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A

Resumen

La osteoartritis es un trastorno que afecta a miltiples personas, especialmente con el
incremento de la edad; al ser una enfermedad sin cura y con tratamientos sintéticos,
la bibliografia ha mostrado diferentes metabolitos secundarios de origen natural con
multiples proteinas que participan en la patogénesis de la OA. En el presente trabajo
se utilizé cinco sistemas proteicos (AKT1, ALB, IL6, TNF y TP53) y cinco metabo-
litos secundarios (BCT, KPF, LCA, NRG y QCT) con el fin de evaluar sus energias
libres de interaccién y poder entender mejor su relaciéon con la enfermedad. Primero
se obtuvieron las diversas estructuras necesarias de bases de datos como PDB y Pub-
Chem para su posterior Equilibracion. Las proteinas se equilibraron en un ensamble
NPT a 500ns, a continuacién, las biomoléculas se equilibraron con Gaussian 16 y
GaussView. Luego se realizé el acoplamiento molecular de cada uno de los sistemas
proteicos equilibrados con los cinco metabolitos secundarios, seguida de su proceso
de equilibrio en un ensamble NPT a 100ns. Finalmente con los resultados de los
complejos equilibrados se analiz6 la energias de libres de interaccién con el método
MMPBSA, pudiendo generar un mapa de calor donde se aprecia claramente que la
proteina ALB obtuvo las mejores energias libres de interacciéon con los metabolitos
BCT, LCA y NRG; solo la IL6 obtuvo la mejor energia para el KPF, por tltimo la
proteina TNF tuvo el mejor resultado para el QCT.

Palabras Clave: Osteoartritis, AKT1, Albumina, IL6, TNF, TP53, 5-Caroteno,

Kaempferol, Licochalcona A, Naringenina, Quercetina.
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Abstract

Osteoarthritis is a disorder that affects many people, especially with increasing age;
Being a disease without a cure and with synthetic treatments, the literature has
shown different secondary metabolites of natural origin with multiple proteins that
participate in the pathogenesis of OA. In the present work, five protein systems
(AKT1, ALB, IL6, TNF and TP53) and five secondary metabolites (BCT, KPF,
LCA, NRG and QCT) were used in order to evaluate their interaction free energies
and better understand their relationship with the disease. First, the various neces-
sary structures were obtained from databases such as PDB and PubChem for further
equilibration. Proteins were equilibrated in an NPT assembly at 500ns, then bio-
molecules were equilibrated with Gaussian 16 and GaussView. Molecular docking of
each of the balanced protein systems with the five secondary metabolites was then
performed, followed by their equilibrium process in an NPT assembly at 100 ns.
Finally, with the results of the balanced complexes, the free energies of interaction
were analyzed with the MMPBSA method, being able to generate a heat map where
it is clearly seen that the ALB protein obtained the best free energies of interaction
with the metabolites BCT, LCA and NRG. ; only IL6 obtained the best energy for
the KPF, finally the TNF protein had the best result for the QCT.

Keywords: Osteoarthritis, AKT1, Albumin, IL6, TNF, TP53, 3-Carotene, Kaemp-

ferol, Licochalcone A, Naringenin, Quercetin.
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12.

13.

14.

15.

16.

Glosario

. AKT = AKT serina/treonina quinasa

. AKT1 = AKT serina/treonina quinasa 1

. Ala = Alanina

. ALB = Albumina serica humana

. APBS = Adaptive Poisson-Boltzmann Solver

. Arg = Arginina

Asn = Asparagina

. Asp = Acido aspartico

. BCT =p-Caroteno

CTX-IT = telopéptido C-terminal de colageno tipo 11
Cys = Cisteina

Gln = Glutamina

Glu = Acido glutamico

Gly = Glicina

His = Histidina

IL6 = Interleucina-6

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

7




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM

-."‘ sy /‘/-- U N'VERSIDAD
< + 5

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

DE SANTA MARIA

Ile = Isoleucina

IMA = Albumina modificada por isquemia

KPF = Kaempferol

LCA = Licocalcona A

Leu = Leucina

Lys = Lisina

Met = Metionina

MMPBSA = Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area

NF-xB = Factor de Transcripciéon Nuclear kB

NRG = Naringenina

OPLS-AA = Potenciales optimizados para simulaciones de liquidos para todos

los atomos o Optimized Potentials for Liquid Simulations for all atoms

Phe = Fenilalanina

Pro = Prolina

QCT = Quercetina

RG = Radio de Giro

RMSD = Raiz Media Cuadratica de las Distancias

RMSF = Raiz Media Cuadratica de la Fluctuacién

Ser = Serina

Thr = Treonina

TNF = Factor de Necrosis Tumoral
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37. TNFR = Receptor de Factor de Necrosis Tumoral

38. TP53 = Supresor de tumores p53

39. Trp = Triptofano

40. Tyr = Tirosina

41. Val = Valina

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~#== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE i © * facCATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

Introduccion

En la actualidad, la calidad de vida es un factor importante en la sociedad ac-
tual!, tanto que cuando tenemos una pérdida en la calidad de vida?, esto puede
conllevar a problemas de indole psicolégico® como fisiolégicos?. La calidad de vida
es intrinsecamente importante debido a que nos permite determinar el bienestar de
las personas®. Una parte fundamental de esto es el bienestar fisico, puesto que se
relaciona con todos los aspectos del ser humano*. Por ejemplo, nuestra salud deter-
minarfa si podemos realizar nuestras actividades diarias con normalidad, o incluso
si podemos relacionarnos con otras personas. Ademads, puede resultar importante
porque muchas enfermedades pueden ocasionar un sufrimiento tan grave que limita
a las personas de diversas formas?. Por ello es importante centrarnos en buscar el
bienestar fisico de las personas medianten el cuidado de la salud y el tratamiento de
enfermedades.

Por otro lado, existen seres humanos que presentan una vulnerabilidad al enfren-
tar malestares fisiol6gicos®. Esta vulnerabilidad acontece por distintos factores®, por
una parte, esta la economia que es determinante para la accesibilidad a servicios de
salud, alimentacién y entornos no perjudiciales®. Asi mismo, encontramos a adultos
mayores y seres humanos que padecen de enfermedades congénitas, que son quienes
ya viven condiciones que propician la fragilidad de su salud®. Estos sectores de la
poblacién tienen una mayor susceptibilidad a sufrir los efectos de enfermedades?,
ya sea por el acceso reducido a servicios de salud, medicamentos, tratamientos, o

consultas médicas®. Ademas de que su fragilidad hace que probablemente ya estén
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afrontando otras enfermedades®.

Bajo este contexto, es de gran trascendencia estudiar a la osteoartritis, esta es
una enfermedad cronica, degenerativa y musculoesquelética que afecta cominmente
a adultos mayores de 60 afios!?. Se caracteriza por la degeneracién del cartilago y la
degeneracién e hiperplasia de huesos adyacentes'!; por lo tanto, afecta a la diferentes
estructuras de las articulaciones y su funcionamiento!?. Debido a estas afecciones,
los pacientes suelen experimentar dolor y rigidez en la articulacién'®, también suele
producirse inflamacién, pérdida progresiva de la funcionalidad de la articulacion y
fatiga!®. Como consecuencia, quienes padecen esta enfermedad ven restringida su
movilidad, sus actividades cotidianas se hacen menos accesibles, y su salud mental
también se ve afectadal®.

Este andlisis resulta crucial por la gravedad de los danos que deben enfrentar
quienes padecen esta enfermedad. En diversos casos, la movilidad puede perderse
permanentemente, o por lo menos durante periodos significativos de tiempo!*. Esto
ocurre porque no existe un tratamiento que cure la enfermedad'®, sélo se busca
lidiar con los sintomas y recuperar progresivamente la movilidad articular mediante
la aplicacién de prétesis en reemplazo de articulaciéon'®. Asimismo, en términos
cuantitativos, un estudio de la Universidad Abierta de China estima que un 20 % de
mujeres y un 10 % de hombres del mundo padecen de esta enfermedad!®. Esta es una
proporcion significativamente grande de seres humanos, y este criterio cuantitativo
nos ayuda a entender la importancia del problema.

La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que a nivel mundial un 25% de
adultos mayores a 65 anos sufrieron dolor y discapacidad asociada a esta enferme-
dad!”. El tratamiento actual consiste en el uso de drogas sintéticas para atenuar los
sintomas, o cuando la degradacién articular es severa se reemplaza la articulacion
con protesis. Cuando el tratamiento es en base a medicamentos como antiinflamato-
rios y analgésicos han mostrado efectos adversos a largo plazo!!. Recientes reportes

acerca de compuestos activos que se hallan presentes como metabolitos secundarios
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en plantas, son empleados en la medicina tradicional china. Estos compuestos ac-
tivos han mostrado algin tipo de actividad terapéutica contra la osteoartritis. Sin
embargo, se desconoce o no hay suficiente informacién acerca de los mecanismos por
el que estos compuestos activos sirven como medicamentos para la osteoartritis. Por
lo tanto, un campo abierto para la investigacién sobre la afinidad energética de estos
compuestos activos con sistemas proteicos del organismo que estén relacionados con

la osteoartritis es de crucial importancia.
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Objetivos

Objetivos (zenerales

e Determinar la afinidad energética de los cinco metabolitos secundarios con

cinco de los sistemas proteicos.

Objetivos Especificos

1. Hallar las estructuras de las cinco proteinas y de los cinco metabolitos secun-

darios en las bases de datos de PDB y PubChem.

2. Determinar la completitud de los sistemas proteicos y en caso de faltar resi-
duos, proceder a su prediccion de las estructuras mediante el programa Mo-

deller de UCSF Chimera.

3. Estabilizar a nivel de Mecanica cuantica los metabolitos secundarios, utilizan-

do las aproximaciones semiempiricas y de teoria funcional de la densidad.
4. Minimizar las fuerzas en cada uno de los cinco sistemas proteicos en estudio.
5. Equilibrar en un ensamble NPT los sistemas proteicos.

6. Generar los campos de fuerza para las cinco estructuras de los metabolitos

secundarios.

7. Producir las estructuras ensambladas Docking entre los sistemas equilibrados

y los metabolitos secundarios.
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A

8. Realizar la simulacién de dindmica molecular para los sistemas ensamblados,

por un espacio de tiempo de 100ns.

9. Analizar los resultados tanto de las energias de interaccién mediante MMPBSA

y de las caracteristicas del potencial electrostatico con APBS
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Hipodtesis

e Mediante el uso de métodos bioinformaticos es posible reconstruir un mapa de
calor que nos genere los sistemas que presenten una mayor interacciéon entre los
sistemas proteicos interactuando con cinco compuestos activos. Estos ultimos
metabolitos secundarios parecen tener una relacién con la disminucién de los

efectos de la osteoartritis.
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Capitulo 1

Marco Teodrico

1.1. Osteoartritis

La osteoartritis (OA), una de las formas de artritis, es considerada la mayor causa
de discapacidad para los adultos mayores de 65 afios'®. La OA se define como un
desorden degenerativo del cartilago articular asociado a cambios hipertroficos del
hueso!?. La OA es un grupo de diferentes enfermedades con diferentes etiologifas,
por ello Nuki?® describe esta enfermedad como “el resultado clinico y patolégico de
una variedad de trastornos que resultan en alteraciones estructurales e insuficiencia
funcional de las articulaciones sinoviales”; este autor describe que la OA se genera
al momento de que el equilibrio dindmico entre el deterioro y la reparacion de los

tejidos de la articulacién se ven abrumados?!.

1.1.1. Factores de Riesgo

Esta enfermedad comiin tiene alguno de los siguientes factores de riesgo: la edad

avanzada, la genética, la obesidad, el sexo femenino y lesiones??.
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Edad:

Estéa claro que tanto la prevalencia como la incidencia de la OA se relaciona con
la edad, encuestas han mostrado que la incidencia de esta enfermedad aumenta de
2 a 10 veces desde los 30 hasta los 65 aflios?®. En radiografias la presencia de OA
aumenta con la edad en las diferentes articulaciones; un estudio realizado en Holanda
ensend que a los 40 anos en un rango del 10% y 20 % de mujeres mostraban en
radiografias la enfermedad en estadios graves en manos y pies, y ademas a los 70
afios el porcentaje de incidencia aumenté hasta el 75 % 2%. Por lo tanto, el incremento
de la OA con relacién a la edad posiblemente se deba como una consecuencia de todos
aquellos cambios biologicos que incluye el envejecimiento. Los condrocitos tienen una
menor capacidad de respuesta frente a los factores de crecimiento que estimularan la
reparacion del tejido? . El envejecimiento también implica una respuesta neurolégica
mas lenta y el decrecimiento de la fuerza, debido a esto no solo los mecanismos de
proteccion en las articulaciones se ven afectados, sino que el propio cartilago se

adelgaza propiciando a la degeneracion de la articulacién 227,

Sexo:

Se ha demostrado en los estudios que los hombres menores de 50 afios tienen una
mayor incidencia de OA en comparacién a las mujeres, sin embargo, superando los
50 afios son las mujeres quienes tienen mayor probabilidad de padecer esta enfer-
medad?®. Respecto a las articulaciones afectadas se ha demostrado que la OA de
cadera es mas frecuente en hombres mientras la OA que afecta a la rodilla, manos

y pies es méas recurrente en mujeres?’.

Genética:

Los diferentes estudios realizados han mostrado que esta enfermedad tiene un
componente genético a resaltar, la OA primaria al ser de aparicion tardia se clasifica

como poligénica y multifactorial, es decir, que los diferentes factores ambientales son
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relevantes para la expresién génica’33. Por otra parte, se encontrd que la heredabi-

lidad es mas fuerte entre las mujeres de la familia en comparacién de los hombres®*.

Lesiones en la articulacion:

Las diferentes lesiones tales como fracturas, luxaciones, roturas de ligamentos y
meniscos se asocian al padecimiento de la OA; se han realizado estudios en los que
ha quedado demostrado que la pérdida de la integridad del ligamento cruzado ante-
rior, el dafio en el menisco y las meniscectomias generan OA de rodilla®>. También
las alteraciones en la superficie articular el estrés por contacto y predisponen a la

articulacion de desarrollar aceleradamente esta enfermedad3°.

Obesidad:

La obesidad es uno de los factores de riesgo que mas prevalencia tiene, especial-
mente para osteoartritis de rodilla. Las mujeres con sobrepeso tienen una mayor
predisposicion a desarrollar osteoartritis de rodilla; queda claro que es el aumento

del peso corporal lo que precede a la apariciéon de la enfermedad ™.

1.1.2. Patogénesis

Debido a que la osteoartritis afecta a toda la articulacion tanto el cartilago co-
mo el hueso subcondral y el liquido sinovial, estos tienen un rol significativo en la

d1021 Una articulacién normal sinovial estd conforma-

patogénesis de la enfermeda
da por el hueso subcondral, el cartilago articular, la membrana sinovial, el liquido
sinovial y la capsula de la articulacion; son todas estas estructuras las responsables

de que la articulacién tenga un correcto funcionamiento®.

Cartilago y Condrocitos:

El cartilago de la articulaciéon estd compuesto por agua y componentes de la

matriz extracelular, especialmente por colageno de tipo II, agregados y otros pro-
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teoglicanos 92, Siendo el coldgeno de tipo II la principal proteina estructural porque
establece la malla que va a ser estabilizada por otros tipos de colageno y proteinas
no coldgenas'®. La matriz del cartilago es aneural, avascular y estd poblada de los
condrocitos. Este tipo de células al estar en condiciones fisiolégicas no muestran una
actividad mitotica y se encargan de mantener la renovacién minima del coldgeno,
es decir, que regulan la composicién bioquimica y la arquitectura del cartilago en
respuesta a los distintos cambios quimicos y mecanicos del entorno?; sin embargo,
esta capacidad de renovacién va disminuyendo con el envejecimiento y con el desa-
rrollo de la enfermedad.**. En el desarrollo de la OA la matriz cartilaginosa sufre
cambios en su estructura y composicion. Estos cambios inician como fibrilaciones
superficiales que iran desarrollando fisuras asociadas a la exfoliacion del cartilago
y finalmente ocurrird una delaminacién y exposicion del cartilago y el hueso sub-

45747 En las primeras etapas de esta enfermedad, los condrocitos tendran

yacente
una mayor actividad sintética al intentar reparar el cartilago®®. La alteracién de
la matriz expondra a los condrocitos a componentes de la matriz interterritorial,
desregulado la funcién de los condrocitos®”. Con el progreso de la OA, los proteogli-

4. asi como la regulacién

canos se agotan generando la erosién en la red de coldgeno
positiva de genes que codifican proteinas asociadas a la respuesta inflamatoria y al
catabolismo %5, Finalmente, los condrocitos tienen una mayor expresién de genes
y produccién de proteinas asociadas a la hipertrofia®?, y son inducidos con facto-
res angiogénicos contribuyendo a la invasion vascular y la expansion del cartilago

calcificado 34,

Hueso Subcondral y daio del hueso y cartilago periarticular :

El hueso subcondral forma una interfaz entre el cartilago calcificado y el hueso
trabecular subyacente!®. En la osteoartritis ocurren cambios en la estructura y la
composicion de la placa cortical y del hueso trabecular subcondral. Las alteraciones

del hueso subcondral preceden a la degradaciéon del cartilago°%. Estos cambios
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son mediados por la actividad de los osteoclastos y osteoblastos; también se forman

quistes 6seos, lesiones medulares y osteofitos®” Y.

Sinovial y Sinovitis:

Los sinoviocitos son las células encargadas de la funcién articular éptima ya que
sintetizan factores lubricantes como el 4cido hialurénico® y la lubricina®?. El sinovial
estd compuesto por la membrana y el liquido sinoviales. La membrana sinovial es
una capa celular delgada que recubre la cavidad articular y regula el intercambio de
moléculas; mientras que el liquido sinovial estda compuesto de nutrientes y factores
lubricantes**. En la OA ocurre una reduccién de la lubricacién por lo que la sinovitis
es caracteristico de esta enfermedad. La sinovitis se caracteriza por la hiperplasia
de la membrana sinovial y la infiltracion de linfocitos T y linfocitos B; tanto los
condrocitos disfuncionales como el dano articular contribuyen al desarrollo de la

sinovitis 493,

1.1.3. Diagnéstico y Sintomatologia

El dolor en la articulacion es el sintoma mas comun de la OA. Este dolor tiende
a empeorar con la actividad, incluso después de un periodo de descanso; a esto se
le denomina fenémeno de gelificacion. También se genera rigidez, bloqueo e inesta-
bilidad de la articulacion; resultando en la pérdida de la funcionalidad y limitando
las actividades diarias a causa del dolor y la rigidez%. Dentro de las articulaciones
mas afectadas tenemos: la de las manos, rodillas, caderas y de la columna. La OA
es una enfermedad asimétrica, por ejemplo, un paciente puede sufrir los sintomas en
una rodilla mientras que en la otra tiene un funcionamiento normal®.

En el diagnéstico clinico de la osteoartritis es necesario la presencia de sintomas
en los pacientes; por ello, la prevencién y el alivio de los sintomas es el principal
objetivo del tratamiento. Definir la presencia de OA con solo los sintomas representa

una gran dificultad debido a que los sintomas se desarrollan en estadios avanzados

11
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de la enfermedad!®. Otra dificultad es la fluctuacién de los sintomas respecto al
tiempo y la influencia de la patologia y la modulacién de la via del dolor. En
la osteoartritis en etapas tempranas existe una pérdida evidente del cartilago sin

artropatia inflamatoria independientemente de la presencia de sintomas!®.

Examinacion fisica:

El diagnostico se debe basar en la historia clinica y la examinacion fisica del
paciente. En la examinacién fisico se evalia el rango del movimiento articular y
del dolor; cada articulacién tiene diferentes formas de evaluacién fisica®. También
se debe incluir un anélisis de indice de masa corporal para indicar al paciente si
tiene sobrepeso u obesidad. Las caracteristicas que sugieren la presencia de OA son:
sensibilidad, crepitacién con el movimiento articular, agrandamiento 6seo, rango de
movimiento restringido, deformidad, dolor en el rango de movimiento, inestabilidad

de la articulacién y debilidad de los miusculos periarticulares®”.

Técnicas de Imagen:

Las técnicas de imagen se utilizan para confirmar la presencia de la OA, especial-
mente la radiografia simple. En la radiografia se puede observar el estrechamiento
del ancho del espacio articular, la formacién de osteofitos y el desarrollo de esclerosis
y quistes subcondrales'; una desventaja de las técnicas de imagen como es la radio-
grafia es que no puede usarse para la deteccién temprana de OA ya que no identifica
el dafo al cartilago localizado implicando una baja sensibilidad 5%, Asimismo, la
resonancia magnética permite evaluar los cambios estructurales de la articulacion

en tres dimensiones con alta resolucién V.

Biomarcadores:

Las citoquinas, enzimas, constituyentes de la matriz extracelular y productos de

la degradaciéon del colageno tienen un potencial de actuar como marcadores bio-

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~#== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE i © * facCATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

quimicos; debido a que las concentraciones de estas moléculas estan relacionadas al
metabolismo tisular y se pueden medir en la sangre, orina o liquido sinovial. Den-
tro de los biomarcadores mas investigados y con un mayor rendimiento tenemos al
CTX-II (telopéptido C-terminal de coldgeno tipo II) y la proteina de matriz oli-
gomérica del cartilago™. Este tipo de diagndstico se puede emplear para detectar a
la osteoartritis en etapas tempranas'®. Por otra parte, el ntimero de biomarcadores
en investigacién va en aumento desde la expansion de la protedmica; existen estudios

proteémicos que muestran biomarcadores especificos para las articulaciones .

1.1.4. Tratamientos

A causa de la carencia de una cura para la OA, las modalidades terapéuticas
tienen como objetivo la reduccion del dolor y la mejora del funcionamiento articu-
lar. El tratamiento debe ser individualizado y siempre debe incluir la combinacion
de opciones terapéuticas. La jerarquia para tratar la OA debe consistir primero en
modalidades no farmacolégicas, luego las modalidades farmacologicas y finalmen-
te la cirugia’. El tratamiento siempre debe iniciar con terapias seguras y menos

invasivas%.

No farmacolégico:

Esta modalidad del tratamiento va a iniciar con la terapia en base a ejercicios
de fortalecimiento muscular y del rango de movimiento. El uso de férulas y otros
aparatos ortopédicos pueden ayudar a mantener la estabilidad de la articulacion®*.
Una de las bases de este tipo de tratamiento es la educacién del paciente respecto
a desarrollar habitos saludables y modificar el estilo de vida mediante una buena
alimentacion y ejercicio. La pérdida de peso en pacientes con sobrepeso u obesidad
ha demostrado reducir el riesgo de osteoartritis sintomatica y una mejora de los

sintomas ™74,
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Farmacolégico:

La principal base para el tratamiento farmacolégico de la OA leve es el paraceta-
mol, debido a su eficacia, seguridad y costo. En caso de que el paracetamol no sea
suficiente para el control de los sintomas se inicia la terapia con antiinflamatorios
no esteroides, sin embargo, estas drogas han presentado efectos adversos como el
sangrado gastrointestinal, disfuncién renal y elevacién de la presién arterial ™. Los
opioides se aplican para tratar el dolor, pero solo se recomienda a pacientes que no
han respondido a los medicamentos previamente mencionados. Debido a su poten-
cial de abuso, los opioides se recetan en dosis bajas con controles para evaluar la
dependencia®%7. La aplicaciéon de inyecciones intraarticulares de corticoides o de
acido hialurénico (viscosuplementaciéon) han proporcionado alivio del dolor y favo-
recen a la restauraciéon de la lubricacién articular!%7%; las inyecciones de corticoides
han mostrado una mejor tasa de respuesta a corto plazo mientras que las inyecciones

de 4cido hialurénico tienen mejor tasa de respuesta a largo plazo%7™ ™,

Quirtrgico:

Solo en situaciones en las que los pacientes no hayan respondido al resto de trata-
mientos se debe proceder con la intervencion quirirgica. Existen diversas estrategias
quirurgicas para tratar la OA. La primera es el reemplazo total de la articulacion,
que se realiza cuando existe la pérdida completa del espacio articular o un desgaste
del hueso; esta técnica es la mas relevante respecto a la relacion costo-efectividad en
etapas avanzadas de la enfermedad!®®. Otra estrategia quirtirgica es la osteotomia
de rodilla, este procedimiento mostré beneficios respecto al dolor y la funcionalidad
de la rodilla, sin embargo, solo se debe realizar a pacientes con osteoartritis de ro-
dilla unicompartimental y se suele considerar para pacientes jovenes y activos. La
cirugia artroscopica de rodilla es otra de las estrategias quirdrgicas que se eligen

comunmente en pacientes con osteoartritis de rodilla®"2.
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Medicina complementaria y alternativa:

Complementos como la glucosamina y la condroitina han mostrado propiedades
antiinflamatorias y anti catabdlicas®®, al aplicarse en combinacién ha tenido resul-
tados favorables y eficaces para aliviar o retrasar la sintomatologfa de la OA'9. La
crema de capsaicina, derivado de los chiles, se utiliza como analgésico topico y ha
mostrado efectos superiores a los placebos en el tratamiento del dolor de la osteoar-

tritis®4.

1.2. Proteinas

1.2.1. AKT serina/treonina quinasa 1(AKT1)

Las AKT serina/treonina quinasas que son reguladoras clave del crecimiento ce-
lular, aunque también tienen funciones en la proliferacién celular, el metabolismo
de la glucosa y la supervivencia®8°. Para la AKT1 se conoce que esta tiene una
participaciéon al momento de regular la proliferacion y la transformacion celular;
ademas al tener una gran variedad de objetivos disponibles se puede estimular la
proliferacion celular mediante diferentes sustratos lo que implicaria una progresion
y regulacion del ciclo celular®>8™®. En el caso de las células mamiferas, cuando
reciben un estimulo mitogénico mientras estan en la etapa de reposo o GO, se des-
encadena una cascada de senalizacion bioquimica; una de estas cascadas es la via
PI3K/AKT que tiene como funcién el promover el crecimiento celular activando dos
enzimas llamadas mTOR y p70S6K3%. Por otro lado, la AKT1 puede tener una
activacion mediada por el factor de crecimiento lo que conduce que las células de
la fase GO se liberen y lleguen a la fase G1, entonces podemos decir que la AKT1
tiene un papel crucial en al momento de transicionar a la fase G1/S%'. Respecto a
la OA, la AKT1 tiene un papel muy importante en la apoptosis de los condrocitos

lo que afecta directamente la progresion de la enfermedad; se ha demostrado que
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la inhibicién de esta proteina ayudara en la apoptosis y el proceso de senescencia
de los condrocitos de tal forma que se mitigaria el desarrollo de la OA%2. Mientras
que la via de senalizacion PI3K/AKT es importante en el desequilibrio que ocurre
entre la proliferacién celular y la apoptosis de las células sinoviales, una activacion
anormal de esta via genera una hiperplasia sinovial, infiltraciones del cartilago y
el tejido 6seo, induccién de angiogénesis ocasionando deformidades articulares y la

destruccion del tejido 6seo®.

1.2.2. Albtmina sérica humana(ALB)

La albtimina sérica humana es una proteina que esta compuesta de tres dominios
de un tamaio similar??. Debido a que esta proteina tiene una masa molecular ade-
cuada y una carga negativa le permite crear una alta presién oncotica, asi como su
alta solubilidad en agua hacen que la proteina sirva como transporte para diferentes
sustancias insolubles en agua; también se conoce que una alta concentraciéon de la
proteina potencia las acciones biologicas de metabolitos activos exogenos y endoge-
nos”. La albtimina tiene la capacidad de vincularse a sustancias proinflamatorias
y/o mediadoras de la inflamacién, es decir, que puede promover la respuesta inflama-
toria ™98, [jltimamente, se ha empezado a realizar ensayos con formas de bajo peso
molecular de la albumina, mediante el empleo de inyecciones intraarticulares para
tratar la osteoartritis de rodilla ya que este tratamiento alternativo a mostrado pro-
piedades antiinflamatorias, por lo tanto, ocurre una reduccion del dolor, inflamacion
y una mejora en el funcionamiento de la articulacion®. Por otra parte, un estudio
mostré que una albimina modificada por isquemia (IMA) en altos niveles es capaz
de degenerar el cartilago y por lo tanto promover la OA pero también es posible
usar dicha molécula como un marcador para evaluar previamente la progresion de

la enfermedad .
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1.2.3. Interleucina-6(IL6)

La Interleucina-6 es una citocina pleiotropica tipica que se identificé en un inicio
como un factor responsable de la induccién de la producciéon de inmunoglobulinas

101 T.a IL6 tiene una funcién importante en los procesos de

en las células B activadas
inflamacion crénica, es decir, su nivel de expresion aumenta en aquellas enfermedades
inflamatorias; en casos de una inflamacion aguda y cronica la proteina se secreta en
el suero e induce la respuesta inflamatoria transcripcional mediante el receptor a de
la interleucina-6'%? . En la osteoartritis se encontré que la expresion de IL6 aumenta
en las membranas y el liquido sinoviales, asi mismo, ocurre una hiperacetilacion e
hipometilacién del ADN en el promotor del gen IL-6 en los fibroblastos sinoviales

de la OA 1'%, La IL6 se considera una citocina importante ya que tiene un efecto en

promover la formaciéon de osteoclastos y la reabsorcion ésea en sinergia con la IL-1

By TNF o194,

1.2.4. Factor de Necrosis Tumoral(TNF)

El Factor de Necrosis Tumoral actiia como un mediador proinflamatorio pleiotrépi-
co y tiene la principal funciéon de producir la respuesta inmunitaria frente a las in-
fecciones. A pesar de tener un efecto positivo frente a las infecciones la accion del
TNF tiene que ser estrictamente regulado para evitar danos a las propias células,
una sobreexpresién sin regulacion de esta proteina puede dar origen a trastornos
inflamatorios y autoinmunes crénicos!'% %7, El TNF se produce como respuesta a
infecciones bacterianas, estimulos inflamatorios y de células inmunoldgicas e incluso
células endoteliales, mastocitos y tejidos neuronales!®®. Para ejercer sus funciones
biolégicas tiene que interactuar con sus receptores de membrana(TNFR, TNFR1 y
TNFR2)!'%. La via de sefializacién mediante el TNFR1 activa al factor de transcrip-
cién nuclear kKB (NF-xB) y a las vias de la proteina quinasa activada por mitégenos;
estos procesos se han asociado a respuestas proinflamatorias, citotoxicas y apoptoti-

cas'OH En la osteoartritis, el TNF es considerara como una citoquina clave en
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los procesos fisiopatologicos de la enfermedad, y se ha observado que tiene una alta
concentracion en el liquido sinovial, la membrana sinovial, el cartilago y la capa
del hueso subcondral!?. También se ha demostrado que el TNFRI tiene el mayor
impacto en la pérdida del cartilago articular en comparacién al TNFR2!13:11 Por
otra parte, el TNF tiene efecto en la reduccion de la eficiencia respiratoria de las
mitocondrias de los condrocitos!® e induce la produccién de iNOS, COX-2 y PGE2

sintasa 1167119,

1.2.5. Supresor de tumores p53(TP53)

El supresor de tumores pb3 actiia como un factor de transcripcién de alguna
secuencia especifica con el fin de regular la expresion de genes relacionados con
funciones celulares como la apoptosis, detencién del ciclo celular, la senescencia,
reparacion del ADN, diferenciacién y glucolisis'?". La induccién del TP53 en leuco-
citos promueve la expresion de genes de la familia del receptor tipo Toll(TLR) 21122,
Los TLR son glicoproteina de membrana que al recibir el estimulo de ligandos ac-
tivan al NF-xB, factores sensibles al interferéon y a la via de la quinasa activada
por mitégenos(MAPK), dando como respuesta la expresién de genes inflamato-
rios/inmunes?%124, Cuando existe una actividad y una expresién desregulada de
los TLR se empiezan generar inflamaciones excesivas y enfermedades inducidas por
la inflamacién'?®. En el caso de la OA, se sabe que existe un aumento en la expre-
si6n del TP53 favoreciendo a la patogénesis de este trastorno!?®, de igual forma la

regulaciéon positiva de la proteina induce a la senescencia de los condrocitos y la

detencién del ciclo celular G1127129,
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1.3. Metabolitos Secundarios

1.3.1. p-Caroteno

El -caroteno es un caroteno ya que no poseen oxigenos y tienen hidrocarburos

130,131 'T,a dieta con suplementacién de carotenoides reduce el

ciclicos en su estructura
riesgo de padecer enfermedades inflamatorias!3? debido a que el estrés oxidativo es el
que activa las vias de senalizacién responsables de la respuesta inflamatoria, siendo
el 3-caroteno uno de los carotenoides que tiene una accién antioxidante!33. Este
metabolito secundario tiene la capacidad de eliminar radicales peroxilo pudiendo

134

actuar como un inhibidor de los radicales **. También es capaz de inhibir la expresion

de genes proinflamatorios gracias a la supresion de la activacion del factor nuclear

kB (NF-xB) en macrofagos'3®.

1.3.2. Kaempferol

El Kaempferol es un flavonoide por lo que su estructura se deriva del difenil-
propano . En diferentes reportes se aprecia que el kaempferol y sus derivados
glicosilacién tienen una actividad antioxidante*” '4%; siendo el kaempferol un elimi-
nador potente del anién superéxido!*!. Por otro lado, el kaempferol tiene actividad
antiinflamatoria gracias a que inhibe la actividad tanto del NF-xB como del TNF-a

y de la IL-13141146 Este metabolito secundario fue capaz de aliviar a la inflama-

cién inducida por IL-18 en condrocitos de ratas con OA gracias a la supresion de

NF-xkB 147,148‘

1.3.3. Licocalcona A

La Licocalcona A es un flavonoide que es aislado de la raiz del regaliz (Glycyrrhiza
glabra) y que ha mostrado actividad antiinflamatoria'4® Es potencial antiinflamato-
rio de este metabolito secundario se debe a que es capaz de inhibir significativamente

la fosforilaciéon del NF-xB y por lo tanto su activacién'®®. En el caso de la OA, la
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lichochalcona A inhibié la respuesta inflamatoria inducida por IL-1/3 en condrocitos
al momento de activar la via de sefalizacion Nrf2'%!, esto debido a que dicha via de

senalizacion puede inhibir la activacion del NF-xB 152153,

1.3.4. Naringenina

La Naringenina es una flavonona presentan en diferentes frutas citricas'®. Este
metabolito secundario ha mostrado tener efectos antiinflamatorios y analgésicos ya

155,156 - ] reclutamiento de leu-

que inhibe los siguientes procesos: el estrés oxidativo
cocitos, la activacion de la NF-£B y produccion de citocinas proinflamatorias como
lo son la TNF-q, IL-15, IL-6, etc. 7199 Su efecto analgésico se debe a que activa

la via de senalizacion analgésica NO/cGMP/PKG/ATP de los canales de potasio

sensibles 1%°

1.3.5. Quercetina

La Quercetina es un flavonoide que ha mostrado grandes propiedades antioxidan-
tes, antiinflamatorias e inductoras de apoptosis, lo que lo hace una biomolécula con
efectos positivos para la salud humana'®. De sus principales efectos antiinflamato-
rios se aprecia que la quercetina es capaz de reducir en gran medida los niveles de
las citocinas TNF-a y IL-1/3 de los macrofagos peritoneales!®!, de la misma forma

gracias a esta caracteristica es capaz de tener efectos terapéuticos para la OA 162,

1.4. Mecanica Molecular

Esta seccién del marco tedrico se basa en lo mencionado en el capitulo 11 del
libro “Computational Chemistry and Molecular Modeling” de los autores K. I. Ra-
machandran, Deepa Gopakumar y Krishnan Namboori!®3.

La mecanica molecular abarca tanto a la estructura como la energia de las molécu-

las, teniendo en cuenta a los movimientos nucleares. En la mecanica molecular no

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




“#=. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L f\CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

se considera a los electrones debido a que se asume que estos se encontraran en su
distribuciéon 6ptima una vez que el nicleo atémico tenga una posiciéon conocida. Por
lo tanto, se basan en la aproximacién de Born-Oppenheimer en la que se indica que,
el nicleo es mucho mas pesado que los electrones y su movimiento es significativa-
mente pequeno en comparacion con el movimiento de los electrones. La mecanica
molecular trata a la molécula como una coleccién de pesos conectados a resortes,
donde los pesos son representacion del nicleo y los resortes son representacion de
los enlaces.

La mecanica molecular depende de 3 herramientas: los campos de fuerza, el es-
tablecimiento de parametros y los algoritmos de minimizaciéon. Un campo de fuerza
estard compuesto por aquellas funciones y constantes que permiten hallar la energia
potencial de una molécula; la energia potencial de un sistema se representa como la
suma de todas las funciones de un campo de fuerza. Un campo de fuerza tiene la

siguiente ecuacion:

Eiotar = E, + By + Ey + Eyp + [términos especiales]

En esta ecuacién tenemos que la energia total (Ejuq) es la suma de las energias
asociadas al estiramiento del enlace(E, ), al angulo de curvatura del enlace(Ep), a la
torsién del enlace(E,) y las interacciones no enlazantes(E,).

El establecimiento de parametros define los puntos de referencia y las constantes
de fuerza, permitiendo los célculos de diferentes niveles de energia potencial. Los
algoritmos que se usan para calcular las nuevas posiciones geométricas para generar
la optimizacién geométrica se denominan optimizadores o minimizadores; para lograr

la optimizacién geométrica se requiere que se alcance el minimo global.
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1.4.1. Energia debido al Estiramiento y al Angulo de Cur-

vatura del enlace

Tanto el estiramiento como la compresion de la posicion natural de un enlace
estan asociadas con el incremento de la energia potencial. Este cambio energético es
descrito por una ecuacion similar a la ley de Hooke, con la variacion de que usa un
término cubico en vez de un término cuadrado; gracias a la inclusion de este término
cubico la energia no se incrementara de forma brusca conforme ocurre el estiramiento
del enlace. En la siguiente expresion se muestra el potencial de estiramiento, donde
ks es la constante de fuerza de estiramiento, [, es la longitud natural del enlace, [ es

la longitud actual, y 143.88 es la unidad de conversién a kcal.mol™!.

‘/stretching = 143,88% (l = lo)2 (1 -2 (l L lo))

El incremento de la energia estd asociado a la curvatura de los enlaces. Por
lo tanto, se tiene la siguiente expresion matematica para la energia asociada a la
curvatura de los enlaces, donde kg es la constante de fuerza relacionada con la
curvatura, 6 es angulo actual en grados, 6, es el angulo natural, y 0.21914 es el

factor de conversion.

Ey = 0,21914ky (0 — 0,) (147 x 10° (0 — 0,)*)

Cuando el angulo de curvatura del enlace disminuye, los dos enlaces que formaban

el angulo se estiraran con el proposito de aliviar la presion.

1.4.2. Energia debido a la Torsiéon

Los tipos de rotaciones intramoleculares como la torsion y los angulos diédricos

requieren de energia. En el caso del potencial de torsion, se trata de una serie de
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Fourier que contard las relaciones de enlace directo de 1 a 4.

Vi % V-
E,r = ?1 (14 cosw) + ?2 (14 cos2w) + 33 (1 4 cos 3w)

En esta expresion Vi, V4 v V3 son constantes de fuerza en las series de Fourier, y w

es el angulo de torsion que va de 0° a 180°.

1.4.3. Energia debido a las Interacciones de van der Waals

En los atomos, su radio de van der Waals esta relacionado a su tamaifo efectivo.
Cuando dos d4tomos no enlazados estan cerca, la atraccion de van der Waals que
existe entre ellos, aumenta. Por ello, tanto la fuerza de van der Waals como la energia
correspondiente son inversamente proporcional a la distancia entre los atomos. En
el caso de que la distancia entre los atomos iguale a la suma del radio de van der
Waals, la atraccién es maxima; sin embargo, cuando los atomos estan demasiado
juntos entre ellos existird una fuerza de repulsion de van der Waals.

La energia debido a las interacciones de van der Waals tiene la siguiente expresion
donde € es el parametro de energia que determina la profundidad del pozo de energia
potencial, r, es la suma de los radios de van der Waals y 7y es la distancia entre los

centros de interaccion.

6
Eyaw =€ [2,90 x 10° exp (—12,5OT—0> — 2,25 (T—”) ]
r

v To

1.4.4. Energia debido a las Interacciones Dipolo-Dipolo

Solo en algunos campos de fuerza se cuenta a las interacciones electrostaticas
como puntos de carga atémicos. En el caso de campos de fuerza como MM2 y
MMX, los momentos de enlaces dipolo se usan para representar las contribuciones
electrostaticas.

La ecuacion para calcular la energia de las interacciones dipolo-dipolo deriva de
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la ley de Coulomb.

it
Egipole = ———2 5 (cosx — 3cosa; X cos ;)
D 7"1']'

En esta expresion tenemos que D es la constante dieléctrica del sistema, x es el
angulo entre los dipolos, p; y p; son las cargas correspondientes, o; y a; son los
angulos entre los dipolos y el vector que conecta los dipolos y 7;; es la distancia

entre los dipolos.

1.4.5. Potencial de Lennard-Jones

Los fluidos reales tienen un potencial intermolecular continuo, el cual se aproxima
con la siguiente ecuacion, donde n y m son constantes, r,, es la separacion que

corresponde al minimo de energia y = r/r,,.

v =e|(2=) e = (o )a]

Sin embargo, para modelar las interacciones repulsivas de forma mas realista se

utiliza el potencial truncado de Lennard-Jones.

1.4.6. Campos de fuerza comunes
MM2,MM3 y MM4:

Esta familia de campos de fuerza se emplea generalmente para moléculas pe-
quenas, debido a que son capaces de identificar hibridaciones sp, sp? y sp® de los
atomos de carbono e intermediarios organicos. La familia de los campos de fuerza
MM fue parametrizada para obtener valores de la difracciéon del electréon, permitien-
do calcular la distancia media entre los atomos sobre el movimiento vibracional a

temperatura ambiente.
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AMBER:

El campo de fuerza AMBER fue parametrizado para un ntimero limitado de
sistemas organicos, y comiunmente se ha aplicado ampliamente para proteinas y
acidos nucleicos. AMBER también puede ser utilizado para trabajar sobre polimeros
y moléculas pequenas pero anadiendo pardmetros adicionales. En general, AMBER
da resultados considerables para las geometrias de modelos en fase gaseosa, energias
libres de solvatacion, frecuencias vibratorias y energias conformacionales. Aquellos
campos de fuerza que se basen en dtomos unidos, como es el caso de AMBER, usan
términos de torsion inadecuados para mantener la estereoquimica en los centros

quirales.

CHARMM:

El campo de fuerza CHARMM fue parametrizado con datos experimentales y se
ha aplicado ampliamente en la realizacion de simulaciones de moléculas pequenas
hasta complejos solventados de macromoléculas biolégicas. CHARMM tiene un fun-
cionamiento 6ptimo en un gran rango de calculos y simulaciones, incluyendo el
calculo de energias de interaccion y conformacion, geometrias, minimos locales, com-
portamientos dinamicos dependientes del tiempo, frecuencias vibratorias y energia

libre.

CFF:

El CFF fue el primer campo de fuerza relevante que fue desarrollado sobre la
base de calculos mecanicos cuanticos ab initio en moléculas pequenas. Este campo de
fuerza tiene mejoras anarmonicas y cruzadas, que se derivan en su nucleo de métodos
de ab initio en vez de datos netamente experimentales. CFF fue desarrollado para
imitar las propiedades de moléculas como los péptidos y las proteinas. Ademas,
emplean polinomios cuarticos para el calculo del estiramiento de los enlaces y la

curvatura de los angulos; en el caso de las torsiones usan una expansion de Fourier
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de tres términos

OPLS:

En el campo de fuerza OPLS original posee funciones potenciales que usan par-
cialmente el modelo de atomos unidos(UA).En los sitios para las interacciones no
enlazantes se colocan en todos los dtomos que no son de hidrégeno, en hidrégenos
unidos a heteroatomos o en los carbonos en anillos aromaticos; debido a esto, los tini-
cos hidrogenos que estan implicitos estan unidos a carbonos alifaticos. El tiempo de
calculo para realizar estas simulaciones de fluidos es aproximadamente proporcional

al nimero total de sitios de interacciéon al cuadrado 4.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Detalles Computacionales

2.1.1. Hardware

Se hizo uso de una estacién de trabajo ( WorkStation), con un procesador AMD®
Ryzen 9 5950x 16-core processor x 32, con una memoria RAM de 64Gb, 03 discos
duros de 01, 04 y 06TB, dos tarjetas aceleradoras de video, una GTX 980 y una
NVIDIA GeForce RTX 3080 Ti.

Softwares, Bases de Datos y Servidores
PDB (RCSB Protein Data Bank)

El RCSB Protein Data Bank es una base de datos que almacena las diferentes
estructuras tridimensionales de macromoléculas biolégicas como proteinas, ADN y
ARN 165,166.

PubChem

PubChem es una base de datos del National Institutes of Health (NIH), la alma-

cena molécula pequenas, macromoléculas como nucledtidos, lipidos, carbohidratos,
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péptidos,etc y sobre dichas moléculas recopila informacién como sus estructuras,

propiedades quimicas y fisicas, actividad biolégica, toxicidad, entre otras!®”.

UCSF Chimera

UCSF Chimera es un software gratuito que permite la visualizacién, andlisis y
edicién de estructuras moleculares tridimensionales, ademas puede realizar mapas

de densidad, simulaciones de trayectorias y alinear secuencias!®®.

Modeller

Modeller es un software, que puede ser incluido en UCSF Chimera, encargado de
realizar modelados por homologia de estructuras tridimensionales de proteinas, es
decir, compara otras estructuras de proteinas al alinear la secuencia de la proteina

que se quiere modelar 19172,

Gaussian 16 y GaussView 6

Gaussian 16 es un software que permite crear modelos precisos, realizar calculos
como la prediccion de estructuras moleculares, frecuencias vibratorias, propiedades
moleculares aplicados a compuestos quimicos en un entorno informatico'”®. Mientras
que GaussView 6 es la interfaz grafica que se usa en conjunto con Gaussian 16,
colabora en la creacion de archivos de entrada gaussianos, realizacion de los calculos

desde la interfaz gréfica, entre otras funciones!™.

GROMACS 2022.3

GROMACS es un paquete de dinamica molecular que es capaz de simular ecua-
ciones de movimiento newtonianas para sistemas con miultiples particulares, es am-
pliamente utilizado para proteinas, lipidos y dcidos nucleicos. GROMACS te permite
calcular interacciones entre las moléculas no unidas en el menor tiempo posible te-

niendo un alto rendimiento en comparacién a programas similares!™.
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PDBSum

PDBsum es una base de datos que también permite la visualizacion de las estruc-
turas tridimensionales de las moléculas depositadas en el PDB. Dentro de sus otras
funciones realiza diagramas de las interacciones, como el de LigPlot, y hace uso de

softwares gréaficos como RasMol, JSmol y PyMOL!7.

LigParGen

LigParGen es un servidor que genera los diferentes parametros necesarios del
campo de fuerza OPLS-AA para ligandos organicos en los distintos formatos que se

usan en la dindmica moleculari™ 179,

AutoDock Vina

AutoDock Vina es un software que sirve para realizar el acoplamiento molecular
automatizado de moléculas pequenias como farmacos o sustratos con un receptor que
es una estructura tridimensional ya conocida. A diferencia de otros softwares, este

calcula las cuadriculas internamente para los diferentes tipos de dtomos 8181,

MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area)

MMPBSA es un método utilizado para poder calcular la energia libre de interac-
cién entre dos proteinas o una proteina y un ligando. Tiene por objetivo el calcular

la diferencia de energia libre (AG;,;)en dos estados de dos moléculas solvatadas'®2.

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver)

ABPS (Adaptative Poisson-Boltzmann Solver) es un software que se encarga de

resolver ecuaciones de electrostatica para sistemas biomoleculares 83186,
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2.2. Metodologia

2.2.1. Extraccién de las estructuras cristalinas de las pro-

teinas:

En el presente trabajo de investigacién se utilizo la base de datos PDB (RCSB
Protein Data Bank) para extraer las estructuras de la fase cristalina de los cinco

sistemas proteicos en formato .pdb, estos son: AKT1, ALB, IL6, TNF y TP53.

2.2.2. Extraccion de las estructuras de los metabolitos se-

cundarios:

La busqueda de las estructuras de los cinco metabolitos secundarios: 5-Caroteno,
Kaempferol, Licolcalcona-A, Naringenina y Quercetina se realizé en la base de da-
tos de PubChem. Se descargo las estructuras en formato .sdf, posteriormente se
cambiard a formato .pdb, con el software UCSF Chimera; asi como para cada me-
tabolito secundario se tuvo en cuenta la siguiente codificacién: BCT (/3-Caroteno),
KPF (Kaempferol), LCA (Licolcalcona-A), NRG (Naringenina) y QCT (Querceti-

na).

2.2.3. Determinacion la completitud de los sistemas protei-

COsS:

Se utilizo el software UCSF Chimera para limpiar las estructuras de los diferen-
tes sistemas proteicos de las diferentes moléculas adicionales que se utilizaron para
la cristalizacion y poder obtener una estructura monomeérica de la proteina. Una
vez obtenidos los monémeros se completa las estructuras proteicas por homologia

haciendo uso del servidor Modeller.
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2.2.4. Estabilizacion de los metabolitos secundarios:

Los metabolitos secundarios se estabilizaran a nivel de mecanica cuantica em-
pleando las aproximaciones semiempiricas y la teoria funcional de la densidad con
la aplicacién de los programas Gaussian 16 y GaussView 6. Con este proceso se
obtendran los archivos que contienen las cargas de Hirshfeld que posteriormente se

cambiaran para la realizaciéon de la dinamica molecular.

2.2.5. Minimizacién de los sistemas proteicos:

Se realizara la minimizacion de las fuerzas de cada una de las estructuras de
los cinco sistemas proteicos en estudio empleando el software GROMACS 2022.3.
Se realizara la minimizaciéon de las fuerzas de cada una de las estructuras de los
cinco sistemas proteicos en estudio empleando el software GROMACS-2022.3. Para
realizar esto se solvatan cada uno de los sistemas con el modelo de agua TIP3P¥7 y
se anadieron contraiones para neutralizar el sistema y poder incorporar el efecto del
ion sal con una concentracion de 0.145 M, los iones utilizados fueron sodio y cloro.
Con estos pasos ya realizados se ejecuté la minimizacién con doble precision para
tener la estructura mas adecuada; para toda esta etapa y para el resto de los pasos

se hace uso del campo de fuerza OPLS-AA 164,

2.2.6. Equilibrio de los sistemas proteicos en un ensamble

NPT:

Como primer paso cada uno de los cinco sistemas proteicos ya minimizados se pre-
equilibran en un ensamble candnico (NVT) a 10ns a una temperatura de 309.65K.
Una vez realizado el pre-equilibrio se realiza un equilibrio en un ensamble Isotérmico—
Isobarico (NPT) a 500 ns con una temperatura de 309.65K y una presién de un bar.
Al culminar la simulacién de la dindmica molecular de cada uno de los sistemas

proteicos se elimind las condiciones de la trayectoria para determinar si la zona
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estaba en equilibrio, cada uno de estos pasos se realizan con el software GROMACS

2022.3.

2.2.7. Analisis de los sistemas proteicos en equilibrio:

Después de tener los sistemas proteicos equilibrados se realizan con el software
GROMACS-2022.3 los andlisis Raiz Media Cuadratica de las Distancias(RMSD),
Raiz Media Cuadratica de la Fluctuaciéon(RMSF), Radio de Giro. Con el servidor
PDBSum se compar6 las estructuras secundarias de la estructura inicial y después
de la dindamica, asi como se obtuvo el anélisis de Ramachandran de las estructuras

equilibradas.

2.2.8. Generacion de los campos de fuerza:

Se generaran los campos de fuerza para cada una de las estructuras correspon-
dientes a los metabolitos secundarios en el servidor de LigParGen y se descargaron
los archivos .gro y .itp ya que se requiere tener los metabolitos secundarios en for-
ma funcional para el campo de fuerza OPLS-AA. En el archivo .itp se actualizaron

las cargas por las cargas de Hirshfeld.

2.2.9. Acoplamiento molecular (“docking”):

Una vez que las estructuras de los sistemas proteicos estan en equilibrio y que los
metabolitos secundarios estén estabilizados, se produjeron las estructuras ensambla-
das mediante el método de acoplamiento molecular en el programa AutoDock Vina
para obtener la posiciéon de los metabolitos secundarios con la energia mas negativa

y estable para cada uno de los sistemas proteicos.
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2.2.10. Simulacién de la dinamica molecular:

Los sistemas proteicos y los metabolitos secundarios se minimizan y equilibran
como complejos. La minimizacion se realizé a doble precision. Posteriormente en
se equilibrio en un ensamble NVT a 5ns con una temperatura de 309.65K para la
introduccion de la temperatura constante, luego se realizé la simulacion en ensamble
NPT por 100ns manteniendo la temperatura en 309.65K y con una presion de un
bar. Finalmente se eliminaron las condiciones de periodicidad del complejo para
su posterior analisis RMSD, RMSF, Radio de Giro. En el servidor de PDBSum se
analizé la interaccion y si existio la formacion de enlaces de hidrogeno en el tltimo

frame de la dindmica molecular de cada complejo.

2.2.11. Analisis de las energias de interacciéon y de las ca-

racteristicas del potencial electrostatico:

Los resultados de las energias de interaccion AGy,; (kcal/mol) de las estructuras
ensambladas seran analizados mediante el método de MMPBSA (Molecular Mecha-
nics Poisson Boltzmann Surface Area); con las energias obtenidas se realizard un
mapa de calor para su posterior comparacion. En el caso de las caracteristicas del
potencial electrostatico se hard empleo del software APBS para analizar las cargas
de las superficies y comparar el potencial electrostatico de las proteinas equilibradas

y después de su interaccién con los diferentes metabolitos secundarios.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v=== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

Capitulo 3

Resultados y Discusion

Se realiz6 la busqueda de las secuencias de interés para la proteina AKT1 en el
servidor de Protein Data Bank, ubicdndola con el c6digo 1TUNP 188189 ¢ identificador
de UniProt P31749 (ver tabla 3.1), la secuencia se hallaba incompleta en los dos
(02) primeros residuos aminoacidicos desde el 01M al 02S, por lo que procedi6 a

completarlo utilizando los comandos del software UCSF Chimera.

Tabla 3.1: Secuencia de Aminoédcidos de AKT1, ALB, IL6, TNF y TP53.

Cédigo Nom. Cientifico AA Secuencia de aminoacidos

P31749  AKTI_HUMAN 480 MSDVA..ASGTA (A.1)
P02768  ALBU_HUMAN 609 MKWVT..AALGL (A.2)
P05231  IL6.HUMAN 212 MNSFS..ALRQM (A.3)
P01375 ~TNFA_HUMAN 233 MSTES...GIIAL (A.4)

P04637  P53.HUMAN 393 MEEPQ..GPDSD (A.5)

Para el caso de la ALB, se procedi6 a su busqueda en el servidor de Protein
Data Bank, encontrando una estructura con el cédigo IN5UM% asi como su
identificador de UniProt P02768 (ver tabla 3.1), al revisar la completitud de la
estructura se encontré que dos (02) aminoéacidos, 25D y 606L, faltaban por lo que
se completaron con los comandos del software UCSF Chimera.

Por otro lado, la estructura de la IL6 se encontr6 en el servidor de Protein Data

Bank con el cédigo TALU %193 v con su identificador de UniProt P05231; al revisar
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(e) TP53

Figura 3.1: Estructura inicial de las proteinas utilizadas en el presente trabajo.
la secuencia esta estaba incompleta desde los residuos 27M al 46P y 80S al 88N
debido a esto se completd haciendo uso del servidor Modeller.

[gualmente, para la proteina TNF, su estructura fue recolectada del servidor
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Tabla 3.2: Metabolitos Secundarios utilizados en el presente estudio.

Metabolito PubChem Codificacién

B-Caroteno 5280489198 BCT
Kaempferol 5280863 1% KPF
Licolcalcona-A  53189982% LCA
Naringenina 932201 NRG
Quercetina 5280343292 QCT

Protein Data Bank con el cédigo 7TJRA 419 v su identificador de UniProt P01375.
La proteina se hallaba en forma de trimeros, por lo que se seleccioné la que estaba
mas completa, sin embargo, faltaban los residuos desde 74G al 80S los cuales se
completaron con el servidor Modeller.

Finalmente se busco a la TP53 en el servidor de Protein Data Bank, la estructura
hallada tenfa el cédigo de 4HJE'617 v su identificador de UniProt es P04637. Al
revisar la estructura se encontré que estaba en forma de tetrameros y todas las
estructuras estaban completas; asi que se seleccioné la primera.

Las estructuras secundarias iniciales de las proteinas AKT1, ALB, IL6, TNF y
TP53 se presentan en la figura 3.1, las cuales fueron completadas en las que se
requeria mediante el servidor Modeller. Cabe enfatizar que, en todos los casos, las
secuencias de las proteinas que se expresan y se reportan en el servidor Protein Data
Bank, no consideran los segmentos presentes en las pre-proteinas ya que ellos no se
hallan involucradas en la proteina funcional.

En la tabla 3.2, presentamos los diversos metabolitos secundarios que utilizamos
en el presente estudio, su codigo de acuerdo con el servidor PubChem y la codifi-

cacion que le hemos dado a cada metabolito secundario en nuestra investigacion.

En la figura 3.2 se presentan las estructuras 2D extraidas de la base de datos
de PubChem de los metabolitos secundarios -Caroteno(BCT), Kaempferol(KPF),
Licolcalcona-A(LCA), Naringenina(NRG) y Quercetina(QCT)

Las estructuras en tres dimensiones de las cinco proteinas utilizadas en el presente

estudio se muestran en la figura 3.3, donde podemos apreciar las estructuras finales
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(e) QCT
Figura 3.2: Estructuras 2D de los Metabolitos secundarios.
después de haberles realizado una trayectoria de 500ns bajo una ensamble Isobarico
— Isotérmico (NPT), en casi todos los casos, las estructuras secundarias se han

conservado, por lo que los datos adicionales de este analisis en el servidor PDBSum se
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(c) IL6 (d) TNF

Figura 3.3: Estructuras de las proteinas equilibradas 500ns.

muestran en los anexos B.1 al B.5. Asi mismo, se realizé un anéalisis del diagrama de
Ramachandran con el mismo servidor, y no hemos encontrado una mayor diferencia
respecto a las estructuras de partida, como se puede apreciar en los anexos C.1
al C.5.

Seguidamente hemos realizado un analisis de la estabilidad durante la trayectoria
de nuestros sistemas, para ello hemos generado graficas de la raiz media cuadratica

de las distancias (RMSD), como se puede apreciar en la figura 3.4. En el caso de
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Figura 3.4: Raiz Media Cuadratica de las Distancias (RMSD) de los sistemas Pro-
teicos.

la proteina AKT1 se puede apreciar que alcanzé la estabilidad aproximadamente
a los 100ns (ver figura 3.4(a)), y respecto a su variacién podemos observar que se
encuentra entre 0.28 y 0.45nm. Asi mismo la ALB alcanzé su estabilidad a partir
de los 150ns en un rango entre 0.35 y 0.49nm como se observa en la figura 3.4(b).
De igual manera la proteina IL6 alcanzé su estabilidad a partir de los 100ns, pero
en un intervalo de 0.31 y 0.46nm (ver figura 3.4(c)); tambien la TNF se estabilizé
aproximadamente partir de los 350ns entre los 0.22 y los 0.35nm (ver figura 3.4(d).
Por otro lado, la proteina TP53 se volvié estable desde los 260ns en el rango de 0.29
y 0.45nm como se puede apreciar en la figura 3.4(e).

Seguidamente, se realizé el andlisis de las fluctuaciones medias cuadraticas, pa-

ra todos los sistemas proteicos del presente estudio, como podemos apreciar en la
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Figura 3.5: Raiz Media Cuadratica de la Fluctuacién (RMSF) de los sistemas Pro-
teicos.

figura 3.5. De la figura 3.5(a), se desprende que la regiéon de mayor fluctuacion se
halla entre los residuos 15 al 22, asi como en la regién del 40 al 50, en las demas
regiones, se aprecia una fluctuacién moderada, normal de un proceso de simulacion
molecular. Por otra parte, en la figura 3.5(b) se puede evaluar que existen multiples
fluctuaciones que se hallan en multiples regiones que son desde los residuos del 1
al 4, 55 al 65, 125 al 135, 300 a 330, 355 a 380 y 560 a 570. Mientras tanto para
el resto de las regiones la fluctuacién que se observa es moderada. Igualmente se
puede analizar en la figura 3.5(c) se desprende tres regiones de mayores fluctuacio-
nes estas se hallan entre los residuos 1 al 4, 5 al 16 y del 58 al 66, el resto de las
fluctuaciones son normales como parte del proceso de la simulacién molecular. En

la figura 3.5(d) se distingue una regién de mayor fluctuacién que se encuentra entre
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Figura 3.6: Radio de giro de los sistemas Proteicos.
los residuos 1 al 7, el resto de las regiones muestran una fluctuacion moderada. Asi
mismo, se distinguen en la figura 3.5(e) numerosas regiones de grandes fluctuaciones
estas estan comprendidas entre los residuos 1 al 4, 5 al 17, 21 al 34, 70 al 82, 83 al
101, 125 al 141 y 144 al 160; mientras que el resto de las regiones poseen fluctua-
ciones son moderadas. Adicionalmente, hemos analizado el radio de giro para cada
uno de nuestros sistemas durante el proceso de simulacién (ver figura 3.6), en ella
se puede apreciar que en el caso de la AKT1 a partir de los 100ns podemos observar
que se ha llegado a una estabilizacién y con una posterior fluctuacién constante (ver
figura 3.6(a)). Por otro lado, la ALB comenzé a compactarse desde los 50ns aproxi-
madamente y se mantiene fluctuando hasta que llega a poco mas de los 200ns que

mantiene una estabilizacién hasta que aproximadamente a los 320ns tiene un corto

periodo se descompactacion, sin embargo, recupera su estabilidad con una fluctua-
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cién constante(ver figura 3.6(b)). De igual manera en la IL6 se aprecia que es a
partir de los 100ns que se puede observar como que es que se estabiliza conservando
una fluctuacién constante(ver figura 3.6(c)). El caso de la TNF es diferente ya que
muestra una estabilidad desde los 100ns, pero es a partir de los 300ns que la proteina
se comienza a descompactar poco a poco hasta que en la ultima parte de la dinami-
ca vuelve compactarse(ver figura 3.6(d)). Por el contrario, la TP53 no muestra una
estabilidad constante, sino que a partir de los 200ns se aprecia un comportamiento
de compactacion(ver figura 3.6(e)).

Para el proceso de la generacién de las estructuras interactuantes, se realizé un
conjunto de 1000 eventos utilizando el programa AutoDock Vina, para cada uno de
los sistemas, de los mil eventos, solamente se ha seleccionado el sistema de menor
energia para utilizarlo como entrada para un nuevo proceso de simulacién molecular
durante una trayectoria de 100ns. Es importante recordar que, para cada uno de los
sistemas proteicos, se ha realizado el mismo proceso con las cinco biomoléculas de
interés para la presente investigacién. De este modo, en la figura 3.7 podemos obser-
var, las cinco biomoléculas o metabolitos secundarios, interactuando con la AKT1.
Asi entonces, apreciamos que en el caso del BCT este tiene una preferencia estructu-
ral cerca de la regién del a-hélice (ver figura 3.7(a)), mientras que en el caso del KPF
tiene una afinidad con la zona de la horquilla g de la proteina como se aprecia en la
figura 3.7(b). Hay que mencionar, ademas que la LCA presenta una interacciéon méas
favorable en el drea entre una ldmina 5 y una parte de la a hélice (ver figura 3.7(c)).
Asi mismo, la NRG también tiene una preferencia estructural en el area entre dos
horquillas 8 y una ldmina 3 tal y como se aprecia en la figura 3.7(d). Con respecto
a la QCT, esta muestra una interaccién preferente a la regién la horquilla 5 (ver
figura 3.7(e)).

Asi mismo, para la ALB se puede observar su interaccion con los cinco metabolitos
secundarios en la figura 3.8. De tal manera que se muestra que el BCT tiene una

preferencia estructural principalmente con tres « hélices (ver figura 3.8(a)).
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A

(a) AKT1-BCT

(¢) AKT1-LCA (d) AKT1-NRG

(e) AKT1-QCT
Figura 3.7: Acoplamiento molecular de la AKT1 con los metabolitos secundarios.
[gualmente, el KPF tiene afinidad con la zona préxima a dos a hélices y a unas
secciones de los giros 5 como se aprecia en la figura 3.8(b); mientras que para la
LCA se observa que tiene una afinidad estructural en el area adyacente a tres «

hélices y los giros /3 (ver figura 3.8(c)).
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(e) ALB-QCT
Figura 3.8: Acoplamiento molecular de la ALB con los metabolitos secundarios.

Por otra parte, en el caso de la NRG esta mantiene cierta preferencia principal-
mente por la region entre tres « hélices como se puede distinguir en la figura 3.8(d);
ademaés para la QCT se analiza que tiene interaccion en el sector de dos « hélices y
tres partes de los giros 3 de la proteina (ver figura 3.8(e)).

En cuanto a la IL6 se observa en la figura 3.9 sus interacciones con las cinco

biomoléculas. De este, modo se puede apreciar el BCT tiene una afinidad cerca de
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(e) IL6-QCT
Figura 3.9: Acoplamiento molecular de la IL6 con los metabolitos secundarios.
la zona entre dos « hélices (ver figura 3.9(a)), tambien se observa en la figura 3.9(b)
como es la interaccion mas favorable para el KPF que es en la region los giros
y una « hélice de la proteina. Ademas, la LCA tiene una preferencia estructural
cercana a los giros  y una pequena seccion de dos a hélices (ver figura 3.9(c),
asimismo para la NRG se observa que tiene su interaccién en el area de los giros

y la « hélice tal y como se distingue en la figura 3.9(d). Igualmente, para la QCT se
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(¢) TNF-QCT

Figura 3.10: Acoplamiento molecular de la TNF con los metabolitos secundarios.

observa cémo es que su interaccién de preferencia es cerca de la « hélice y los giros
S (ver figura 3.9(e).

Es en la figura 3.10 donde se muestra a la TNF con sus interacciones con cada uno
de los cinco metabolitos secundarios. Entonces se puede apreciar que en el caso del
BCT existe una interaccion en la zona de dos laminas g y giros # y v de la proteina
(ver figura 3.10(a). Asi mismo, para el caso del KPF este muestra una preferencia
estructural con la regién de los giros S y partes de las laminas 5 como se ensena en

la figura 3.10(b); de la misma manera ocurre para la LCA que posee una afinidad
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por seccién de las ldminas 5 (ver figura 3.10(c). Por otra parte, como se observa en
la figura 3.10(d) la NRG tiene una afinidad en la regién de las ldminas 3 y cercana
a giros # 7, mientras que la QCT tiene una preferencia principalmente la zona de
los giros 8 y las laminas 3 la proteina(ver figura 3.10(e))

Por otra parte, para el caso de la TP53 se muestra sus interacciones con las cinco
biomoléculas en la figura 3.11. Entonces para el BCT se analiza que tiene una
preferencia por la zona de las laminas 3 de la proteina (ver figura 3.11(a)), también
para el KPF se aprecia en la figura 3.11(b) que tiene una interaccién en la regién
de dos laminas 8 y un giro 5. Con respecto a la LCA se puede observar que tiene
una afinidad en el area la horquilla 5 y el giro § y una parte de la lamina S de la
proteina (ver figura 3.11(c). Por otro lado, en la figura 3.11(d) se aprecia la seccién
por la que es preferente la NRG que es cercana a dos laminas (3; ademéas la QCT
tiene una preferencia estructural en la regién de la horquilla § y préxima al giro £
(ver figura 3.11(e).

En todos los casos luego de proceder a las mil repeticiones para cada uno de
los acoplamientos, docking, seleccionamos al sistema de menor energia para cada
caso, en otras palabras, los sistemas mas estables. A cada uno de los sistemas selec-
cionados, se procedio a realizar de acuerdo con la metodologia, una simulacion de
dindmica molecular por un periodo de tiempo de 100ns, a condiciones fisiologicas.

Los resultados de la simulacién molecular en la regién de equilibrio para el caso de
las interacciones con la AKT1 y las cinco biomoléculas se presentan en la figura 3.12
Cuando analizamos para el caso del BCT, desde la figura tridimensional y el diagra-
ma de LigPlot (ver figura 3.12(a)), observamos que los aminoécidos que presentan
una interaccion son la Val7, Asn31l, Glu98,Thr101, Ala102, Thr105 y la Vall06. De
manera similar para el KPF se aprecia gracias a la figura tridimensional y su es-
quema de LigPlot (ver figura 3.12(b)) que los residuos con los que interacciona son
la Met1, Lvs30, Thr34, 1le36, Argd8, GLu49, Ala50, Pro51 y la Asnb4. En cambio,

en el caso de la LCA al evaluar su modelo tridimensional y su gréafica de LigPlot
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(e) TP53-QCT

Figura 3.11: Acoplamiento molecular de la TP53 con los metabolitos secundarios.

(ver figura 3.12(c)) se observa que solo tiene interaccién con los aminodacidos Arglb,

Thr32, Arg67, Glu85 y la Thr87; mientras que para el metabolito NRG al analizar
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(e) AKT1-QCT
Figura 3.12: Dindmicas moleculares de los complejos con AKT1.

su figura tridimensional y el esquema de LigPlot (ver figura 3.12(d)) apreciamos que
a los residuos con los que tiene una interacciéon son la GIn59, Cys60, GIn61, Arg76,
Leu78 y la Argl21; cabe resaltar que es con la GIn61 con la genera un enlace de
hidrogeno. Por otra parte, en el caso de la QCT al momento de observar su modelo
tridimensional y su diagrama de LigPlot (ver figura 3.12(e)) distinguimos como es
que interacciona con los aminodcidos Ile36, Tyr38, Pro42, Asp44 y la Val45. Tenien-
do en cuenta los diferentes aminoacidos con los que interactua cada biomolécula,
el nimero interacciones totales que presenta cada metabolito es el siguiente: para
BCT es siete (07), para KPF es nueve (09), para LCA es cinco (05), para NRG es
seis (06) y para QCT es cinco (05); siendo el KPF el que presenta mds interacciones
y la NRG la tinica que presenta un enlace de hidrogeno.

Se realizaron diferentes andlisis de la estabilidad estructural para los resultados

generados por la simulacién de dindmica molecular de la proteina AKT1 con los cinco
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metabolitos (ver figura 3.13). En la figura 3.13(a) se muestra la grafica de la raiz
media cuadrética de las distancias (RMSD). En el caso con el BCT se puede apreciar
que alcanzo6 la estabilidad aproximadamente a los 7Hns, respecto a su variacion
podemos observar que se encuentra entre 0.19 y 0.35nm. Asi mismo con el KPF
alcanzo su estabilidad a partir de los 88ns en un rango entre 0.19 y 0.35nm. De igual
manera con la LCA alcanzoé su estabilidad a partir de los 40ns, pero en un intervalo
de 0.2 y 0.35nm; también con la NRG se estabilizé aproximadamente partir de
los 75ns entre los 0.16 y los 0.27nm. Por otro lado, con la QCT se volvi6 estable
desde los 56ns en el rango de 0.11 y 0.25nm. Se realizo el andlisis de fluctuaciones
de medias cuadraticas (RMSF) como se aprecia en la figura 3.13(b), se desprende
que la region que fluctia mas al momento de interactuar con los metabolitos se
halla entre los residuos 42 al 50, donde es con la NRG que tiene la fluctuacion mas
alta en comparacion con las fluctuaciones con el BCT y la LCA. Otra diferencia
es en la region del 110 al 115 donde es con el KPF el tinico que varia mas; en
las demds regiones, se aprecia una fluctuacion moderada, normal de un proceso de
simulacion molecular. Adicionalmente, hemos analizado el radio de giro para cada
uno de nuestros resultados de la dinamica molecular con la AKT1 con los cinco
metabolitos (ver figura 3.13(c)), en ella se puede apreciar que en el caso del BCT se
muestra una descompactacion cerca a los 50ns hasta los 70ns para luego continuar
mostrando un comportamiento estable. Por otro lado, con el KPF se muestra una
compactaciéon desde los 70ns hasta el final, en el caso de la LCA, esta muestra
una estabilidad aproximadamente a partir de los 20ns. No obstante, la NRG y QCT
muestran un comportamiento estable desde el inicio de la dindmica con una posterior
fluctuacién constante.

En la figura 3.14 se presentan los resultados de la simulaciéon de dindmica mole-
cular en la regiéon de equilibrio para todas las interacciones de la ALB con los cinco
metabolitos secundarios. Al examinar el caso del BCT, se evidencia desde su figura

tridimensional y su esquema de LigPlot (ver figura 3.14(a)) que los residuos que par-
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(c) Radio de Giro

Figura 3.13: Diagramas del RMSD, RMSF y Radio de Giro para el proceso de
interaccion de los ligandos y la AKT1.

ticipan en su interaccion son la Phe206, Gly207, Arg209, Ala210, Ala350, Lys351,
Thra78, Glud79 y la Ser480. Del mismo modo, en el caso del KPF se observa en su re-
presentacién tridimensional junto a su diagrama de LigPlot (ver figura 3.14(b)) que

esté interactiia con los aminodcidos la Leu22, Ala26, Leu66, His67, Phe70, Asn99,
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(e) ALB-QCT
Figura 3.14: Dindmicas moleculares de los complejos con ALB.
Phel02, His247, Gly248, Asp249 y la Leu250. En contraste, al analizar a la LCA
mediante su modelo tridimensional y su grafica de LigPlot (ver figura 3.14(c)), se
aprecia que solo presenta interacciones con los residuos la Phel9, Leu22, Val23,
Ala26, Phe27, Val46, Leu66, His67, Phe70, Gly248 y la Leu250. Respecto a la NRG,
observamos en su figura tridimensional y su esquema de LigPlot (ver figura 3.14(d))
que los residuos vinculantes son la GIn29, Tyr30, Glu95, Asn99, Phel02, His105,
Lys106, Pro147, Tyr148, Cys246, His247 y la Gly248; donde destaca la Phel02 y
la Tyrl48 ya que son los que establecen un enlace de hidrégeno. Por otro lado, al
analizar el modelo tridimensional y el diagrama de LigPlot de la QCT (ver figu-
ra 3.14(e)), se distingue que interactiia con los aminoédcidos la Ala26, GIn29, Tyr30,
His67, Phe70, Gly71, Phel02, His247, Gly248 y la Leu250. Al considerar los distin-

tos residuos con los que cada uno de los metabolitos secundarios entablan alguna
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relacion, el nimero total de interacciones para cada biomolécula es el siguiente: para
el BCT son nueve (09), para el KPF son once (11), para la LCA son once (11), para
la NRG son doce (12) y para la QCT son diez (10). Es importante senalar que la
NRG es el metabolito con la mayor cantidad de interacciones, y es el tinico que logra
formar dos enlaces de hidrogeno.

Se realizaron diversos andlisis de la estabilidad de los resultados obtenidos me-
diante la simulacién de dindmica molecular de la ALB en presencia de las cinco
biomoléculas (ver figura 3.15). En la figura 3.15(a), se presenta el grafico de la raiz
media cuadratica de las distancias (RMSD). En el caso con el BCT, se observa que
logro la estabilidad aproximadamente desde los 2ns; en relacion con su variabilidad,
se puede notar que se sitta en el intervalo de 0.12 a 0.31nm. De manera similar, con
el KPF, la estabilidad se alcanzé a partir desde los 5ns, manteniéndose en un rango
entre 0.09 y 0.25nm. Asimismo, con la LCA, se logré la estabilidad desde los 28ns,
pero con una variacion en el intervalo de 0.13 a 0.23nm. También, con la NRG, la
estabilizacion se evidencioé aproximadamente a partir de los 30ns, con valores entre
0.18 y 0.27nm. Por otro lado, en el caso con la QCT, la estabilidad se establecio
a partir de los 60ns, dentro del rango de 0.21 a 0.30nm. Por otra parte, el andlisis
de las fluctuaciones medias cuadraticas (RMSF) se analiza en la figura 3.15(b) se
puede evaluar que existen multiples fluctuaciones en las que existe una diferencia
significativa entre las que se hallan en multiples regiones que son desde los residuos
del 55 al 65, donde la gran diferencia existe primero para el BCT y luego para la
NRG; 125 al 135, la gran diferencia esta para la NRG; 155 al 165, nuevamente es la
NRG la que tiene una mayor diferencia; 225 al 265, es el con BCT y con el QCT
donde se genera una fluctuacion significativa; al 300 a 330, en esta region solo es con
el KPF el que tiene la mayor diferencia. Mientras tanto para el resto de las regiones
la fluctuacion que se observa es moderada. Por otro lado, se analizé el radio de giro
para las simulaciones de la ALB con las cinco biomoléculas (ver figura 3.15(c)). En

este caso con los cinco metabolitos se mantiene la estabilidad con una fluctuacién
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(c) Radio de Giro

Figura 3.15: Diagramas del RMSD, RMSF y Radio de Giro para el proceso de
interaccion de los ligandos y la ALB.

constante.

Las interacciones resultantes de la IL6 con las cinco biomoléculas después de la
simulacion molecular en la regién de equilibrio se muestran en la figura 3.16. Con

respecto al andlisis del BCT observamos que en la representacion tridimensional y
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el esquema de LigPlot (ver figura 3.16(a)) los aminoacidos implicados en las inter-
acciones son la Arg26, Lys29, GIn30, Tyr33, GIn126 y la Phel27. Similarmente en
el caso del KPF es a través de su modelo tridimensional y su diagrama de LigPlot
(ver figura 3.16(b)) en el que se constata su interacciéon con los siguientes residuos
la Ser10, Lys11 ,Asp12, Alal4, Alalb, Arg32, Leu3s, GIn177, Leul80 y la Argl84.
En cambio, para la LCA mediante su figura tridimensional y su grafica de LigPlot
(ver figura 3.16(c)), se observa que solo genera una interaccién con los aminodcidos
que son la Glu83, Thr84, Val87, Thr91 y la Alal37. Con respecto a la NRG, gracias
al analisis de su representacién tridimensional y su diagrama de LigPlot (ver figu-
ra 3.16(d)), se aprecia que los residuos interactuantes son la Thr22, Ser23, Arg26,
Phel27, Lys130 y la Lys131. Por ultimo, evaluando el modelo tridimensional jun-
to al esquema de LigPlot de la QCT (ver figura 3.16(e)), podemos distinguir que
interactia con los aminoacidos que son la Prol6, Argl8, GIn19, Pro20 y la Asp28,
destacando que el que formé6 un enlace de hidrégeno fue la Asp28.

Cada metabolito secundario entabla diferentes interacciones con los residuos, sin
embargo, el nimero total de interacciones para cada uno se distribuye de la siguiente
forma: para el BCT son seis (06), para el KPF son diez (10), para la LCA son cinco
(05), para la NRG son seis (06) y para la QCT son cinco (05); siendo el KPF el que
presenta el mayor ntimero de contactos, y la QCT la que formé el tnico enlace de
hidrégeno.

Se llevaron a cabo distintos andlisis para evaluar la estabilidad de los resultados
generados por la simulaciéon de dindamica molecular de la IL6 en presencia de los
cinco metabolitos (ver figura 3.17). La figura 3.17(a) exhibe el gréfico de la raiz
media cuadratica de las distancias (RMSD). En cuanto al resultado con el BCT, se
evidencia que alcanzo la estabilidad alrededor de los 5ns; respecto a su variacién, se
puede observar que se encuentra en el rango de 0.11 a 0.25nm. De manera similar,
con el KPF| la estabilidad se logré a partir de los 5ns, manteniéndose en un intervalo

de 0.08 a 0.19nm. Igualmente, con la LCA, se alcanzo la estabilidad desde los 30ns,
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Figura 3.16: Dinamicas moleculares de los complejos con IL6.

pero en un intervalo de 0.19 a 0.33nm. También, con la NRG, la estabilizacion se
evidenci6 aproximadamente a partir de los 45ns, con valores fluctuantes entre 0.18
y 0.31nm. Por otro lado, en el caso de la QCT, la estabilidad se estableci6 desde
los 38ns en el rango de 0.18 a 0.31nm, sin embargo, cerca de los 80ns pierde su
equilibrio.

[gualmente se puede observar el andlisis de las fluctuaciones medias cuadraticas
(RMSF) en la figura 3.17(b), se desprenden cuatro regiones de mayor diferencia
en las fluctuaciones, estas se hallan entre los residuos 5 al 25, donde la diferencia
mas grande existe con la LCA y luego con la QCT; 40 al 55, en esta region es con
la LCA donde se presenta las mayor fluctuacion; 56 al 65, la NRG presenté una
gran diferencia y luego le siguen el BCT y la LCA; 130 a 160, en esta region existe
la mayor diferencia especialmente con la NRG y luego para la QCT; el resto de

fluctuaciones son normales como parte del proceso de la simulacién molecular.
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(c) Radio de Giro

Figura 3.17: Diagramas del RMSD, RMSF y Radio de Giro para el proceso de
interaccion de los ligandos y la IL6.

De igual manera, se realiz6 el andlisis del radio de giro para las trayectorias de la

IL6 con los cinco metabolitos (ver figura 3.17(c)) , donde se aprecia que durante la

dindmica la proteina se mantiene estable con fluctuaciones constantes.

Después de la simulacion de la dindmica molecular para lograr el equilibrio la
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(e) TNF-QCT
Figura 3.18: Dindmicas moleculares de los complejos con TNF.
TNF género interacciones con los metabolitos secundarios tal y como se presenta en
la figura 3.18. En el caso del BCT se aprecia mediante su figura tridimensional y su
diagrama de LigPlot (ver figura 3.18(a)) que los aminodcidos que participan en su
interaccion son la Val4, Ser6, Leu60, Tyr62, Tyrll8 y la Tyr122. Del mismo modo
al analizar al KPF, gracias su estructura tridimensional y su grafica de LigPlot
(ver figura 3.18(b)) se pone en evidencia que los residuos con los que interactia
son la Argh, Ser6, Tyr62, Tyr122, Leul23 y la Gly124; siendo los residuos Ser6 y
Tyr122 los que forma dos enlaces de hidrogeno. En cambio, para la LCA al apreciar
su modelo tridimensional y su esquema de LigPlot (ver figura 3.18(c)), este solo
tiene interacciones con los aminoacidos la Met3, Val4, Argh, Ser6, Arg9, Hisl8,
Tyr62 y la Tyrl22; siendo la Tyr62 la tnica que form6 un enlace de hidrogeno.
Respecto a la NRG observando su modelo tridimensional y su diagrama de LigPlot

(ver figura 3.18(d)), denotamos que solo interacciona con el residuo de la Glu 110. Por
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ultimo, para el caso de la QCT, en su figura tridimensional y su gréfica de LigPlot
(ver figura 3.18(e)) se observa que tiene interacciéon con los aminodcidos la His2,
Met3, Val4, Ser6, Arg9, Leu60, Tyr62, Tyr122, Gly124 y la Tyr154. Considerando
las diversas interacciones de cada biomolécula, el nimero total que posee cada una
es el siguiente: para el BCT son seis (06), para el KPF son seis (06), para la LCA
son ocho (08), para la NRG es uno (01) y para la QCT son diez (10); siendo el
QCT el que presentd el mayor niimero de interacciones, y el KPF y la LCA las que
formaron enlaces de hidrogeno.

Se realizaron diferentes analisis acerca de la estabilidad de los resultados obtenidos
mediante la simulacién de dindmica molecular de la TNF con las cinco biomoléculas
(ver figura 3.19). En la figura 3.19(a) se presenta la grafica de la raiz media cuadrética
de las distancias (RMSD). En el caso con el BCT, se aprecia que logré la estabilidad
aproximadamente a los 40ns; en cuanto a su variabilidad, se observa que se sitta
entre 0.14 y 0.30nm. De manera analoga, con el KPF, la estabilidad se alcanzé a
partir de los 70ns, manteniéndose en un rango entre 0.11 y 0.21nm. De igual manera,
con la LCA, se logro la estabilidad a partir de los 32ns, pero con una variacion en el
intervalo de 0.13 a 0.26nm, pero a partir de los 92ns la proteina comienza a perder
su estabilidad. También, con la NRG, se estabilizo aproximadamente a partir de los
40ns, con valores entre 0.14 y 0.30nm. Por otro lado, con la QCT, se volvi6 estable
desde los 70ns, en el rango de 0.18 y 0.35nm.

Se aprecia el andlisis de las fluctuaciones medias cuadraticas (RMSF) en la fi-
gura 3.19(b) se distinguen dos regiones de mayor diferencia en la fluctuacién que
se encuentra entre los residuos 1 al 7, donde la fluctuacion con la NRG es la mas
notable; 105 al 118, aca es con la QCT donde la fluctuacion difiere en comparacion
al resto; el resto de las regiones muestran una fluctuacion moderada.

En el caso de la TNF también se hizo el andlisis del radio de giro para sus
dindmicas con las cinco biomoléculas (ver figura 3.19(c)). Se muestra que con la BCT

existe una pequena descompactacion aproximadamente desde los 90ns, mientras que
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Figura 3.19: Diagramas del RMSD, RMSF y Radio de Giro para el proceso de
interaccion de los ligandos y la TNF.

con la KPF ocurre una compactacion desde los 60ns. Ademas, con la LCA se aprecia
una ligera descompactacion en los tltimos 5ns. Por otro lado, tanto con la NRG como

con la QCT se muestra una estabilidad constante.

Los resultados de la dindamica molecular en la region de equilibrio para el caso de
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(e) TP53-QCT
Figura 3.20: Dinamicas moleculares de los complejos con TP53.
las interacciones que se generaron con la TP53 y las cinco biomoléculas se presentan
en la figura 3.20. Respecto al caso del BCT gracias a la representacién tridimen-
sional y el esquema de LigPlot(ver figura 3.20(a)), se observa que los aminoécidos
implicados en los contactos son la Gly63, Thr64, Arg65, Arglll, Vall26, Prol28,
Glu130 y la Pro132. De la misma manera para el KPF al analizar su figura tridimen-
sional y su diagrama de LigPlot (ver figura 3.20(b)), se aprecia que los residuos con
los que interacciona son la Gly63, Arg65, Arglll, Valll2, Glull3, Vall26, Val127
y la Prol28. Ademas para la LCA se evalia que en la figura tridimensional junto
a la grafica de LigPlot (ver figura 3.20(c)), que las interacciones ocurren con los
aminoacidos: la Leu2, Val6, Pro7, Thr120, Phel21 y la Argl22, mientras que en el
caso de la NRG al analizar el modelo tridimensional y el esquema de LigPlot (ver

figura 3.20(d)) se encuentra que los residuos responsables de la interaccién son la
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Leub4, Val106, Glul07, Asn109, Val127, Pro128, Glul130, Cys138, Thr139, Thr140,
[le141 y la His142; siendo la Glul07 y la His142 los que forman enlaces de hidrégeno.
Por otro lado, la representacion tridimensional y el diagrama de LigPlot para el caso
de la QCT (ver figura 3.20(e)), nos muestra que en la interaccion los aminoacidos
que participan son la Pro7, Ile71, Met78, Thr79, Val81, Phel21, Argl22 y la His123.
Por 1ultimo, gracias a las diferentes interacciones de los metabolitos secundarios po-
demos decir que el nimero total de interacciones para cada uno son: para el BCT
son ocho (08), para el KPF son ocho (08), para la LCA son seis (06), para la NRG
son doce (12) y para la QCT son ocho (08); siendo la NRG el que presenté el mayor
numero de interacciones y la tnica que formo enlaces de hidrégeno.

Se efectuaron diversos analisis para evaluar la estabilidad de los resultados gene-
rados por la simulacién de dindmica molecular de la TP53 con los cinco metabolitos
(ver figura 3.21). La figura 3.21(a) muestra el gréafico de la raiz media cuadrética de
las distancias (RMSD). En el caso con el BCT, se nota que alcanzé la estabilidad
aproximadamente a los 75 ns; en relaciéon con su variacion, se puede percibir que se
sitiia en el intervalo de 0.19 a 0.35 nm. De igual modo, con el KPF, la estabilidad se
logré a partir de los 88 ns, manteniéndose en un rango de 0.19 a 0.35 nm. Asimismo,
con la LCA, se alcanzo6 la estabilidad desde los 40 ns, pero con una variacién en
el intervalo de 0.2 a 0.35 nm. También, con la NRG, la estabilizacion se evidencid
aproximadamente a partir de los 75 ns, con valores fluctuantes entre 0.16 y 0.27 nm.
Por otro lado, con la QCT, se volvi6 estable desde los 56 ns, en el rango de 0.11 y
0.25 nm.

Asi mismo, se distingue el anélisis de las fluctuaciones medias cuadraticas (RMSF)
en la figura 3.21(b) dos regiones de grandes diferencias en las fluctuaciones, estas
estan comprendidas entre los residuos 83 al 101, en esta region es la interacciéon con
el BCT la que genera un pico de gran diferencia al resto; y 125 al 141, nuevamente
es con el BCT donde se muestra la gran fluctuacion; mientras que el resto de las

regiones poseen fluctuaciones son moderadas.
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Figura 3.21: Diagramas del RMSD, RMSF y Radio de Giro para el proceso de
interaccion de los ligandos y la TP53.

Todavia cabe senalar que al analisis de radio de giro también se realiz6 para las
simulaciones moleculares de la TP53 con los cinco metabolitos(ver figura 3.21(c)).
Acé se aprecia que con el BCT existe una ligera descompactacién desde los 60ns.

Mientras que tanto con el KPF como con la LCA y la NRG mantiene una estabilidad
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(a) vista posterior (b) vista anterior

Figura 3.22: Andlisis del Potencial Electrostatico de la estructura terciaria de la
AKT1.

a lo largo de la dinamica, sin embargo, es con la QCT que en los tltimos 10ns que
la proteina se compacta y descompacta brevemente.

En el presente estudio, también realizamos un andlisis de las cargas a nivel su-
perficial tanto del sistema proteicos como de los sistemas proteina — ligando, aunque
en la mecénica molecular no se consideran electrones, se puede utilizar la aproxima-
cién de APBS, las superficies las discutiremos a continuacion. Asi entonces, para el
caso de la proteina AKT1 la superficie de potencial electrostatico, se muestra en la
figura 3.22.

Donde podemos apreciar que la cara posterior (ver figura 3.22(a)) presenta carga
negativa superficial, mientras que la cara anterior (ver figura 3.22(b)) presenta una
regioén positiva marca y otra region positiva tenue.

A los sistemas interactuantes finales de las biomoléculas con la AKT1, en la tltima
configuracion estructural obtenida desde la simulaciéon de dinamica molecular en la
trayectoria de 100ns, es decir que transformamos el archivo final gro a formato pdb
y se le procedi6 a calcular la superficie del potencial electrostatico, como se muestra
en la figura 3.23.

Ademaés, para el caso de los metabolitos como el BCT, la NRG y la QCT (ver

figura 3.23(a), 3.23(d) y 3.23(e)) podemos observar que se unen en la regién superfi-

64
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(¢) AKT1-LCA (d) AKT1-NRG

(e) AKT1-QCT

Figura 3.23: Anilisis del potencial electrostatico de la estructura cuaternaria de la
AKT1 con los metabolitos secundarios.

cial negativa que consta de cavidades, mientras que para el caso de KPF y LCA (ver
figura 3.23(b) y 3.23(c)) los metabolitos secundarios prefirieron la zona superficial de

la densidad electrénica con una carga negativa tenue, muy cercana a un bolsillo de
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(a) vista posterior (b) vista anterior

Figura 3.24: Anélisis del Potencial Electrostdtico de la estructura terciaria de la
ALB.

la proteina en la regién superficial con una carga positiva. esto se aprecia claramente
en la figura 3.23(c).

Asi mismo, en relaciéon con la proteina ALB, se procedié a la generacion de su
superficie de potencial electrostatico, esta se presenta en la figura 3.24. Observamos
que en la cara posterior (ver figura 3.24(a)) exhibe una carga negativa un tanto
mas pronunciado con una pequefia regiéon, mientras que también se puede apreciar
una pequena cavidad con carga positiva, por otro lado, la superficie anterior (ver
figura 3.24(b)) muestra amplias regiones de la superficie negativa y dos pequenas
cavidades con suave region positiva.

A partir de la dltima configuracién estructural generada por la simulacion de
dindmica molecular con una trayectoria de 100ns, se calculé la superficie de potencial
electrostatico para los sistemas finales que contienen a los metabolitos secundarios
que interactiian con la ALB, como se muestra en la figura 3.25.

Para el caso de la biomolécula como el BCT (ver figura 3.25(a)) la interaccion
convergente se realiza en una region compartida entre una zona con carga negativa
tenue y una region de cavidad de carga positiva; mientras que para los metabolitos
secundarios como el KPF y la NRG (ver figura 3.25(b) y 3.25(d)) estos se hallan

al interior de la proteina, cuyo ingreso se realizé por efecto de adaptacion de una
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(e) ALB-QCT

Figura 3.25: Analisis del potencial electrostatico de la estructura cuaternaria de la
ALB con los metabolitos secundarios.

de las cavidades o tuneles de la proteina, la region interior se puede apreciar que es
ligeramente negativa.

Ademas, el caso de la LCA y la QCT (ver figura 3.25(c) y 3.25(e)) estas prefieren la
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(a) vista posterior (b) vista anterior

Figura 3.26: Andlisis del Potencial Electrostatico de la estructura terciaria de la
1L6.

zona superficial de la densidad electrénica que posee una carga negativa, ubicandose
en una cavidad superficial de la proteina, también denominados bolsillos.

Por lo tanto, para el caso de la proteina IL6, se presenta el resultado de la gene-
racion de la superficie de potencial electrostatico en la figura 3.26. Como se puede
apreciar en la cara posterior (ver figura 3.26(a)) que esta presenta una cavidad que
tiene una carga negativa, aunque también tiene una pequena con una carga positiva
sutil; mientras que respecto a la cara anterior (ver figura 3.26(b)) se muestra una
region en su superficie que es mas amplia con una carga positiva y zonas con una
carga negativa mas tenue.

Todavia cabe senalar que para la tultima configuracién estructural originada a
partir de la simulacién de dinamica molecular con una trayectoria de 100ns, se
procedio con el calculo de la superficie de potencial electrostatico para cada uno
de los sistemas finales con las biomoléculas que interactian con la IL6, como se
presenta en la figura 3.27. En el caso del BCT y la NRG (ver figura 3.27(a) y3.27(d)),
denotamos que ambos metabolitos se hallan en cavidades o bolsillos de la proteina
mostrando una preferencia por regiones de la superficie que tienen una carga positiva.

Por otra parte, el caso de los metabolitos secundarios como el KPF y la QCT

(ver figura 3.27(b) y 3.27(e)), estas biomoléculas se ubicaron en cavidades de la
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(e) IL6-QCT

Figura 3.27: AnAlisis del potencial electrostatico de la estructura cuaternaria de la
IL6 con los metabolitos secundarios.

superficie de la proteina que es una regién compartida ya que estan adyacentes a
regiones con carga positiva y a cavidades que tienen una carga negativa; mientras

que para la LCA (ver figura 3.27(c)), esta también se ubica en una zona compartida
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(a) vista posterior (b) vista anterior

Figura 3.28: Anélisis del Potencial Electrostatico de la estructura terciaria de la
TNF.

que esta préxima a dos cavidades una que tiene una densidad electronica con una
carga negativa y la otra que tiene carga positiva.

Por consiguiente, respecto a la proteina TNF, se condujo a la de creacién de la
superficie de potencial electrostatico como se observa en la figura 3.28. Se puede
apreciar que desde la vista posterior (ver figura 3.28(a)) la proteina tiene diversas
cavidades superficiales principalmente que poseen una carga positiva pero también
posee algunas zonas es su superficie como bolsillos con una carga negativa que es
mas sutil; mientras que desde la vista anterior (ver figura 3.28(b)) se muestra una
region de la proteina con cavidades que tienen una carga positiva distintiva aunque
se muestra una pequena cavidad con una ligera carga negativa y a su vez en uno de
los extremos de la proteina se aprecia una cavidad con carga negativa tenue.

Por otra parte, para la ultima configuracién estructural creada a partir de la si-
mulacién de dindmica molecular con una trayectoria de 100ns, se procedio al calculo
de la superficie de potencial electrostatico para cada uno de los resultados con los
metabolitos secundarios interactuantes con la TNF, tal como se presenta en la figu-
ra 3.29. Se puede observar que para el caso del BCT, el KPF, la LCA y la QCT (ver
figura 3.29(a),3.29(b),3.29(c) y3.29(e)), estas biomoléculas se vinculan en la misma
region de la superficie de la proteina que posee una gran cavidad ademas se puede
apreciar que dicha zona tiene una carga electronica alta; es mas notable para el caso
los metabolitos BCT, LCA y QCT tal y como se denota en las figuras previamente

mencionadas.
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(a) TNF-BCT

(e) TNF-QCT

Figura 3.29: Andlisis del potencial electrostatico de la estructura cuaternaria de la
TNF con los metabolitos secundarios.

Sin embargo, la excepcion es la del caso del KPF que la regién donde se ubica que
si bien es la misma, esta posee una carga que también es positiva pero més tenue
y esta proxima a una cavidad que tiene una carga negativa; en un caso totalmente
diferentes es para el metabolito NRG (ver figura 3.29(d)), este se posiciona en una

zona superficial diferente que es como una extremo de la proteina pero que esta
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(a) vista posterior (b) vista anterior

Figura 3.30: Anélisis del Potencial Electrostatico de la estructura terciaria de la
TP53.

adyacente a cavidades que tienen por un lado una carga positiva y por otro lado
poseen una carga electronica negativa, debido a esto podriamos decir que es una
zona compartida para ambas cargas.

De la misma manera, para el caso la proteina TP53, se puede apreciar como es la
superficie de potencial electrostatico que posee en la figura 3.30. Se observa desde la
cara posterior (ver figura 3.30(a)) presenta unas cavidades que una tiene una carga
negativa mas intensa mientras que otra es un poco mas leve, pero también destaca
que tiene un bolsillo en su superficie con una carga positiva y el resto de las regiones
en su mayoria también estan cargadas positivamente. Ademads, al observar la cara
anterior (ver figura 3.30(b)) se muestra que practicamente toda la superficie proteica
tiene una carga electronica positiva con pequenas zonas en las que la carga es mas
leve.

Por otro lado, para la ultima configuracion estructural generada gracias a la
simulacion de dindmica molecular con una trayectoria de 100 ns, se calcul6 la su-
perficie de potencial electrostatico para todos los sistemas finales que contienen las
biomoléculas que interactuaron con la TP53,tal y como se muestra en la figura 3.31.

En el caso del BCT y el KPF (ver figura 3.31(a) y 3.31(b)), estas convergen en
la region superficial que es compartida con cavidades que tienen una carga negativa

y con otra region con bolsillos de carga positiva, mientras que para el caso de la
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(c) TP53-LCA (d) TP53-NRG

(e) TP53-QCT

Figura 3.31: Analisis del potencial electrostatico de la estructura cuaternaria de la
TP53 con los metabolitos secundarios.

LCA y la QCT (ver figura 3.31(c) y 3.31(e)), estos los metabolitos secundarios se
posicionaron en una zona superficial con muchas cavidades que tienen una densidad

electronica de carga positiva.
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Tabla 3.3: Energias Libre de Interaccién, AG;y; (kcal/mol)

Proteinas Ligandos
BCT KPF LCA NRG QCT

AKT1  -58.531 -49.611 -30.821 -49.455 -55.008
ALB -87.367 -64.959 -82.830 -76.616 -63.512

IL6 -67.538 -72.969 -32.223 -42.665 -35.218
TNF -75.642 -46.117 -44.166 -35.378 -71.681
TP53 -500.536 -48.012 -41.646 -65.487 -55.799

Asimismo, la NRG mostro una ubicacién en un bolsillo en la superficie, el cual
presenta una carga negativa y esta cerca de otras cavidades que comparten cargas
positivas y negativas (ver figura 3.31(d)).

En la tabla 3.3 presentamos las energias de interaccion entre las cinco proteinas
y los cinco ligandos de nuestro presente estudio, si tomamos en consideracion los
metabolitos secundarios, podemos decir que para el caso del BCT la mejor inter-
accion se logra con la proteina ALB > TNF > IL6 > AKT1 > TP53, para
el KPF la interaccion mas preferible se consigue con la proteina /1.6 > ALB >
AKT1 > TP53 > TNF, en el caso de la LCA la mejor interaccién la alcanza con
la proteilna ALB > TNF > TP53 > IL6 > AKT1, en cuanto a la NRG la me-
jor interaccion la logra con la proteina ALB > TP53 > AKT1 > IL6 > TNF,
y respecto a la QCT la interaccién mas conveniente la consigue con la proteina
TNF > ALB > TP53 > AKT1 > IL6. Por otro lado, si se toma en consideracion
a las proteinas, podemos decir que en el caso de la AKT1 su mejor interaccion fue
con el metabolito BCT > QCT > KPF > NRG > LCA, en el caso de la ALB su
interaccion mas preferible la consigue con el metabolito BCT > LCA > NRG >
KPF > QCT, respecto a la IL6 su interaccién méas conveniente la alcanza con el
metabolito KPF > BCT > NRG > QCT > LCA, en cuanto a la TNF la mejor
interacciéon la logra con el metabolito BCT > QCT > KPF > LCA > NRG, y
por ultimo para el caso de la TP53 su interaccién mas preferible la consigue con el

metabolito NRG > QCT > BCT > KPF > LCA.
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Figura 3.32: Mapa de calor de las Energias Libres de Interaccién
Para un mejor entendimiento de los resultados de las energias libres de interac-
cién AGy, realizamos un mapa de calor (ver figura 3.32), tanto tridimensional (ver
figura 3.32(a)) como bidimensional (ver figura 3.32(b)). Desde el mapa tridimen-
sional nos damos cuenta de que para el caso de la ALB se presentan las mejores

interacciones, en relacién al BCT, LCA y NRG, y se nota desfavorable para el caso
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del KPF y la QCT.

Asi mismo, para la IL6 observamos que solamente en los caso de BCT y KPF
las interacciones son favorables, por otro lado, para el caso de la TNF solo el BCT
y QCT son las interacciones favorecidas, mientras que para la TP53 la tnica in-
teraccion favorable que posee es con la NRG; esto lo podemos corroborar desde el
diagrama bidimensional, donde se aprecia con claridad cémo es la ALB quien presen-
ta las mejores energias de interacciéon, en comparacion al resto de sistemas proteicos,
para los metabolitos secundarios como el BCT, la LCA y la NRG, siendo la del g
Caroteno la mejor entre todas las interacciones de las cinco proteinas con las cinco
biomoléculas; para el caso de la IL6 también se aprecia como es que su interaccion
con mejor energia es con el BCT y especialmente con el KPF que es el metabolito
con el que su interaccién fue la mejor en comparacion al resto de sistemas proteicos.
Por otra parte, que la TNF solo tiene como favorables a su interaccién con el BCT y
la QCT, y en el caso esta ultima, es la mejor energia libre interaccién entre todos los
resultados; mientras que la TP53 es la segunda proteina con mejor energia libre de
interaccion para el metabolito NRG solo superada por la proteina ALB. Podemos
notar que el BCT y el KPF son las biomoléculas que generan una energia libre de

interaccién mas preferible entre las cinco proteinas.
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Conclusiones

1. Se obtuvo las cinco estructuras de los sistemas proteicos de la base de datos
de RCSB PDB, de igual forma para las estructuras de los cinco metabolitos

secundarios gracias a la base de datos de PubChem.

2. A partir de las estructuras tridimensionales de las proteinas, se logro completar
con éxito los residuos faltantes en aquellas que lo requerian haciendo uso del

programa Modeller.

3. La estabilizacién de las cinco moléculas se consiguié mediante las aproxima-
ciones semiempiricas y la Teoria Funcional de la Densidad con el software

Gaussian 16 y su visualizador, GaussView.

4. Selogré minimizar las fuerzas para cada uno de los sistemas proteicos y obtener

su correspondiente estructura equilibrada.

5. El equilibro de los cinco sistemas se consiguié con 10ns en un ensamble NVT
y 500ns en un ensamble NPT, generando de forma correcta las estructuras

equilibradas de cada sistema.

6. Gracias al servidor de LigParGen se gener6 los parametros correspondientes a
la forma funcional de campo de fuerza OPLS-AA para los cinco metabolitos

secundarios.

7. El acoplamiento molecular fue exitoso para cada proteina con los cinco dife-

rentes metabolitos secundarios seleccionando los resultados mas estables.
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8. Por consiguiente, la dindmica molecular de cada complejo alcanzo su estabili-
dad después de los 100ns en el ensamble NPT manteniendo las interacciones

con las cinco biomoléculas.

9. Finalmente, se analiz6 las caracteristicas de los potenciales electrostaticos y a
que zonas con determinada carga tienen una afinidad los ligandos. Por ultimo,
para las energias de interaccion se realizé el mapa de calor con el que se
encontré que la proteina ALB mantiene los mejores resultados al interactuar

con los metabolitos BCT, LCA y NRG.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar la dindmica molecular con el mismo tiempo de trayectoria
con los modelos tridimensionales en dimeros, trimeros y/o tetrameros dependiendo
de la proteina para corroborar que mantienen una estabilidad similar a su forma
monomérica. Asi mismo, se puede complementar los resultados del presente trabajo
con otro tipo de analisis como el andlisis de los bolsillos y tuneles y céalculos de
energia libre de interaccion con el método de MM-GBSA. Por ultimo, se puede
contrastar los resultados con ensayos in vitro e in vivo en el laboratorio para tener

datos experimentales que contradigan o apoyen los resultados de este estudio.
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Apéndice A

Secuencias

Todas las secuencias fueron extraidas del servidor de UniProt, y se presentan los
archivos tipo fasta que utilizamos en el presente trabajo.

Tabla A.1l: Secuencia Fasta del P31749

P31749
MSDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPR
PNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSL
AKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRH
PFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLK
LENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCG
RLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDAKEIMQHRFFAGIVWQ
HVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASGTA

Tabla A.2: Secuencia Fasta del P02768

P02768
MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNE
VTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFL(HKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLD
ELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAE
AKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQ
NCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQ
LCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~==> . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

Tabla A.3: Secuencia Fasta del P05231

P05231
MNSFSTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPAPVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQIRYILDGISALRK
ETCNKSNMCESSKEALAENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEFEVYLEYLQNRFESSEE
QARAVQMSTKVLIQFLOKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLQAQGNQWLQDMTTHLILRSFKEFLQSSLR
ALRQM

Tabla A.4: Secuencia Fasta del P01375

P01375
MSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFPRDLSL
ISPLAQAVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQV
LFKGQGCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKVNLLSATKSPCOQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDR
LSAEINRPDYLDFAESGQVYFGITAL

Tabla A.5: Secuencia Fasta del P04637

P04637
MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEA
APPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLA
KTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHERCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLD
DRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCA
CPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELPPGSTKRALPNNTSSSPOPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELN
EALELKDAQAGKEPGGSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD
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Apéndice B

Analisis de Estructuras

Secundarias

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



=%, UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPQSITORIO DE ‘
TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

B o B B
—my =

MSDVA I VKEGWLHKRGEY I KTWRPRY FLLKNDGTF IGYKER PQDVDQREA
] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
B
B

y Bl Some | ) B HI

(1 |
PLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTF I IRCLQWITV I ERTFHVETPEEREEWT
51 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

TAIQTVADGLKKQEEEEMDFR
101 105 10 15 120
Figura B.1: Estructura secundaria equilibrada del AKT1
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Figura B.2: Estructura secundaria equilibrada del ALB
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Figura B.3: Estructura secundaria equilibrada del IL6
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Figura B.4: Estructura secundaria equilibrada del TNF
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Figura B.5: Estructura secundaria equilibrada del TP53
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Apéndice C

Analisis de Ramachandran
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions .

Figura C.1: Andlisis de Ramachandran de la proteina equilibrada AKT1
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions .

Figura C.2: Andlisis de Ramachandran de la proteina equilibrada ALB
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions .

Figura C.3: Analisis de Ramachandran de la proteina equilibrada IL6
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
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Figura C.4: Andlisis de Ramachandran de la proteina equilibrada TNF
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions .

Figura C.5: Analisis de Ramachandran de la proteina equilibrada TP53
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