo final .pdb
y luego se procedié con la dinamica molecular haciendo uso de un colectivo candnico
NVT y uso del termostato de Nose-Hoover a una temperatura de 309.65°K del sistema

que incluye el solvente SPC y que evoluciona a través del tiempo durante 50000ps.

4.4.1. Acoplamiento PFN2 y quercetina:

Con el visualizador Chimera se observd la estructura generada por AutoDock
resaltando el bolsillo en el que se acopl6, y con la herramienta LigPlot se visualizo los
residuos de la proteina que interactuaron con el flavonoide tras la dinamica molecular
(Ver Figura 4.25).
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Figura 4.25: Acoplamiento de PFN2 con Quercetina en el bolsillo 6, y los residuos que interactian con

este compuesto
Se pudo observar de la figura anterior que QCT se acopld inicialmente al bolsillo #6
resaltado en verde claro, y tras la dindmica molecular interactu6 con los residuos
SER71, ILE73, ARG88y formo un puente de hidrogeno con el residuo ASP86, aunque
estos residuos no forman parte de un pocket; luego para evaluar el sistema, se hizo uso
de las herramientas rmsd, rmsf y radio de giro para evaluar esta estabilidad en la
estructura de nuestra proteina. La herramienta rmsd calcula la desviacion media
cuadratica obteniendo un grafico con la herramienta de ploteo de graficos Grace,
mostrando en la gréfica que la proteina alcanzé la estabilidad cerca a los 35ns (Ver
Figura 4.26).
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Figura 4.26: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con QCT
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Luego, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de la
proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizé para calcular la fluctuacion
de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el célculo
presento dos picos que involucran a los residuos GLN92, GLY93, VAL118y LEU123
respectivamente; mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo del radio
de giro o gyrate, para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la
interaccion. Pudiendo ver que la distancia hacia el extremo mas lejano es de
aproximadamente 1,5nm y que se termina de estabilizar pasado los 30ns o 30000ps
(Ver Figura 4.27).
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Figura 4.27: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a QCT

4.4.2. Acoplamiento PFN2 y quercetina 3-O-glucésido:

Con el visualizador Chimera se observé la estructura generada por AutoDock y con la
herramienta LigPlot se visualizo los residuos de la proteina que interactian con el
flavonoide (Ver Figura 4.28).
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Figura 4.28: Acoplamiento de PFN2 con Quercetina 3-O-glucdsido en el bolsillo 1, y los residuos que
interactuan con este compuesto

Se pudo observar de la figura anterior que QGL se acopl6 inicialmente al bolsillo #1
que es uno de los menos favorecidos para union y por ende de baja drogabilidad, sin
embargo, tras la dinamica molecular, los residuos que interaccionaron en este
acoplamiento fueron TPR3, CYS25, ALA27, LYS28, GLY 57, PHE58, PHES9,
VAL72, ARG74 y ASP75 sin formar algun puente de hidrogeno, aunque siendo
algunos de estos residuos los mismos que interaccionan con ISO en el bolsillo #5.

Luego para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de
giro para evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La herramienta
rms o rmsd calcula la desviacion media cuadratica obteniendo un gréfico con la
herramienta de ploteo de gréficos Grace, en la gréfica se muestra que la proteina
presenta varios picos y se estabiliza en ciertas regiones pero no es consistente en ello,

Ilegando a los 50ns con una estructura ligeramente estable (Ver figura 4.29).
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Figura 4.29: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con QGL

Luego, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de la
proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utiliz6 para calcular la fluctuacién
de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el calculo
presento un pico que involucran a los residuos GLU116, GLY 117, VAL118 y HIS119;
mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo del radio de giro o gyrate,
para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la interaccion. Pudiendo ver
que la distancia hacia el extremo mas lejano es de aproximadamente 1,57nm y que se

estabilizo casi desde el inicio (Ver Figura 4.30).
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Figura 4.30: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a QGL
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4.4.3. Acoplamiento PFN2 y quercetina 3-metil éter:
Con el visualizador Chimera se observé la estructura generada por AutoDock y con la
herramienta LigPlot se visualizd los residuos de la proteina que interactian con el

flavonoide tras la dinamica molecular (Ver Figura 4.31).

Figura 4.31: Acoplamiento de PFN2 con Quercetina 3-metil-éter proximo al bolsillo 6, y los residuos
que interactuan con este compuesto en el ploteo

Se puede observar de la figura anterior que QME se acoplé inicialmente en el bolsillo
#6 resaltado en verde claro, y tras la dindmica molecular interacciona con los residuos
ASP26, PHES8, PHES9 y forma un puente de hidrogeno con el residuo CYS25,
conservando su lugar inicial de acoplamiento. Luego para evaluar el sistema, se hizo
uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de giro para evaluar esta estabilidad en la
estructura de nuestra proteina. La herramienta rms o rmsd calcula la desviacién media
cuadratica obteniendo un gréafico con la herramienta de ploteo de graficos Grace, en la
grafica se muestra que la proteina alcanzo la estabilidad cerca a los 40ns (Ver Figura
4.32).
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Figura 4.32: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con QVIE

Luego, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de la
proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizé para calcular la fluctuacion
de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el calculo
presento varios picos de fluctuacion pero ninguno que marcase una diferencia
significativa; mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo del radio de
giro o gyrate, para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la interaccion.
Pudiendo ver que la distancia hacia el extremo mas lejano es de aproximadamente

1,5nm y que se termina de estabilizar aproximadamente a los 40ns (Ver Figura 4.33).
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Figura 4.33: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a QVIE

4.4.4. Acoplamiento PFN2 y dihidroquercetina:
Con el visualizador Chimera se observo la estructura generada por AutoDock mientras
que con la herramienta LigPlot se visualizaron los residuos de la proteina que
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interaccionaron con el flavonoide dihidroguecetina tras la dinamica molecular (Ver
Figura 4.34).

De la figura pudo observarse que DHQ esta acoplada en el bolsillo #6 resaltado en
verde claro tras el acoplamiento, e interacciona con los residuos TYR29, TRP31,
ALA33, THR34, LYS68, LEU109, VAL110, ILE111, MET113y forma enlace puente
de hidrogeno con los residuos VAL30 y VAL112 tras la dindmica molecular, variando
la posicion de esta molécula y siendo los residuos con los que interactla pertenecientes
al bolsillo #2.

Lys68
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G <8

Trp3l
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Figura 4.34: Acoplamiento de PFN2 con Dihidroquercetina en el bolsillo 6, y los residuos que
interactuan con este compuesto

Luego para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de
giro para evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La herramienta
rms o rmsd calcula la desviacién media cuadratica obteniendo un gréfico con la
herramienta de ploteo de graficos Grace, en la gréafica se muestra que la proteina

alcanza la estabilidad aproximadamente a los 40ns (Ver Figura 4.35).
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Figura 4.35: Ploteo de RMSD tras una dinadmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con DHQ

Luego, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de la
proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizo para calcular la fluctuacién
de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el calculo
presento dos picos que involucran a los residuos GLU116 - GLY120 y TYR133 -
SER137 respectivamente; mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo
del radio de giro o gyrate, para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la
interaccion. Pudiendo ver que la distancia hacia el extremo mas lejano es de
aproximadamente 1,5nm y que se estabilizé pasado los 15ns o 15000ps (Ver Figura
4.36).
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Figura 4.36: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a DHQ
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4.4.5. Acoplamiento PFN2 e isorhamnetin:
Con el visualizador Chimera se observd la estructura generada por AutoDock y con la
herramienta LigPlot se visualizd los residuos de la proteina que interactdan con el

flavonoide tras la dinamica molecular (Ver Figura 4.37).

Figura 4.37: Acoplamiento de PFN2 con Isorhamnetin en el bolsillo 5, y los residuos que interacttan
con este compuesto

Se pudo observar de la figura anterior que I1SO se acopla levemente al bolsillo #5
resaltado en verde oscuro, y tras la dindmica molecular interacciona con los residuos
ALA27, LYS28, ARG55, GLY57, PHE5S8, THR 60, ASN61 y VAL72 sin formar
ningun enlace puente de hidrogeno, resaltando su unién al residuo THR60.

Luego para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de
giro para evaluar la estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La herramienta
rms o rmsd calcula la desviacion media cuadratica obteniendo un grafico con la
herramienta de ploteo de graficos Grace, en la gréfica se muestra que la proteina
alcanza la estabilidad aproximadamente a los 20ns (Ver figura 4.38).
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Figura 4.38: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con ISO

Seguidamente, se utilizaron dos herramientas complementarias para la evaluacion de
la proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizd para calcular la
fluctuacion de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el
calculo presento dos picos aunque no muy resaltantes pero se analizaron y se vio que
involucran a los residuos GLN92, GLY93 y ALA127, TYR128 respectivamente;
mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo del radio de giro o gyrate,
para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la interaccion. Pudiendo ver
que la distancia hacia el extremo mas lejano es de aproximadamente 1,6nm y que se
termina de estabilizar pasado los 35ns 0 35000ps (Ver Figura 4.39).
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Figura 4.39: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a ISO
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4.4.6. Acoplamiento PFN2 e isorhamnetin 3-O-galactdsido:
Con Chimera se observd la estructura generada por AutoDock y con la herramienta
LigPlot se visualizo los residuos de la proteina que interacttan con el flavonoide tras

la dindmica molecular (Ver Figura 4.40).
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Figura 4.40: Acoplamiento de PFN2 con Isorhamnetin 3-O-galactdsido en el bolsillo 2, y los residuos
que interactuan con este compuesto

Se pudo observar de la figura anterior que IGA esta acoplada al bolsillo #2 que aunque
no este resaltado, presentd una probabilidad de drogabilidad de 0.72 siendo bastante
significativo, e interacciona con los residuos LYS28, TYR29, VAL30, SER41, ILE42,
ILE45, THR64, LEU77, TYR78, ARG104, ARG107, LEU109 y formé 3 enlaces
puente de hidrogeno con los residuos TRP31, ALA32 y GLY106 respectivamente.
Luego para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de
giro para evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La herramienta
rms o rmsd calcula la desviacién media cuadratica obteniendo un gréfico con la
herramienta de ploteo de graficos Grace, en la grafica se muestra que la proteina

alcanza la estabilidad aproximadamente a los 36ns (Ver Figura 4.41).
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Figura 4.41: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con IGA

Seguidamente, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de
la proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizd para calcular la
fluctuacion de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el
calculo presento un pico significativo que involucra a los residuos GLY121, THR122
y LEU123; mientras que la segunda herramienta utilizada fue el célculo del radio de
giro o gyrate, para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la interaccion.
Pudiendo ver que la distancia hacia el extremo mas lejano es de aproximadamente
1,5nm y que pese al estar estable desde los 10ns hasta los 39ns, muestra una variacion

hacia los Gltimos 10ns que es donde se estabiliza finalmente (Ver Figura 4.42).
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Figura 4.42: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a IGA
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4.4.7. Acoplamiento PFN2 e isorhamnetin 3-O-glucdsido:
Con Chimera se observo la estructura generada por AutoDock y con la herramienta
LigPlot se visualizo los residuos de la proteina que interacttan con el flavonoide tras

la dindmica molecular (Ver Figura 4.43).

Figura 4.43: Acoplamiento de PFN2 con Isorhamnetin 3-O-glucésido en el bolsillo 6, y los residuos que
interactuan con este compuesto

Se pudo observar de la figura anterior que IGL esta acoplada al bolsillo #6 resaltado
en verde claro, pero tras la dindmica molecular interacciona con los residuos VAL51,
LYS53, ASP54, TYR78 y VALTY9 sin formar ningun enlace puente de hidrogeno y
estando estos residuos fuera de cualquier pocket.

Luego para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de
giro para evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La herramienta
rms o rmsd calcula la desviacién media cuadratica obteniendo un gréfico con la
herramienta de ploteo de graficos Grace, en la grafica se muestra que la proteina no

converge y no halla la estabilidad deseada hasta que llego a los 45ns (Ver Figura 4.44).
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Figura 4.44: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con IGL

Seguidamente, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de
la proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizo para calcular la
fluctuacion de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el
calculo presenté un pico que aunque poco significativo involucra a los residuos
GLN17, GLU18 y ALA19 estando la fluctuacién regularizada; mientras que la
segunda herramienta utilizada fue el célculo del radio de giro o gyrate, para ver el
plegamiento o estiramiento de la proteina tras la interaccion. Pudiendo ver que la
distancia hacia el extremo mas lejano es de aproximadamente 1,55nm y que se termina
de estabilizar pasado los 40ns (Ver Figura 4.45).
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Figura 4.45: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a IGL
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4.4.8. Acoplamiento PFN2 y kaempferol:
Con el visualizador Chimera se observé la estructura generada por AutoDock y con la
herramienta LigPlot se visualizd los residuos de la proteina que interactdan con el

flavonoide tras la dinamica molecular (Ver Figura 4.46).

QR
Vall00 B

Figura 4.46: Acoplamiento de PFN2 con Kaempferol en el bolsillo 6, y los residuos que interactuan
con este compuesto

Se pudo observar de la figura anterior que KMP esta acoplada al bolsillo #6, y tras la
dinamica interacciona con los residuos LYS68, CYS70, ARG88, TYR98, VAL100,
LEU109 y formando un enlace puente de hidrogeno con el residuo ILE87, sin
embargo, estos residuos no forman parte de ningin pocket.

Es asi que para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio
de giro para evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La
herramienta rms o rmsd calcula la desviacion media cuadratica obteniendo un gréfico
con la herramienta de ploteo de graficos Grace, en la grafica se muestra que la proteina

alcanza la estabilidad aproximadamente a los 23ns (Ver Figura 4.47).
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Figura 4.47: Ploteo de RMSD tras una dinamica molecular de la proteina PFN2 acoplada con KMP

Luego, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de la
proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizé para calcular la fluctuacion
de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el célculo
presento tres picos que involucran a los residuos ALAL -MET11, GLN92 - GLY94 y
TYR128 respectivamente; mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo
del radio de giro o gyrate, para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la
interaccion. Pudiendo ver que la distancia hacia el extremo mas lejano es de
aproximadamente 1,52nm y que se termina de estabilizar pasado los 30ns (Ver Figura
4.48).
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Figura 4.48: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a KMP
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4.4.9. Acoplamiento PFN2 y kaempferol 3-metil éter:
Con el visualizador Chimera se observd la estructura generada por AutoDock y con la
herramienta LigPlot se visualizd los residuos de la proteina que interactian con el

flavonoide tras la dinamica (Ver Figura 4.49).

Met49

Figura 4.49: Acoplamiento de PFN2 con Kaempferol 3-methyl ether en el bolsillo 6, y los residuos que
interactuan con este compuesto

Se pudo observar de la figura anterior que KME esté acoplada al bolsillo #6, y tras la
dindmica molecular interacciona con los residuos MET49 y TYR78 sin formar ningln
enlace puente de hidrogeno y sin ser parte de un pocket.

Para evaluar el sistema, se hizo uso de las herramientas rmsd, rmsf y radio de giro para
evaluar esta estabilidad en la estructura de nuestra proteina. La herramienta rms o rmsd
calcula la desviacion media cuadratica obteniendo un gréafico con la herramienta de
ploteo de gréaficos Grace, en la grafica se muestra que la proteina alcanza la estabilidad

aproximadamente a los 5ns (Ver figura 4.50).
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Figura 4.50: Ploteo de RMSD tras una dindmica molecular de la proteina PFN2 acoplada con KME

Luego, se hizo uso de dos herramientas complementarias para la evaluacion de la
proteina en este sistema. La primera fue rmsf, que se utilizé para calcular la fluctuacion
de la desviacion media cuadratica por residuos, pudiendo observar que el calculo
presento un pico bastante prominente que involucra a los residuos ARG136 — ASP138;
mientras que la segunda herramienta utilizada fue el calculo del radio de giro o gyrate,
para ver el plegamiento o estiramiento de la proteina tras la interaccion. Pudiendo ver
que la distancia hacia el extremo mas lejano es de aproximadamente 1,52nm y que se

termina de estabilizar casi desde un inicio a los 5ns (Ver Figura 4.51).
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Figura 4.51: Ploteos de RMSF y radio de giro respectivamente, de la proteina PFN2 acoplada a KME
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4.5.Célculo de la Energia Libre de Acoplamiento:

Teniendo ya sistemas conformados tanto por la profilina humana Il como cada uno de
los compuestos flavonoides y que han pasado por un proceso de dindmica molecular
en un tiempo de 50ns en fase solvente con un modelo de aguas SPC, se pudo evaluar
cémo evoluciona el sistema a través del tiempo, es decir, se evalud la interaccion entre
la proteina y los respectivos ligando en un ambiente mas cercano al in vivo y se pudo
evaluar si el compuesto flavonoide permanecia en el lugar de acoplamiento original,
si este interactuaba con otros residuos o si finalmente no tenia interaccion alguna.

Terminado este proceso, todas las moléculas mostraron poder mantener una
conformacién que alcanzaba la estabilidad con la proteina segun se pudo visualizar
estos sistemas con el software Chimera, pese a ello, no todas las moléculas
permanecieron en los lugares originales de acoplamiento y sus interacciones con los
residuos descritos fueron evaluadas de manera mas precisa mediante el calcul6 de la
variacion de energia libre de estos sistemas bajo un colectivo isobarico-isotérmico en
el cual gradualmente se restringe las interacciones no enlazantes como las de Van der
Waals y Coulémbicas. Este céalculo de la energia libre de Gibbs (AG) se llevo a cabo
con el médulo BAR (Bennet Acceptance Ratio) que calcula las diferencias de energia
libre entre estado A y estado B (AGag) de y sistema con un parametro de
desacoplamiento A con valores de espaciado intermedios de 0.025 para nuestro estudio
que restringié gradualmente las interacciones no enlazantes ya mencionadas, llegando

a obtener los valores reportados en la tabla 4.4.

Tabla 4.4: Cdlculo de la variacion de energia libre de Gibbs (AG) en un sistema que va conformando
dos estados progresivamente segun el modulo BAR.

NPT
Compuesto Abreviacion Delta G (Kcal/mol) Delta G (KJ/mol)
1 PFN2 - Quercetin PQCT -9.467 +/- 0177 -39.61 +/-0.74
2 PFN2 - Quercetin 3-O-glucoside PQGL -17.22 +/- 0.88 -72.05 +/- 3.69
3 PFN2 - Quercetin 3-methyl ether PQME -6.582 +/-0.17 -27.54 +/-0.72
4 PFN2 - (+) - Dihydroquercetin PDHQ -16.89 +/- 1.097 -70.67 +/- 4.59
5 PFN2 - Isorhamnetin PISO -12.19 /- 0.75 -51.04 +/-3.12
6 PFN2 - Isorhamnetin 3-O-Galactoside PIGA -18.40 +/- 0.87 -77.00 +/- 3.64
7 PFN2 - Isorhamnetin 3-O-Glucoside ~ PIGL -10.327 +/- 0.547 -43.21 +/-2.29
8 PFN2 - Kaempferol PKMP -8.045 +/- 0.31 -33.66 +/- 1.30
9 PFN2 - Kaempferol 3-methyl ether PKME -5.559 +/- 0.38 -23.26 +/- 1.58
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De la tabla 4.4, resaltaron los valores negativos mas elevados que a su vez pertenecen
a los complejos de PFN2 con los flavonoides IGA, QGL, DHQ e ISO, siendo estos
aquellos cuyos residuos de interaccion pertenecian a los bolsillos con mejor score de
drogabilidad en la proteina; ademas, se incluyo al compuesto QME que pese a tener

un valor negativo més bajo también interactuaba con estos residuos.

4.6.Interaccion Proteina - Proteina:

Ambas proteinas, tanto profilina humana Il (PFN2) e histona desacetilasa 1 (HDACL1)
pasaron por un proceso de optimizacion mediante dinamica molecular presentando
tanto estabilidad energética como geométricamente teniendo archivos finales .gro en
cada caso que han de convertirse a archivos .pdb. Adicionalmente, la profilina humana
Il fue sometida a un proceso de acoplamiento con 9 diferentes compuestos flavonoides
y una posterior dindmica molecular para evaluar su interaccion en un medio solvatado
tras el cual se evalla la capacidad de union de estos compuestos hacia la proteina y el
efecto que tienen sobre su conformacion estructural y energética; es a partir de estos
cambios que se evalua si la profilina humana Il modificada ain mantiene su capacidad
de unién con histona desacetilasa 1 (HDAC1) tal cual la profilina humana Il nativa

mediante una interaccion proteina-proteina.

4.6.1. Acoplamiento Molecular:

El acoplamiento molecular proteina-proteina se llevo a cabo con el servidor ClusPro,
el cual requiere las coordenadas tridimensionales de las proteinas en archivos con
extension .pdb para llevar a cabo los tres pasos necesarios para completar el
acoplamiento y el analisis energético a partir de las mejores conformaciones agrupadas
a las cuales les sigue un proceso de minimizacion, obteniendo resultados y estructuras;
ademas, este servidor proporciona diferentes valores segun el termino de energia se

desee favorecer segln la siguiente ecuacion:
E= WlErep + Wy Egitr + WaEeiec + WaEpags

De donde Erep ¥ Eatr refiere a las energias de Van der Walls de repulsion y de atraccion
respectivamente, mientras que Eeiec €5 un término electrostatico y finalmente Epars
(decoys as the reference state 0 DARS) es una aproximacion para la construccion de
estructuras en base a los potenciales intermoleculares y que en este caso esta
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representado por el cambio en la energia libre a partir de la desolvatacion o remocion
de las moléculas del solvente. Por otra parte, los coeficientes wi, Wz, W3y Wa
corresponden a los valores que estan asociados a cada término de energia segun el que

se vaya a favorecer dependiendo del tipo de sistema en estudio (Ver Tabla 4.5).

Tabla 4.5: Valores de coeficientes energéticos segtin el termino favorecido para el servidor ClusPro

Valores de los Coeficientes Energéticos

Términos Energéticos

Erep Eattr Eelec EDARS
Balanced 0.40 -0.40 600.0 1.0
Electrostatic-favored 0.40 -0.40 1200.0 1.0
Hydrophobic-favored 0.40 -0.40 600.0 2.0
Van der Waals + Electrostatics 0.40 -0.40 600.0 0.0

Los coeficientes w1, w2, wz y w4 asumen segun la tabla los valores 0.40, -0.40, 600 y
2 respectivamente favoreciendo una interaccion hidrofdbica, este término energético
refleja el hecho de que en un sistema, mientras mayor sea la interfaz agua-soluto mas
inestable es el sistema, por ende, favorece a una reduccion de esta interfaz dirigiendo
el sistema hacia el equilibrio o en otras palabras favorece la interfaz soluto-soluto que
serian las macromoléculas en estudio HDAC1 con PFN2 nativa o modificada.

De alli, los resultados obtenidos del acoplamiento de ambas proteinas (Ver Tabla 4.6).

Tabla 4.6: Valores del acoplamiento HDAC1 y PFN2 nativa y modificadas en servidor ClusPro con los
términos de hidrofobicidad favorecidos

Hydrophobic-Favored

Compuestos Acoplados Representacion  Puntaje Ponderado
Centro -990.3
HDAC-PFN Menor Energia -1097
Centro -1013.8
HDAC-PQGL Menor Energia -1036.1
Centro -989.8
HDAC-PQME Menor Energia -1219.1
Centro -952.8
HDAC-PDHQ Menor Energia -1169.9
Centro -1187.4
HDAC-PISO Menor Energia -1187.4
Centro -1050.1
HDAC-PIGA Menor Energia -1255.4
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De la tabla podemos inferir que existen dos tipos de representacion: centro y menor
energia, estas corresponden a los agrupamientos o clusters, siendo centro referido al
cluster o grupo con mayor nimero de conformaciones que son estructuralmente
similares entre si; mientras que menor energia refiere a la conformacion con la menor
energia encontrada; siendo estadisticamente mas relevante los valores del término
centro por el nimero de conformaciones pertenecientes al cluster. A su vez, del mismo
servidor ClusPro, se pudo descargar las estructuras tridimensionales de estos
complejos proteina-proteina formados (Ver Figuras 4.52-4.57).

Ademaés, de esta tabla encontramos que los valores energéticos en el primer compuesto
refieren a la interaccion entre HDAC1 con PFN2 nativa mientras los demas presentan
la PFN2 modificada; aguellos como es el caso de PQME y PDHQ presentan valores
negativos menores en comparacién con aquel reportado por la profilina nativa,

mientras que PIGA, PISO y PQGL un valor negativo por encima del ya mencionado.

Figura 4.52: Acoplamiento molecular de HDAC1 y PFN2 nativa resaltando sus extremos N-y C-
terminales

Figura 4.53: Acoplamiento molecular de HDAC1 y PFN2 modificada por interaccion con el compuesto
QGL
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Figura 4.55: Acoplamiento molecular de HDAC1 y PFN2 modificada por interaccion con el compuesto
DHQ

Figura 4.56: Acoplamiento molecular de HDAC1 y PFN2 modificada por interaccion con el compuesto
ISO
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Figura 4.57: Acoplamiento molecular de HDAC1 y PFN2 modificada por interaccion con el compuesto
IGA

4.6.2. Refinamiento de la Interaccién del Acoplamiento:

Las estructuras acopladas fueron sometidas al servidor FireDock para un refinamiento
energético del acoplamiento que se realiza en dos etapas de calculo rapido: la primera
etapa es un ajuste de las cadenas laterales de los residuos de la proteina buscando una
geometria 6ptima, luego un ajuste de la orientacién de las proteinas en el complejo que
previamente restringe las nuevas posiciones de las cadenas laterales y genera ligeras
rotaciones o movimientos en el backbone de la proteina; finalmente este servidor
brinda energias de acoplamiento con alto porcentaje de fiabilidad y una categorizacion

de las conformaciones segun estas energias (Ver Tabla 4.7).

Tabla 4.7: Valores energéticos calculados con el servidor de refinamiento FireDock

FireDock
Compuestos GE or BE avdw rvdw ACE
HPFEN -64.04 -40.24 10.83 -14.03
HPQGL -27.59 -33.56 36.55 -10.42
HPQME -114.02 -51.56 7.57 -21.83
HPDHQ -85.47 -62.63 67.46 -13.01
HPISO -80.68 -46.19 15.24 -13.51
HPIGA -116.21 -52.81 4.64 -15.04
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En la tabla podemos visualizar los términos de evaluacién como: energia global o
energia de acoplamiento (GE or BE), energia de VVan der Walls de atraccion (AVdW),
energia de Van der Walls de repulsion (rVdW) y energia de contacto atdbmico (ACE),
siendo mas significativos los valores de GE y ACE. Es asi que, se puede inferir que el
compuesto HPQGL presentd el menor valor negativo en comparacién con las otras
conformaciones incluida la conformacion que incluye a la profilina humana Il nativa.
Por ello podemos afirmar que la profilina humana 1l modificada por efecto de la
interaccion con el compuesto flavonoide QGL requiere de un mayor gasto energético
para su interaccion y formacion de un complejo con la enzima histona desacetilasa 1,
lo que es un indicativo de que este compuesto flavonoide QGL desestabiliza estructural
y/o energéticamente de manera significativa a la profilina humana Il, disminuyendo
su capacidad de union a histona desacetilasa 1. Adicionalmente los compuestos DHQ
e I1SO acoplados a PFN2, también presentaron valores de energia de contacto atdmico

(ACE) significativos para este estudio, en su union a HDACL.
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CONCLUSIONES:

1. La estructura cristalizada de PFN2 fue optimizada teniendo un monémero de
138 residuos; mientras que la estructura cristalizada de HDAC1 fue optimizada
junto con una molécula de Zinc +2 que representa su sitio activo.

2. Los 11 compuestos flavonoides reportados fueron dibujados y optimizados
geométricamente mediante técnicas de mecanica cuantica, a estos también se
les genero su correspondiente topologia para el campo de fuerza OPLS-AA.
Aungue los compuestos QRU e IRO no cumplieron con las cinco reglas de
Lipinski por lo cual fueron descartadas del estudio.

3. Los compuestos flavonoides QGL, QME, DHQ, I1SO e IGA presentaron una
interaccion con la profilina humana Il en los pockets con mayor porcentaje de
drogabilidad tras los procesos de acoplamiento, dinamica molecular y calculo
de la energia libre de interaccion; ademé&s de interactuar con residuos
pertenecientes a las zonas activas de esta proteina.

4. Los compuestos flavonoides quercetina 3-O-glucésido o QGL,
dihidroquercetina o DHQ, e isorhamnentin o ISO son aquellos que reportan un
cambio significativo sobre la profilina humana Il, que acarrea un mayor
requerimiento energético para el acoplamiento e interaccion de ésta con la

enzima histona desacetilasa 1.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES:

1. Eltiempo de dindmica molecular ejecutado para las proteinas PFN2 y HDAC1
puede ser extendido a 100ns para confirmar la convergencia de estos sistemas
al equilibrio.

2. La estructura cristalizada de profilina humana Il carece de dos residuos en
comparacion con su secuencia gendémica; ambos se encuentran en cada
extremo de la cadena, y son los aminoacidos metionina y valina que no son
significativos pero pueden ser completados mediante homologia de secuencias.

3. Serecomienda el disefio de un nanotransportador que tenga como caracteristica

la especificidad por estos compuestos flavonoides y por PFN2.
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APENDICES

| Abrir « [+l B n ‘ Guardar ‘E | x
Volumen de 31 GB /media/qiim/E&47-1801

1 title = Minimizacion
2cpp = /lib/cpp
3 include = -1../top
4 define =
5 integrator = steep
6 dt = 0.0601
/ nsteps = 1006000
8 nstcomm = 1060
S emtol = 0.001
10 emstep = 0.001
11 nstcgsteep = 1000
12 nstxout = 10060
13 nstvout = 10060
14 nstfout = 10060
15 nstlog = 1000
16 nstenergy = 1000
17 nbfgscorr =10
18 cutoff-scheme = Verlet
19 nstlist =10
20 ns-type = grid
21 pbe = xyz
22 optimize-fft = yes
23 fourierspacing = 0.12
24 DispCorr = EnerPres
25 constraints = none
26 coulombtype = PME
27 rlist =1.0
28 rcoulomb =1.0
29 vdwtype = PME
30 rvdw =1.0
31 pme-order =4
32 ewald-rtol = le-5
33
34
Texto plano ¥  Anchura del tabulador: 8 = Ln 34, Col 1 - INS

Figura A.1: Archivo minima.mdp para la minimizacion de energias en Gromacs
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| Abrir = M LSl ‘ Guardar |E | x
Wolumen de 3 1 GB fmediafgiim/EE47-1801

1 title = Dinamica Molecular NVT
2 cpp = /lib/cpp
3 include = -I../top
4 integrator = md
5 dt = 0.001
B nsteps = 50000000
7 nstxout = 1000
8 nstvout = 1000
9 nstlog = 1000
10 nstcalcenergy = -1
11 nstenargy = 200
Z nstxout -compressed= 1000
13 xtc-grps =
14 energygrps =
15 nstlist = 20
16 ns-type = grid
17 fourierspacing = 0.39
18 pme-order =4
19 ewald-rtol = le-5
20 pbc = Xyz
2] periodic-molecules = yes
22 tcoupl = v-rescale
23 tc-grps = system
24 tau-t = 0.5
25 ref-t = 309.65
26 gen-vel = yes
27 gen-seed = 1735289
28 constraints = none
29 cutoff-scheme = Verlet
30 coulombtype = PME
31 rlist = 0.9
32 rcoulomb = 0.9
33 vdwtype = Cut-off
34 rvdw = 0.9
35
36
Texto plano ¥  Anchura del tabulador: 8 « Ln 1, Coll - INS

Figura A.2: Archivo nvt.md para la dindmica molecular en Gromacs
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Al

‘ Abrir ¥ M _ Jc_'h'oo'Sh__ ‘ Guardar ‘E | x
~[DIEGO/PFN-QCT2/L/INPT

1 #!/bin/bash
2 # Indicando directorio

3 DG=$PWD

4 for file in $(1s *.gro)

5 do

6 new=$(echo $file | sed 's/.gro//g' )
7 done

8 echo "Directorio donde se calculara la Energia Libre $DG
9 #Fijando Lambda

10 LAMBDA=00

11 # Creando el directorio para los lambda

12 mkdir Lambda_$LAMBDA

13 cd Lambda_$LAMBDA

14 gmx grompp -f $0G/md_$LAMBDA.mdp -c $DG/$new.gro -p $DG/$new.top -o md$LAMBDA.tpr
15 gmx mdrun -deffnm md$LAMBDA

16 echo "Se completo la produccion del MD."

17 # Fin

18 echo "Finalizamos. Trabajo completado para lambda = $LAMBDA"

‘ Abrir = I+l oD ‘ Guardar ‘E | x
~/DIEGOYPFN-QCT2/ 1/MPT

1 #!/bin/bash
2 # Indicando directorio

sh * Anchura del tabulador: 8 + Ln6, Col 7 - INS

3 DG=$PWD

4 for file in $(1s *.gro)

5 do

6 new=$(echo $file | sed 's/.gro//g' )
7 done

cho "Directorio donde se calculara la Energia Libre $DG
9 #Fijando Lambda
16 LAMBDA=20
11 # Creando el directoric para los lambda
12 mkdir Lambda_$LAMBDA
13 cd Lambda_ $LAMBDA
14 gmx grompp -f $DG/md $LAMBDA.mdp -c $0G/$new.gro -p $DG/$new.top -o md$LAMBDA.tpr
15 gmx mdrun -deffnm md$LAMBDA
16 echo "Se completo la produccion del MD."
17 # Fin
18 echo "Finalizamos. Trabajo completado para lambda = $LAMBDA"
5

- IN
‘ Abrir - 1 EECIB Ay ‘ Guardar ‘ = || x
~/DIEGO/PFN-GICT2 [1/NPT

1 #1/bin/bash
2 # Indicando directorio

sh * Anchura del tabulador: & = Ln6, Col 7

3 DG=$PWD

4 for file in $(1s *.gro)

5 do

6 new=$({echo $file | sed 's/.gro//g' )
7 done

echo "Directorio donde se calculara la Energia Libre $0G"
#Fijando Lambda

16 LAMBDA=40

11 # Creando el directoric para los lambda

12 mkdir Lambda $LAMBDA

13 cd Lambda_$LAMBDA

14 gmx grompp -f $DG/md $LAMBDA.mdp -c $DG/$new.gro -p $DG/$new.top -o md$LAMBDA.tpr
15 gmx mdrun -deffnm md$LAMBDA

16 echo "Se completo la produccion del MD."

17 # Fin

18 echo "Finalizamos. Trabajo completado para lambda = $LAMBDA"

w

sh * Anchura del tabulador: & + Ln 6, Col 7 b INS

Figura A.3: Archivos script inicial, intermedio y final de los 41 scripts para la ejecucion de los archivos
.mdp para el cdlculo NPT de los sistemas profilina humana Il - flavonoides
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‘ Abrir = M md-00.mdp ‘ Guardar ‘E | x
~fDIEGO/PFN-QCT2/1/NPT

1[; Run control

2 integrator = sd ; Langevin dynamics
3 tinit =0

4 dt = 0(.0062

5 nsteps = 500000 ;1 ns
B nstcomm = laa

7 ; Output control

8 nstxout = 5008

9 nstvout = 5008

16 nst fout =0

11 nstlog = 5008

Z nstenergy = 5008

13 nstxout -compressed =0

14 ; MNeighborsearching and short-range nonbonded interactions

15 cutoff-scheme = verlet

16 nstlist = 20

17 ns_type = grid

18 pbc = xyz

19 rlist =1.2

20 ; Electrostatics

21 coulombtype = PME

22 rcoulomb =1.2

23 ; van der Waals

24 vdwtype = cutoff

25 vdw-modifier = potential -switch
26 rvdw-switch =1.0

27 rvdw =1.2

28 ; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
29 DispCorr = EnerPres

30 ; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

31 fourierspacing =0.12

32 ; EWALD/PME/PPPM parameters

33 pme_order =6
34 ewald_rtol = le-06
35 epsilon_surface =0

36 ; Temperature coupling
37 ; tcoupl is implicitly handled by the sd integrator

38 tcoupl = nose-hoover
389 tc_grps = system
40 tau_t =1.0
41 ref_t = 309.65
42 ; Pressure coupling is on for NPT
43 Pcoupl = Parrinello-Rahman
44 tau_p =1.0
45 compressibility = 4.5e-05
46 ref_p =1.0
Texto plano *  Anchura del tabulador: & = Ln1l, Coll - INS

Figura A. 4: Primer archivo para el cdlculo de NPT parte I, donde se describen los pardmetros
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‘ Abrir - E

md_00.mdp

~(DIEGO/PFN-QCT2/1/NFT

‘ Guardar ‘E | x

47 ; Free energy control stuff

48 free_energy = yes

48 init_lambda_state =0

50 delta_lambda =0

51 calc_lambda _neighbors =1 ; only immediate neighboring windows

52 ; Vectors of lambda specified here

53 ; Each combination is an index that is retrieved from init_lambda state for each
simulation

54 ; init_lambda_state €] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
30 31 32 33 34 3% 36 37 38 389 40

55 vdw_lambdas = 0.00 0.05 0.10 ©.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55
0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.60 1.00 1.600 1.600 1.00 1.600 1.00 1.00 1.60 1.00
1.60 1.60 1.600 1.60 1.600 1.06 1.60 1.00 1.00 1.00 1.00

56 coul_lambdas = 0.00 0.60 0.00 ©.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 .00 .00 .05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45
0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00

57 ; We are not transforming any bonded or restrained interactions

58 bonded_lambdas = 0.00 0.60 0.00 ©.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 .00 .00 0.00

589 restraint_lambdas = 0.00 0.60 0.00 ©.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 .00 .00 0.00

B0 ; Masses are not changing (particle identities

are the same at lambda

@ and lambda = 1)

61 mass_lambdas =0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
.00 0.00 0.00 .00 0.00 0.00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 (.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 .00 0.00 .00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00

62 ; Not doing simulated temperting here

63 temperature lambdas =0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
.00 0.00 0.00 .00 0.00 0.00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 (.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 .00 0.00 .00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00

54 ; Options for the decoupllng
65 sc-alpha = 0.5
66 sc-coul = no ; linear interpolation of Coulomb (none in this case)
67 sc-power =1
B8 sc-sigma =0.3
69 couple-moltype = Other2 ; name of moleculetype to decouple
70 couple-intramol = no
71 couple-lambdal® = none ; only van der Waals interactions
72 couple-lambdal = vdw-q ; turn off everything, in this case only wvdW
73 nstdhdl = 1@
74 ; Do not generate veloc1tles
75 gen_vel = no
76 ; options for bonds
constraints = h-bonds ; we only have C-H bonds here

g8 ; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = lincs

; Constrain the starting configuration

; since we are continuing from NPT

Z continuation = no

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
84 lincs-order =12

Texto plano =

Anchura del tabulador: & = Lnl, Coll - INS

Figura A.5: Primero archivo para el cdlculo de NPT parte 2, donde se describen los estados y
distancias que se les va a asignando a las interacciones no enlazantes como las fuerzas de Van der
Waals y fuerzas Coulombicas
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. run.sh —
| Abrir « | 1 | Guardar || = ‘ | x
Volumen de 16 GB /media/diego/A0443DD54430AF42)...
#1/bin/bash
for file in $(ls *.sh)
do
SEfile
done
sh = Anchura del tabulador: & = Lm 1, Coll - NS
Figura A.6: Archivo script para la ejecucion de todos los archivos job.sh

[ o

| atoms )

0l apls_180 -0,107816 1

oz opls 167 -0.207043 2

o3 opls_ 167 -0.217411 a

o4 opls_180 -0, 266758 4

(1] opls_la7 -0, 203507 5

0g apls 167 -0, 200252 [

o7 opls_157  -0.20567F 7

cl opls_147 -0.067253 a

[l opls_147 0.385235 ]

[=) opls 1488 0, 06ZGT7 1

4 opls_1458  -0,025770 11

[==] opls_lE66 0.04Z162 12

3 apls 147  0,13801% 13

(s op'l.-:_lEE O.L0E3852 149

[=:] opls_l45 -0, 088555 15

%] opl5_166 0,393954 16

cla op'ls_ld"_- -0.065181 17

cll apls 145 -0, 101718 13

c1z2 Op'l.s_l-IlS -0, 045535 13

13 opls_ 166 0, 057465 20

14 nplg_]-ﬂ% 0. 351745 ra |

€15 opls_leG 0.07457% =2

Hl opls_146 0, 062625 15

HZ opls_l46 0.058352 17

H3 opls 146 0, B55450 13

H4 op'l.i_l-llE 0.3573zz 13

HE opls_l4s 0, 063026 21

HE opl5_16E 0,175858 23

HY op'l.:_lEB 0.LB2351 249

HE opls_ 166 0, 193153 25

HZ opls_16B 0.197878 25

H1d apls_ 166 0. 1E5LTS 27

Figura A.7: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto QCT

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

, CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

[ oHO |

| atoms ]

ol opls 179  -0,134204 1
oz opls 154  -0,23457S F
o% opls_281 -0, 258752 a
04 opls 167 -0,212149 4
(=] DIﬂ.S_lET -0.195715 E
o5 opls 167 -0,215262 5
o7 opls 167  -0.713354 7
£l opls_149 0, 058457 a
CF opls_ 158 0,043412 a
c3 opls_147 -0. 018325 1a
4 apls_280 0, Lagaed 11
(==} opls_147  -0.0B1L0Z 12

(£33 opls_ 195 0, 068719 13
o7 opls 166 0,LOSLED 14
[=1] opls_145%  -0.055168 15
co opls 145 -0,063200 15
C10  opls_145  -0.0985538 17
1l apls_ 145 -0,105960 13
1z epls 166  0.@95311 15
€13 opls_lE6 0, 065272 =0
14 opls_ 145 <0,065915 L
Cl5  opls 186 0.054838 22
H1 apls_140 0, 354494 a
Hz opls_282  0.064007 E]
H3 opls_l4 0, 053537 15
H4 opls_146 0,048522 16

HE opls_146  0.063400 17
HE apls 155 0, 166253 23
HT opls_146  D0.054338 18
HE opls_l46 0, 052203 21
H3 opls 168  0.167393 34

H10 opls_lEB 0.19703q =5
H1l opls_ 166 0, 1E1662 26
H12 opls_lEB 0.L53358 7

Figura A.8: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto DHQ

[ oHE |

| atoms |
ol opls_180  -0,095631 1
0z opls 179 <0, 1451E3 2
o3 opls_la7 -0.21715% 3
04 apls_1800 -0, 257058 4
o= opls_ 167  -0.205338 5
05 opls 167  -0.211915 6
o7 opls_167  -0,211883 7
Cl op'l.s_ld:" -0. 068048 a3
2 opls_ 1458  0,065270 a
cz opls 147  0.392558 1@

[} opls_199 0.037416 11
s opls 1458 -0,024700 12

=53 opls_147  0.13862% 13
7 opls_l6G 0, LOG0E3 14
3 opls_145  .0.0897324 15

o

(=] opls 145 a

c10 opls_l45 -0
ClL opls_lE66 0.090737 13

-0

o

1]

12 apls 145
€13 opls_166
cl4 opls 145 -0,
€15 apls_l66 0, 074752 22

Cls opls_181 -0.015535 |
HL opls_ 146 0, 060362 15
HZ opls 146 0,0436]1% 18

HE opls_l4G 0.055071 17
H4 opls_146 0, Q46565 19
HE opls_146 0.061128 il
HE opls_ 166 0, LELEET 24
HT opls_140 0,0435438 3
HE ople_140 0. 0%57E2 |
Ha opls_l40 0, 051823 F]

5

5

ol

H1O opls 168 0.15943955
H1L opls_1E6 0195115
H1Z opls_168 o, 1BF3TT

Figura A.9: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto QVIE
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[ oAu ]
| atoms |

253860
245561
268267
208203 10
1DazER 11
ZELO0G 12
1LE4271 2
205714 14
250658 15
216777 G
Q4RHE7 17
QEELT2 in
O37DEL 19

o3 opls 171
og opls_171
1] opls 171
o1a epls_171
011 aple 180
012 opls_180
nia apls 167
ol4 epls_l167
015 apls_ 167
o6 eple_167
cl opls_18%
£z ople 174
ca apls_174

ol opls_186  «0.1E2833 1
0z opls 186  -0.1BLTSR2 2
03 opls_186 185387 3
o4 opls_171 230191 4
s opls_171 209559 5
i opls 179 1428327 &
7
]
8

)

OO0 0OO0C00CO000000000000000 CO00D000DO000000000000000000000000000000000
o
4
=1
-l
b
=]

=5} apla 174 JOEIATR o0
=] opls_174 osgaEa 21
=] opls_193 116720 32
c? opls_174 0Z7ES] 33

Q5565 24
133207 5
015665 05
047424 27
L0743 - |
0z7sea o}
020333 30
152653 31
as7E1R az
5 )

34

35

=

IF

k]

7l

[} opls 174
=] opls_19%
(1] opls 182
c1l opls_18%
iz opls_135
13 opls_199
C14 opls_ 1458
C15 opls 147
C16 opls_147
caz opls 1454
c1a apls_147
cis opls 168
i) apls 145
CEL opls_14%
c22 opls_l45
CE3 opls 145
£24 opls 165
] opls_166
Ci5 opls_145
[ aple 166

.E :
b

OFa&E3 az

HL opls LES 041771 17
H2 oals_176 039530 18
M3 opl s L& kB ] 19
HA opls_L76 05733l 20
H5 opls_L75 0=E120 Z1
HS ools_19a 052663 22
H7 gl E_LTS DA2455 22
Ha opls_L76  palBan 24

aplE_15%a 25

DS0BAG

ek p ) 26
DASESE 26
081671 ar
Qazear 28
D4R 28
DaasgL 28
168610 &
172544 a5
164871 48
163385 a7
152085 &8
170036 a9
DEGTaL 36
DIGESS ar
DaToaE B
CATETS 2]
055171 az
196106 2]
153760 g1
153193 52
133847 53

Figura A.10: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto QRU
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[ a6l |

| atoms ]

ol opls 186 -0, LESG00
0z opls 175 <0, 145049
[ric} opls_171 -0, 240058
04 apls_171  -0,237947
o= opls_ 171  -0.24E702

06 opls_154  -0,233151
oF opls 180 -0,111727
of opls_16F  -0.208417
s opls_l67  -0,194326
o1a opls_180  -0.2755B4 1a
oL opls_ 167 -0, LBOSGT 1L
oz opls_16T7  «0.205716 12

A0 O e Oh U A e B

==} opls_174 0. 033552 13
2 apls_174 0, 038163 14
c2 opls_174 0. 04=403 15

[} opls_ 183 0. 041328 16
s opls_193 0,124568 17

=53 opls_15F  0.004234 18
7 apls_199 0, 063171 19
e opls_145  .0.060GTS

(=] opls_lEG 0, 073652
cla opls_ 1458 .0,024411
£l opls_l45  -0.068948
cl2 apls_1458  0,053891
£13  opls_145  -0.043500
14 opls_lE6 0, 035290
C15 opls_ 147 -0,058938
€16 epls_147  0.081780
€17 apls_147 0, L35567
18 opls_156  0.10F363
19 opls_l45  -0,094660
[s=ic] opls_166 0, 385564
czl epls_145  -0.112916
H1l apls_176 0, 05535
HzZ opls_ 176 0.057237
HE apls_176 0, JEEA47
H4 opls_185 0, 048437

HE opls_154  0.058281
HE apls_140 0, 031003
HT opls_140  0.057077

HE opls_172 0, LE1548
H3 opls_172 0,170as5
H1G  opls 172  0.166745
H11 apls_155 0, 154850
H1Z  opls_146  0.047264
H13 opls_las 0,053803
H14 apls_146 0, 0545605
HIS  opls 168 0.1592714
H1E opls_ 146 0,062221
HI7  opls_146  0.046341
H1g opls_lEB 0.157864
H19 opls_ 168 0,154043
Hz  opls_168  0.152343

EoEbEERE R e ar o d R RN E R E R

Figura A.11: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto QGL

[ 150

| atoms |

01 opls_180  -0.088327 1

0z opls_LET7  -0,L98L45 2

[VE] opls 167 -0.714173 3

04 opls_179%  -0,L57801 4

05 opls_180  -0.284204 5

[ opls_lET  -0.2016E2 &

o7 opls_ 167 -0,213572 7

(=] opls_14T7 - 0.064543F a
El

€2 oples 1458 0, 082820
C3 opls_147 0,024724 1Q

c4 opls_l458 -0.028096 11
5 apls_ 166 0, 357146 12
e opls_147  0.125957 13

c7 opls_166  0.L08266 14
c8 opls_145  -0,09337% 15
cs opls_1458  -0.064550 16
C10  epls 145  -0,0409L6F 17
£l opls 166  0.09545% 13
€12 opls_l45 -0,100333 19
€13 epls_199  0,054843 20
€14  opls_145 -0.060334 21
€15 opls_166  0,074977 2
£l  eopls 181 -0.004322 23
HL opl=_146  0.064026 15

HZ opls_146 0,041714
H2 opls_146  0.048718
H4 apls_l46 0, 056431
H= opls_146  0.060357

HE opls_l68 0, LBlacd
H? opls_168 0. 16377
HE opls_l68 0.LesLTE
HS apls_ 168 0, 175404
H13 opls_14D 0.3513EZ
H1L opls_140 0, 052535
H12 opls_140 0.857272

HEENERENEDS

Figura A.12: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto 1SO

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA
DE SANTA MARIA

(- I |
[ atoms |
ol epls_LBS  -0.1785483 1
o2 opl 5 LIS -0, 162937 Z
o3 opls_ 171 -0, 277278 5
o ur.'.l:_l'."l -0, 245736 4
o5 opls_L7L -0, 247604 5
o5 apls_L54 =0, PE2185 ]
a7 opls_LBG -0, 055870 7
o3 epls_LBZ -0, 238759 E
o8 upl:_lE? -0, 212651 -]
[al] opls_L79 -0, 157650 jE)
01l opls_LET =0, 1593321 11
a1z opls_LG7 -0, 1HAS72 12
<l epls_174 @, 034135 13
2 npl:_l]’-ﬂ 0.031413 14
3 opls_L74 @, 037528 15
fa] uﬂl;_lBi 0. 3538 18
5 opls_LS3 & 126436 17
L= epls_LS7 ©.011148 1E
[or) opls_L&5 0. DASES5 1
<8 opls_L4SE O, DROE4E 20
=] upls_14? 0.135433 21
<10 opls_Ld47 -0, 0E10a7T 22
11 opls_L47 o, 093576 23
1z opls_L4SE -0, 021108 24
€13 spls_lEs @.110638 25
Cl4 npl:_145 =0, 104357 26
€15 opls_L45 -0, 09419 27
C1l6 unl;_ld-'i 0. E1T0 2B
{17 opls_L4S -0, 05439 29
ClE opls_lEs o, 089z30 30
[mi-) opls_L=S 0. 072025 a1
20 spls_L45 -0, DS9E39 3z
31 upl:_lEE O, DE843T 3=
{22 opls_LEL -, D161 L
HL opls_L76 0. 47241 13
M2 npls_l')'d o, DAl 448 14
H3 spls_L75 @, 048442 15
Ha upls_lB‘S o, 02 16
2] opls_ LS54 @, 04121 17
HE opls_l4d 0. 036530 1B
H? opls_L4d O, DE0SEE 1@
Ha epls_172 @.133543 35
H3 opls_L72 0. 173855 3E
HLO opls_L72 @.17577 ar
HL1 unl:_lEE o, 182740 3B
HLZ opls_LdS &, 056478 26
HLE opls_l4g 0. E0ZI9 27
HL4 opls_Ll4s 0. DE0E56 2B
HLS spla_L4G @, DEETO2 29
HLE upls_ldﬁ o, D54539 3z
HLF opls_LES 0. 159284 s
HLE opls_lES . 196352 40
HLE opl s_LEm ©.158718 41
H20 spls_l4g @, 041584 34
HZ1 unl:_l-ﬂ} o227 34
H22 opls_Ldd &, D957 34
Figura A.13: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto IGL
[ EHE |
| atoms |
ol opls_180 -0, 0EEang 1
(L3 apl = 179 -0.L4E345 2
03 apls_1ET -0, 220585 3
o4 opls_180  -0.2SE301 4
13 opls_lE67 -0, 203357 5
0s opls_167 =0, 213503 6
Cl opls_1a7F -0.0e%aey 7
c2 apls_147 0, 092894 a
=3 opls_1458  D0.0BE2ZS ]
cq opls_199 0, 036144 10
cs opls_147  0.137032 11
= opls_ 1458 -0,028028 12
o7 opls_ 166 0, 105727 13
ce opls_145  -0.09S702 14
] apls_145 -0, 101518 15
cla opls_ 166 0.a84314 15
£1l opls_145 -0. 082623 17
cl2 apls_145 -0, 033159 13
c13 apl = 145 -0.374518 15
14 opls_l45 -0, 060253 0
Cl15 QF'L &_166 o.38sE145 ra
C16 opls_l81 -0.018871 =2
H1 apls_146 0, 062825 14
HZ apl = 148 0.352451 15
H3 opls_ 145 0, 048435 17
H4 opls 146 0,353320 13
HE opls_l4G 0. a%0aTy 19
HE apls 146 0, 080443 20
HT opl s_16B 0.L550LEL =
HE opls_140 0, 044900 2
HE opls_140 0. 340354 7
H1d opls_140 0. 045158 =2
H1l opls_ 168 0. 195167 24
H12 opls_lEB 0.1B5354 o=

Figura A.14: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto KME
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| fes ]
[ atons |
o1 epls_LEG =0, 179685 1
o2 opls_L79 -0, 153210 z
o3 epls_L71 =0, 262370 3
o4 opls_L71  -0.200736 4
05 ople_L71 -0, 228253 5
05 epls_ls4 =0, 2ETLED L]
o7 opls_L&d -0, 0024 7
og opls_LED 0. 271584 8
(=] opls_LE&7 -0. 217257 8
oL opls_L79 -0, 153442 10
oLl up'l.: LET &, 201459 11
oz opls_LE7 0. 200481 1z
1l aple_L74 Q. 038018 13
2 np'ls_'l'."-ﬂ 0. 035278 12
<3 apls_L74 €. 039763 15
4 r.lpl 5_155 O 01431 e
[ opls_L58 @ 117488 17
= epls_157 @.0013790 18
[ opls_LeS O, 034050 -]
L] opla_L4SE  0.005313
<9 opls_Ll47 0,134 21
(=] opls_147 -0, DEATAR 22
<11 eple_l47 @, 0R2e00 23
[ ] opls_L45B -O0.024170 24
Cl3 opls_LGG 0. 106729 =
ol opls_l4s -0, 053643 26
cls apls_L4s - 0. 082139 27
Cle epls_L4s <0, CaR433 i
[ e opls_L4s 0. 089782 29
clg spla_LES 0. 0DG5E0 30
[mi-] opl 5_l59 0. DEEEI0 =18
20 opls_L4S -0, 072715 a2
21 opls_lEG 0. 075579 33
022 opl 5 181 - 0. 015708 Al
HL epls_L76 &, 050363 13
H2 upl :'_L:"G Q. DaTSET La
H3 opls_L76 0. 050801 15
Ha opls_lES 0032371 16
HS opl s_l=a 0. DASE30 17
HE epls_Lld4o @, 0S06E31 18
H7 opls_L4d @. 037258 pE-]
Ha opls_172 0. 154043 k=]
Ha opls_L72 .178212 k.
HLD opls_L72 @ 183081 a7
HL1 spls_l55 @, 143646 38
HLZE opl 5_Las 0054119 r. -]
HLE opls_Ld4b &, D 4655 27
HL4 upl :_1 qi5 0. 050621 2B
HLS opls_Ldé 0. 056580 ]
HLG spls_l4G 0. 052545 32
HLT opl 5_LEa 0. 159655 3
HLE opls_L&5 ©.196474 a0
HL% apl s_Led 0.151333 41
20 opls_L4d 0. 055801 a4
HZl spls_Ll40 . 030332 34
|3 rrd opl 5_Llag 0. D298 2
Figura A.15: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto IGA
[ e |
| atoms )
ol opl =_180 0. LOSLES 1
[ opls 167 -0, 206797 2
oz opls 167 -0.217937 3
o4 opls_l80 -0, 2658585 4q
o3 opls_167 -0, 204355 S5
223 opls_1&67 -0.210155 a
cl apls_147 -0, G6TO5S 7
cz opls_147 0.0B5L 28 a
[=:] opls_ 1458  0.0623749 ]
c4 apls_147 0, 140280 1@
[m) apl = 166 0.04Z957 11
(£33 opls 1458 -0, 028000 12
[ar g opls_ 166 0,10585% 13
=] opls_145% -0, 098955 14
[ apls_166 0, 093659 15
Cla apl = 145 -0.101845 15
1l opls_ 145 -0, 038624 17
C12 opls_145 =0,330228 13
€13 opls_14% -0, 071403 19
14 apls 145 -0, 053558 20
Cl5 opl s_166 0.08¥1Z1 2L
H1l opls_ 146 0, 062271 14
HZ op'l & 1468 o.385=317 15
HE opls_l4i 0, 0585010 17
H4 opls_146 0, 060370 13
HE opls_146 0.054042 13
HE apls_ 146 0, 063353 o]
HT opls 168 o, 178351 2
HE opls_lEB 0. LE203q Z3
HE opl5_LEE 0,154807 24
H10 apl =_16E 0.191561 -]

Figura A.16: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto KMP
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oy opls_171  -0,254L43
] opls 171 <0, 237052

[ Inn |

| atoms |

01 opls_1B6  -0.1B7G57TS 1

1] ople_l8G  -0,LESADE 2

03 opls_186  -0.1B2GTS 3

04 opls_171  -0.237438 4

s apls_171  -0,262953 5

D& opls_ 179 -0.145084 5
7
a
El

] opls_171  -0.23531%
g apls_171 -0, 243355 13
o1l opls_180  -0.103163 11
o2 opls_l80 -0, 25870 12
om3 opls_167  -0,215251 13
014 epls_187  -0.200172 14
ms opls 175  -0,150162 15
016 opls 167 +D.1703E1 16
£l opls_ 183 0. 0%884% 17
= apls_174 0,034755 13
[=] opls_174  0.032261 15
ca opls_174 0, 034644 20
s opls_174  0,035091 i
(=3 opls_193 S RE =2
o7 opls_174 0,033552 23
=] opls_174  0.037844 24
] apls_ 195 0. 118356 =
cla opls_182 0,318553 o5
€11 opls_183  0.048208 27
12 apls_135  -0,107443 23
£13  epls_ 199  0.03=A05 29
14 opls 1458 0,005257 20
15 opls_147 0, 138260 3l
Cl6  opls_l47  -0.064845 32
17 apls_1458 -0,017265 33
13 epls_147  0.090354 24
19 opls_lE6G 0. LO756E a5
Caa opls_ 145 -0,092355 3
cz opls_145  -0.044933 37
cxa opls 145 -0,047823 =
£33 opls 145  0.05857F 33
£24q opls_lEG 0. 097020 40
[ apls_199 0,078622 41
35 opls_145  -0.064960 42
c27 opls_ 166 0.073L77 43
=) opls_ 181 -0,02328& 44
Hl opls_lES @, 032428 17
Hz opls_ 176  0.04BELE 1B
H3 opls_l7G O, Dgeyeg 19
H4 apls_176 o, 052672 a0

HE opls_l76  O.02BESL 31
HE apla_l94 @, 95a4 22
HT opls_ 176  0.042EB46 23

HE opls_176 0, 054427 24
HS apls_154 @, 053004 25
HlG  opls L85 0.044126 26
H11l apls_lE5 ©, (375496 26
H1Z  opls_lES  0.038683 27
H1Z opls_ldd &, 045737 ]
H14 opls_l4a o, DALEQT 2B
H1% opls_l4d O, OBa1sE 2B
H1& apls_172 @, 159598 45
H1Y  opls_172  ©.150834 46
H1G opls_l72 €, 153713 47
HL®  opls 172 ©.149375 48
H20 opls_172 &, 185213 L]
H21 apls_172 @, 171043 50
HZz  opls_ld  ©.055640 36
H23 opls_ld4G ©, a0 4 ar
Hz4  opls_l46  0.054353 38
HZE opls_ldd O, 0ET1E2 EE]
H2& opls_l4s @, 054649 42
HZY  opls_lE@  0.153001 51
H2E ople_l63 @, 196790 52
H2s  opls 188 ©.194483 53
HE3: opls_ldd &, D2THE0 44
H31 apls_l4a @, 9033 44
W32 opls_l40  ©.038832 44

Figura A.17: Cargas de Hirshfeld calculadas para el compuesto IRO
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