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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 la interaccion de cinco flavonoides de origen natural y un
inhibidor sintético (CL-82198) con la metaloproteinasa de matriz MMP-13, mediante
simulaciones de dindmica molecular. Los analisis estructurales, como el RMSD, RMSF y el
radio de giro, evidenciaron la estabilidad de los complejos formados. Asimismo, los
diagramas de Ramachandran confirmaron la conservacion de conformaciones favorecidas a
lo largo de la trayectoria de simulacion. El calculo de la energia libre de union, realizado
mediante el método MMPBSA, indic6 que la Nicotiflorina (NIC) present6 el valor mas
favorable (—349,348+29,041 kJ/mol), superando ligeramente al inhibidor sintético CL—
82198 (—340,569 + 25,390 kJ/mol). Estos resultados sugieren que NIC podria poseer un
mayor potencial inhibitorio sobre la MMP-13, lo que sugiere su posible incorporacién como

componente funcional en dietas orientadas al control de la osteoartritis.

Palabras clave: MMP-13, osteoatritis, dindmica molecular.
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ABSTRACT

In the present study, the interaction of five naturally occurring flavonoids and a synthetic
inhibitor (CL-82198) with matrix metalloproteinase-13 (MMP-13) was evaluated through
molecular dynamics simulations. Structural analyses, including RMSD, RMSF, and radius
of gyration, demonstrated the stability of the formed complexes. Additionally,
Ramachandran plots confirmed the maintenance of favored conformations throughout the
simulation trajectory. The binding free energy, calculated using the MMPBSA method,
showed that Nicotiflorin (NIC) exhibited the most favorable value (—349,348+29,041
kJ/mol), slightly outperforming the synthetic inhibitor CL-82198 (—340,569+25,390
kJ/mol). These results suggest that NIC may possess a greater inhibitory potential against
MMP-13, supporting its potential incorporation as a functional dietary component in

osteoarthritis management strategies.

Key words: MMP-13, osteoarthritis, molecular dynamics.
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INTRODUCCION

La Osteoatrtritis (OA) es conocida como una patologia articular altamente prevalente a nivel
mundial. Es caracterizada comunmente por la pérdida progresiva del cartilago en las articulaciones
y actualmente no existe una cura conocida para esta condicion (1)(2). Esto viene causando
problemas significativos en la poblacion que clinicamente son manifestados con dolor articular e
hinchazon. Afectando asi, la calidad de vida de las personas por los efectos funcionales limitantes
y la discapacidad motora progresiva asociada con el lento avance de la enfermedad (3)(4). Por otro
lado, ademas de ser una preocupacion médica importante, la OA impone un alto costo econdmico
global debido a los gastos asociados con su tratamiento y manejo continuo (5)(6).

Inicialmente, la OA estaba relacionada directamente con el envejecimiento, pero en realidad su
patogenia es multifactorial. Implica factores de riesgo modificable, como la obesidad y los hébitos
dietéticos; asi como factores no modificables, género y predisposicion genética (7)(8).

Ademas, la OA también puede desarrollarse tras una lesion traumatica aguda, a través de una
respuesta inflamatoria temprana que actia como un fenémeno fisiopatoldgico inicial (9)(10).

Esta respuesta inflamatoria desempeiia un papel crucial en la restauracion de la homeostasis que,
al no ser regulada adecuadamente, puede evolucionar hacia una inflamacién crénica. Esto
contribuye al desarrollo de diversas condiciones patoldgicas, afectando al cuerpo sin presentar
necesariamente sintomas evidentes (11)(12)(13). En este sentido, la matriz extra celular (MEC)
juega un papel fundamental en la integracion y funcion del cartilago articular (CA) (14)(15).
Dentro de los numerosos procesos que regulan la MEC, los condrocitos desempefian un papel
crucial al producir varias metaloproteinasas de matriz (MMPs), siendo la MMP-13 una de las mas
importantes debido a su capacidad para degradar al coldgeno tipo II, un componente clave del
cartilago (16). Este proceso es natural. Sin embargo, un desequilibrio entre la actividad de las
MMPs y de sus inhibidores naturales, los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs), es
favorecido por factores inflamatorios, y ademés puede contribuir a la degradacion acelerada del
cartilago, favoreciendo la progresion de la OA (17). Las MMPs provienen de una gran familia de
endopeptidasas y son dependientes del zinc. Lo que no solo es crucial para la actividad catalitica,
sino que su coordinacion es fundamental para la estabilidad estructural de la enzima. La

importancia para la inhibicion de la MMP-13 radica en su potencial para proteger la integridad del
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cartilago y frenar la progresion de la OA. Al reducir la actividad de esta metaloproteinasa, se puede
disminuir la degradacion del colageno tipo 11, lo que contribuye a mantener la estructura y funcion
del cartilago articular. Esto representa un objetivo interesante para el desarrollo de farmacos
terapéuticos (18)(19).

Este estudio se centra en la evaluacion computacional de la interaccion de la MMP-13 con
flavonoides naturales y uno sintético. La comprension de estas interacciones es fundamental para
explorar posibles estrategias inhibitorias basadas en simulaciones de dindmicas moleculares (DM).
En particular, se analizan las multiples interacciones de los metabolitos que influyen en la
expresion de MMP-13, enfocandose en contribuir a la identificacion de potenciales inhibidores de
MMP-13 que podrian ser relevantes en el desarrollo de tratamientos para la OA. El estudio de
flavonoides adquiere relevancia debido a su abundante presencia en alimentos de origen vegetal,
particularmente en el contexto de la dieta mediterranea. Ademads, este modelo alimentario,
altamente respaldado por investigaciones cientificas durante los Gltimos 50 afios, ha demostrado
tener un impacto significativo en la salud humana. Y los flavonoides, presentes en frutas, verduras
y productos como el aceite de oliva extra virgen, se han asociado con los diversos beneficios

nutricionales y efectos protectores frente a enfermedades cronicas (20).
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HIPOTESIS

Los flavonoides naturales presentan una posible capacidad inhibitoria frente a la MMP-13, enzima
clave en la degradacion del cartilago durante la osteoartritis, comparable a la del inhibidor sintético

CL-82198, lo que resalta su potencial como alternativas terapéuticas accesibles mediante la dieta.

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar el potencial de capacidad inhibitorio de cinco flavonoides naturales frente a la
metaloproteinasa MMP-13 mediante simulaciones de dindmica molecular, comparando sus

propiedades estructurales y energéticas con el inhibidor sintético CL-82198.

Objetivos Especificos

1. Obtener y preparar las estructuras tridimensionales de los flavonoides naturales, del
inhibidor sintético CL-82198 y de la metaloproteinasa MMP-13, mediante bases de datos
publicas y herramientas de modelado estructural.

2. Realizar acoplamiento molecular entre los ligandos y la MMP-13 para predecir los modos
de unidn y estimar la afinidad energética de cada complejo.

3. Ejecutar simulaciones de dindmica molecular a 200 ns para evaluar la estabilidad estructural
de los complejos formados entre MMP-13 y cada ligando.

4. Analizar los perfiles estructurales y dindmicos de los complejos mediante parametros como
RMSD (Desviacion cuadratica media), RMSF (Fluctuacién Cuadratica Media o Root Mean
Square Fluctuation), RG (Radio de giro) y diagramas de Ramachandran.

5. Estimar la energia libre de union mediante el método MMPBSA e identificar las
interacciones clave entre MMP-13 y cada compuesto, con el fin de seleccionar el flavonoide

con mayor potencial terapéutico.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO
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1.1 La Osteoartritis

La osteoatritis (OA) es la forma mas comun de artritis y una enfermedad articular cronica
caracterizada por la pérdida progresiva del cartilago articular y la remodelacion 6sea anormal
(21)(22)(23). No obstante, el concepto tradicional de OA como una simple enfermedad
degenerativa o de “desgaste" ha quedado obsoleto, puesto que viene a ser un tema mas complejo.
Actualmente, se define como una “enfermedad progresiva de las articulaciones sinoviales", esto
representa una reparacion fallida del dafio articular. Por consiguiente, es resultante de tensiones
iniciadas por anomalias en cualquiera de los tejidos de la articulacion sinovial (24). Entonces, este
proceso degenerativo no solo involucra factores mecéanicos, sino también, factores inflamatorios y
metabolicos (25). Por lo tanto, sus dafios progresivos en las articulaciones incluyen la degradacion
del cartilago articular, inflamacion de la membrana sinovial, alteraciones en el hueso subcondral,
formacion de osteofitos y cambios en el liquido sinovial (4). Estos efectos combinados deterioran
la funcionalidad articular, causando dolor, rigidez y pérdida de movilidad, especialmente en la
poblacion de los adultos mayores.

Las articulaciones comunmente mas afectadas incluyen la rodilla, la mano y la cadera (26)(27). Su

prevalencia varia segun la edad, el pais de origen y el género de la poblacion.

1.1.1 Impacto clinico y social

La OA tiene como principal causa la discapacidad a nivel mundial, principalmente en adultos

mayores.

Su padecimiento general causa el dolor articular cronico y afecta asi la calidad de vida de las
personas al tener una pérdida progresiva de la funcién articular. Esto se agrava por la inactividad
que, es tanto un sintoma como un factor de riesgo, y puede empeorar con el tiempo. Ademas, se ha
demostrado que los pacientes con OA tienen una mayor probabilidad de sufrir otras enfermedades,
como las cardiovasculares, diabetes, presion arterial alta, osteoporosis, y trastornos de salud
mental, como depresion y ansiedad (26). Sucesivamente, al incrementarse el dolor crénico que
llega a ser constante y persistente, se optan por tratamientos que resultan ser costosos a largo plazo.
Estos tratamientos que se siguen conllevan a una gran carga econdémica y emocional, donde no
siempre el tratamiento es el adecuado (22). Ademas, existen factores de riego que pueden agravar

la situacion, como, por ejemplo, la obesidad. Aunque los costos asociados incluyen tratamientos
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médicos, también existen intervenciones quirurgicas y gastos indirectos como la pérdida laboral y
cuidados prolongados. También se ha comprobado que existe una relacion directamente
proporcional entre el dolor musculoesquelético y el aislamiento social, donde los dolores causados
por la OA producen reduccion la movilidad y, por tanto, el aumento del riesgo de aislamiento

social. Todo esto incluye ansiedad, depresion, inactividad fisica y kinesiofobia (28).

1.2 Fisiopatologia de la Osteoartritis

La OA como enfermedad degenerativa degrada progresivamente el Cartilago Articular (CA) con
cambios en el hueso subcondral, inflamacion sinovial y formacion de osteofitos. Mediante factores

mecanicos, inflamatorios y metabolicos se contribuye al dafio y, por ende, al dolor y rigidez (29).

1.2.1 Estructura del cartilago articular

El cartilago articular (CA) es un tipo especializado de cartilago hialino que actia como un tejido
conectivo unico y multifacético para resistir los exigentes entornos biomecanicos en los que opera.
Su estructura especializada cubre y protege los extremos de los huesos de las articulaciones
sinoviales (30)(31). Esto proporciona resistencia mecéanica de baja fricciéon en superficies de
deslizamiento y cizallamiento, permitiendo movimientos suaves, al tiempo que absorbe fuerzas de
compresion de manera eficiente (31). Su funcidn principal es permitir que las articulaciones se
muevan de manera fluida y sin friccion, asegurando asi una distribucion de cargas del peso corporal
(32).

El menisco, que se encuenta dentro del CA, es una estructura clave en la articulacion de la rodilla
que ayuda a distribuir las cargas de compresion vertical transformandolas en tensiones
circunferenciales, conocidas como tensiones de aro, lo que evita el dafio en el cartilago articular.
Estas tensiones circunferenciales se generan gracias a la forma y composicion del menisco,
permitiendo que absorba y redistribuya las fuerzas de manera uniforme. Su funcién incluye la
absorcion amortiguadora de impactos, la lubricacion, la nutricion del cartilago, la propiocepcion y
el mantenimiento de la estabilidad articular (33).

Como el CA es sometido a constantes movimientos y cargas, viene a ser un tejido tnico que no

contiene nervios, vasos sanguineos ni linfaticos (34), por ello, el CA depende del liquido sinovial
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(LS) para su nutricion, lubricacion y reparacion. Es asi que, durante la nifiez, recibe nutrientes del
suministro vascular del hueso subcondral; sin embargo, en la adultez, pierde esta conexion
vascular, quedando el LS como su unica fuente de nutrientes a través de la superficie articular, lo
que limita su capacidad de recuperacion (35).

El CA, también, estd compuesto por una matriz extracelular (MEC) densa que contiene células
especializadas, los condrocitos, los cuales representan entre el 1% y el 5% del volumen total del
tejido (36). La MEC del cartilago articular estd formada principalmente por agua, coldgeno y
proteoglicanos, acompanados de pequefias proporciones de glucoproteinas y proteinas no
colagenas, que ayudan a estabilizar su estructura tridimencional. Esta composicion permite
mantener el agua dentro de la matriz, lo cual es crucial para conservar sus propiedades mecanicas
distintivas y su capacidad de resistir fuerzas mecanicas (34). Como se puede observar en la Figura
1.1, los componentes principales son: huesos articulados recubiertos por cartilago articular, liquido
sinovial en la cavidad articular, membrana sinovial, capsula de la articulacién y meniscos. Y cada

elemento contribuye a la funcion biomecénica y la estabilidad de la articulacion.

Figura 1.1

Estructura anatomica de una articulacion sinovial.
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Fuente: Elaboracion propia con BioRender.com

Las células clave en la OA son los condrocitos, estas células son las encargadas de mantener y

regular el equilibrio de la matriz extracelular (MEC) en el CA. Estas células lo hacen mediante la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

produccion y secrecion de componentes esenciales de la MEC, como el colageno tipo II, que
proporciona estructura y resistencia, y los proteoglicanos agregadores, como el agrecano, que
contribuyen a la retencion de agua y a las propiedades mecanicas del tejido (37). La MEC esta
compuesta principalmente por agua, que representa hasta un 80% de su volumen, junto con
coldgeno tipo Il y proteoglicanos. Este proceso es crucial para preservar la integridad funcional del
cartilago articular, especialmente en un entorno sometido a constantes cargas mecanicas y estrés.
Por otro lado, el cartilago articular estd formado por cuatro zonas que trabajan juntas para cumplir
diferentes funciones.

e Zona superficial: Es la capa mas externa del cartilago, estd en contacto directo con el
liquido sinovial. Compuesta por fibras de coldgeno més densamente empaquetado y
condrocitos alargados que parecen aplanados paralelos a la superficie articular (38). Esta
capa es esencial para resistir las fuerzas de compresion, balanceo, giros y deslizamientos
artrocinematicos (35).

e Zona media: Debajo de la zona superficial. Hay condrocitos que actian como un
amortiguador entre la zona superficial y la profunda, ya que, estos son mas grandes, de
ovoides a redondos, y estan dispersos de manera oblicua (39). Debido a su disposicion no
aplanada, los condrocitos contienen grandes cantidades de glucégeno y filamentos
intracitoplasmaticos que contribuyen a mantener la estructura de la MEC. Ademas, los
proteoglicanos se unen a las fibrillas mas gruesas de coldgeno, facilitando la retencion de
agua, mejorando la resistencia a la compresion y proporcionando soporte estructural (38).

e Zona profunda: Conecta el cartilago con el hueso subcondral (40) porque es la que absorbe
la mayor parte de la presion y garantiza que el cartilago se mantenga estable y firme en su
lugar. Los condrocitos tienen forma esferoidal y estdn organizados en columnas
perpendiculares a la superficie, lo que mejora la resistencia a la compresion (41). La matriz
extracelular contiene colageno tipo Il y proteoglicanos, esenciales para absorber cargas. La
linea de marea (tide mark) representa el limite entre el cartilago no calcificado y el cartilago
calcificado. La capa acelular marca la transicion hacia el hueso subcondral, el cual tiene
una resistencia mecanica menor en comparacion con el cartilago (41).

e Zona calcificada: La zona calcificada contiene pocas células con escaso citoplasma y
reticulo endopldsmico, lo que las hace casi disfuncionales y con baja actividad metabolica.

Su principal funcién es conectar el hueso subcondral con la zona profunda, asegurando una
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transicion efectiva en la distribucion de cargas mecanicas. Esta conexion se da gracias a los
cristales de hidroxiapatita, que proporcionan estabilidad estructural (38)(41). En la Figura
1.2, se representan las cuatro zonas principales del cartilago articular (superficial,
intermedia, profunda y calcificada) y su conexion con el hueso subcondral. La linea

tidemark delimita la transicion entre el cartilago no calcificado y calcificado.

Figura 1.2

Esquema del cartilago articular.
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Fuente: Elaboracion propia con BioRender.com

1.2.2 Progresion de la enfermedad

La progresion de la osteoartritis es un proceso complejo y multifactorial en el que se producen
cambios en la estructura y funcion de las articulaciones afectadas. El cartilago articular adulto tiene
una capacidad limitada de regeneracion debido a su hipovascularidad. El envejecimiento o uso
excesivo provoca una actividad catabdlica anormal de los condrocitos, lo que degrada la matriz
extracelular, altera la homeostasis articular y desencadena una respuesta inflamatoria en los tejidos
de la articulacion conforme va pasando el tiempo (42). Desde la Figura 1.3, se puede observar que
en el lado sano, el cartilago articular se encuentra intacto, manteniendo un espacio articular amplio
que permite movimientos fluidos y sin friccion. En el lado afectado, se observa el adelgazamiento

progresivo del cartilago debido a la degradacion de la MEC, acompanado de una respuesta
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inflamatoria en los tejidos periarticulares. Esto lleva a una reduccion del espacio articular y a la

exposicion del hueso subcondral, lo que incrementa la friccién y puede causar dolor.

Figura 1.3
Progresion de la Osteoartritis: La transicion de una articulacion sana (A) a una afectada por osteoartritis (B).
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Fuente: Elaboracion propia con BioRender.com

1.3 Factores de Riesgo de la Osteoartritis

Esta enfermedad no surge de un tinico desencadenante, sino de la interaccion o combinacion de

diversos elementos bioldgicos, mecanicos y metabolicos.

1.3.1 Factores biologicos (edad, sexo, genética)
1.3.1.1 Edad

La edad esta estrechamente relacionada con la OA, especialmente a partir de los 65 afos
(43)(44).Con el envejecimiento ocurren cambios bioldgicos en las estructuras articulares que

afectan al equilibrio homeostatico de la matriz extracelular (MEC) y desencadenan procesos de
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degradacion y mecanismos de reparacion limitada en el CA (21)(42)(45). Debido a Ila
inmunosenescencia (interaccion perjudicial en el sistema inmunoldgico que acompafia al
envejecimiento humano), el sistema inmune no solo experimenta un deterioro general en su
funcidn, sino que también sufre una desregulacion especifica en la respuesta inmune adaptativa.
Esto significa que, con la edad, el sistema inmune no solo se vuelve menos eficiente, sino que
también pierde la capacidad de adaptarse correctamente a las amenazas, como infecciones o
inflamaciones. Hasta el momento no hay una teoria que explique por completo el envejecimiento
(46). Aunque se caracteriza por la acumulacion de células senescentes en muchos tejidos. Se
postula, a nivel celular, que este proceso estd relacionado con el dafio mitocondrial, el estrés
oxidativo, la disfuncion endocrina y los cambios epigenéticos, todos ellos relacionados con la
inflamacion créonica debido a la incapacidad de mantener la homeostasis, donde una de las células
mas afectadas son los condrocitos.

Entonces, el envejecimiento en la OA abarca efectos reflejados en la funcionalidad del cuerpo
como la disminucion de la funcién inmunologica, la acumulaciéon de dafo celular, la falla de los
mecanismos de reparacion tisular y los transtornos neurologicos (47). Ademas, factores como la
pérdida de musculatura o la disfuncién del sistema nervioso central y periférico, propios del
envejecimiento, pueden acelerar la progresion de la OA al afectar los musculos que activan

correctamente a las articulaciones (48).

1.3.1.2 Género

Se ha evidenciado que las diferencias de género también afectan en el desarrollo de la OA de
manera natural, el sexo femenino tiene mayor susceptibilidad, especialmente en la época de la
menopausia, ya que las mujeres sufren con mas dolores debilitantes que los hombres (49)(50)(51).
Se estudiaron posibles efectos significativos relacionados con las hormonas como el estrogeno,
pero esta revision no es concluyente(52). Aunque, se ha observado que los estrogenos ejercen
efectos protectores sobre el cartilago al participar en la regulacion de su metabolismo, su
disminucién durante la menopausia podria explicar la mayor progresion de la OA en mujeres junto
con otros factores (53). Entonces, se deduce que su relacion con el género seria multifactorial,
involucrando factores hormonales, anatdmicos y genéticos, asi como diferencias en el estilo de
vida, actividades fisicas y exposicion a ciertos riesgos a lo largo del tiempo, que pueden influir en

la prevalencia y gravedad de la OA (51). Ademas, también influye que las mujeres tienen diferente
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morfometria articular, sus patrones de movimiento son diferentes con mayor trabajo mecanico y

reflejan diferente grado de percepcion con referente al dolor (49)(51).

1.3.1.3 Genética

La influencia de los factores genéticos en el desarrollo de la OA contribuye, al menos, en un 30%
al riesgo general de padecer la enfermedad (54). Sin embargo, este porcentaje varia
significativamente segun la articulacion afectada. Estudios recientes indican que la predisposicion
genética desempeia un papel mas determinante en la OA de cadera y mano, donde se ha estimado
una heredabilidad de aproximadamente 60%. En contraste, la OA de rodilla, que muestra una
menor influencia genética, con una heredabilidad estimada del 40%, siendo méas susceptible a
factores ambientales y biomecanicos, como la obesidad, las lesiones previas y la sobrecarga
articular (55)(56). Ademads, se han identificado numerosos genes asociados con la incidencia y
progresion de la OA, cada uno de los cuales contribuye con un efecto pequeiio al riesgo individual
(44)(54). La gran mayoria de estas variantes genéticas se localizan en regiones no codificantes del
genoma, donde se presume que actiian regulando la expresion de genes Diana relacionados con
procesos como la estructura del cartilago, la inflamacion y el metabolismo 6seo (57). Sin embargo,
la complejidad de la OA sugiere que las interacciones gen-ambiente también desempefan un papel

crucial (54).

1.3.2 Factores mecdnicos y metabdlicos

Ambos factores crean un entorno de desarrollo y progresion de la OA, donde el estrés fisico y las

alteraciones bioquimicas aceleran el dafo articular.

1.3.2.1 Lesiones

En el caso de la OA, la ruptura del ligamento cruzado anterior (LCA) constituye una de las lesiones
articulares mas severas. Estas lesiones suelen afectar también otras partes importantes de la rodilla,
como el cartilago articular, el hueso subcondral y los ligamentos colaterales y, especialmente, en
los meniscos. A pesar de los avances en la comprension de las patologias articulares, los
mecanismos precisos que vinculan la ruptura del LCA con el desarrollo acelerado de la OA atin no
estan completamente definidos. Se cree que las fuerzas extremas necesarias para dafar el LCA

también causan lesiones ocultas en el cartilago y el hueso y que cuando la lesién del LCA se
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combina con dafio meniscal, la prevalencia de OA aumenta significativamente, situdndose entre el
21% y 40% (55).
1.3.2.2 Obesidad

Se caracteriza como una enfermedad comorbida que contribuye al desarrollo de la OA, la cual
comparte estrechos vinculos con la diabetes tipo 2, la resistencia a la insulina, la dislipidemia y la
hipertension. Puesto que, la inflamacion crénica de bajo grado y la resistencia a la insulina actian
como factores comunes que conectan estas comorbilidades (44). Ademas, el peso que soportan las
articulaciones somete a los condrocitos a un estrés mecénico, lo que desencadena la inhibicion de
la sintesis de la matriz cartilaginosa y la liberacion de factores proinflamatorios y degradantes,

como COX-2, IL-1B, TNF-a, MMP-3, MMP-13 y agrecasa (ADAMTS) (22).

1.4 Contexto Clinico y Molecular de la Osteoartritis

1.4.1 Contexto clinico

1.4.1.1 Epidemiologia

La epidemiologia se encarga de estudiar la distribucioén y los determinantes de los procesos de
salud y enfermedad en poblaciones, permitiendo no solo monitorear su estado y evolucion, sino
también identificar factores de riesgo asociados. Este enfoque resulta clave para el desarrollo de
estrategias eficaces que promuevan la prevencion y el control de enfermedades, contribuyendo a
la mejora de la salud publica. En el caso de la OA, como se identificd en puntos anteriores, diversos
estudios han evidenciado que se trata de una enfermedad altamente prevalente, particularmente en
adultos mayores, mujeres y poblaciones con factores de riesgo como la obesidad. No obstante, aun
persisten lagunas en la comprension de ciertos determinantes especificos de su epidemiologia (3).
Entre los factores modificables mas destacados se encuentran el sobrepeso y las lesiones
articulares, cuya adecuada intervencion podria contribuir significativamente a prevenir o retrasar

la progresion de la enfermedad (58).

1.4.1.2 Limitaciones terapéuticas

La falta de una comprension completa sobre los procesos biologicos y moleculares implicados en

la OA limita el desarrollo de tratamientos efectivos. Actualmente, las terapias disponibles se
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enfocan principalmente en el control sintomatico, pero suelen representar una carga econémica
significativa para las familias que va incrementando anualmente (5). No obstante, los avances
recientes en la investigacion han permitido progresos prometedores, abriendo nuevas perspectivas
para el desarrollo de tratamientos innovadores y personalizados, como por ejemplo, los

medicamentos dirigidos (59).

1.4.2 Contexto molecular

1.4.2.1 Rol de la matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una red compleja de macromoléculas (compuesta por coldgeno,
enzimas y proteinas) que se encarga principalmente de brindar soporte estructural a los tejidos al
recibir fuerzas externas, y ademas bioquimicamente regula los procesos celulares (60)(61). Hay
dos relaciones entre las células y la matriz.
e (Células como constructoras de MEC: Las células de los tejidos (como los fibroblastos en
el tejido conectivo) son responsables de sintetizar y secretar los componentes de la MEC
(60). Al hacerlo, no solo estructuran el entorno tisular, sino que también crean
microambientes especificos que influyen en la organizacion, funcion y comportamiento de
las células vecinas. Esto se logra mediante sefiales microarquitectonicas, biomecanicas y
bioquimicas en la MEC, ademas de la secrecion regulada de mediadores solubles como
citocinas, factores de crecimiento y metabolitos (62).
e Impacto de la MEC en la funcion celular: La MEC esta compuesta por una amplia
variedad de macromoléculas que aportan diversidad estructural, bioquimica y funcional.
Esta complejidad permite que la MEC se adapte para cumplir su funcioén en el tejido,
regulando procesos celulares clave, como el crecimiento, la diferenciacion, la migracion, la
homeostasis, la supervivencia de las células en el tejido y la morfogénesis (63).
Ademas, la MEC constituye mas del 90% del cartilago articular, mientras que los condrocitos
representan menos del 5%. El resto de los componentes se encuentran en menor proporcion (64).
Entre los componentes mas importantes que permiten la estructura y funcion de la MEC del
cartilago articular se encuentran el coldgeno tipo Il y el proteoglicano sulfatado, agrecano (65). El
colageno tipo II forma una red fibrilar que proporciona resistencia mecanica y soporte estructural,
mientras que el agrecano, al retener grandes cantidades de agua gracias a sus cadenas de

glucosaminoglucanos (GAGs), permite que el cartilago soporte cargas de compresion y mantenga
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su elasticidad. En la OA la MEC se degrada dentro de las articulaciones sinoviales debido a un
desequilibrio entre la sintesis y la degradacion de sus componentes en la cavidad articular (66). La
destruccion del colageno tipo II y el agrecano se considera un proceso patolégico central, ya que
compromete la integridad estructural y funcional del cartilago, contribuyendo al deterioro

progresivo de la articulacion (65).

1.4.2.2 Metaloproteinasas de matriz (MMPs)

Se sabe que la OA se caracteriza principalmente por la inflamaciéon que se provoca en las
articulaciones. En este entorno, células inmunitarias que producen mediadores inflamatorios, como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las interleucinas (IL-1 e IL-7) cumplen una accién
regulatoria. Estos mediadores estimulan la produccion de MMPs, enzimas que degradan
componentes de la MEC, exacerbando la inflamacion y favoreciendo el dafio progresivo, sobre
todo, del cartilago tipo II (66). Cabe destacar que las MMPs son las principales y mas eficaces
enzimas capaces de degradar al coldgeno fibrilar, y su actividad estéd estrictamente regulada por
inhibidores endogenos conocidos como inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP), que
desempefian un papel esencial en mantener el equilibrio entre la sintesis y degradacion de la MEC
(61). Estas metaloproteinasas, dependientes de zinc para su actividad catalitica, junto con las
ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs), median la
degradacion de proteinas clave de la matriz extracelular del cartilago, incluyendo colageno y
elastina (que son sus sustratos importantes). Esta accion conlleva a la pérdida de integridad del
tejido cartilaginoso y contribuye al deterioro estructural caracteristico de patologias articulares, en
este caso, la OA (23)(67). Se reconoce también que los MMPs desempeian un papel en la
remodelacion del tejido vascular en procesos bioldgicos como la angiogénesis, la embriogénesis,
la morfogénesis y la reparacion de heridas y que su alteracion podria influir en la remodelacion
arterial y varios transtornos patologios (68). Otro punto de relevancia a considerar, es que las
MMPs son altamente homdlogas y cada una con una organizacion multidominio que refiere varias
regiones funcionales distintas. Todas poseen al centro catalitico dependiente del zinc (Zn2+), y este
es esencial por su capacidad para degradar una amplia variedad de proteinas que se formaron en la
MEC (como colageno, elastina y proteoglicanos). Y ademads, estas enzimas comparten una
estructura en comun tipica (aunque algunas contengan excepciones) como un propéptido N-
terminal de unos 80 residuos que mantienen a la enzima en estado latente, un dominio catalitico

central de aproximadamente 170 aminoacidos donde se localizan los iones Zn2+, una region de
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bisagra o conectora que le ofrece flexibilidad estructural y un dominio C-terminal de tipo
hemopexina; todo esto contribuye a la especificidad y a su localizacion celular de cada MMP. En
este sentido la topologia se conserva similar pero la diferencia radica en el subsitio de S1°, que es
un bolsillo hidrofébico bien definido de profundidad variable que es importante en las interacciones
(68).

e MMP-13: En modelos murinos de OA, se identifico a MMP-13 y Adamts5 como proteasas
clave en la degradacion de la matriz extracelular del cartilago. MMP-13, expresada y
producida por los condrocitos que residen en el cartilago, participa principalmente en la
descomposicion del colageno tipo II, que aporta resistencia y soporte estructural (66). Por
su parte, Adamts5 es la principal enzima responsable de la degradacion del agrecano,
proteoglicano que es fundamental para la capacidad del cartilago de resistir la compresion.
Aunque MMP-13 también puede degradar el agrecano, lo hace en menor medida. Entonces,
la accion conjunta de ambas proteasas resulta critica en el desarrollo y la progresion de la
enfermedad (65). La capacidad de Mmp-13 para atacar tanto el colageno como el agrecano
le otorga un doble papel en la destruccion de la matriz extracelular, contribuyendo
significativamente al deterioro del cartilago (66). Estructuralmente, esta
metalonoproteinasa tiene un sitio catalitico clave en el que un ion Zn2+ se encuentra
coordinado por tres residuos de histidina conservados, formando parte esencial del
mecanismo catalitico. La presencia de este ion metalico es indispensable, ya que sin ¢l la
enzima no puede llevar a cabo su funcioén con precision ni ejercer su actividad hidrolitica.
El bolsillo S1° es la clave de la especificidad del sustrato, y en el caso de la MMP-13 este
se encuentra en una zona intermediamente profunda, lo que hace que se diferencie de otras
MMPs Y es posible que sus inhibidores puedan conferir selectividad a Gnicamente esta

proteina (69)(70).

1.5 Inflamacion en la osteoartritis

Entre las principales rutas moleculares y factores inflamatorios involucrados, estan:
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1.5.1 Inflamacion de la membrana sinovial (sinovitis) y su impacto en la OA

Como se menciond, las lesiones articulares, como las causadas por la OA, desencadenan un proceso
inflamatorio en la membrana sinovial, que recubre ciertas articulaciones. Esta inflamacion no solo
contribuye al dolor y la disfuncion articular, sino que también puede actuar como un factor
independiente en el inicio y la progresion estructural de la enfermedad. Ademas, en la OA, la
permeabilidad de la membrana sinovial se ve alterada, lo que permite la entrada de mediadores
inflamatorios y células inmunitarias, amplificando el proceso inflamatorio (71)(72).

Esta inflamacion abarca una serie de anomalias histologicas y celulares que son perjudiciales. En
primer lugar, el sinovio, en su estado normal, no contiene células inflamatorias, estas s6lo aparecen
en respuesta a un proceso inflamatorio (72). En este contexto, a medida que el cartilago se degrada,
sus fragmentos microscopicos se liberan en el liquido sinovial, donde son detectados y fagocitados
por las células sinoviales. Es asi como estas células se activan e inducen la hiperplasia del
revestimiento sinovial, caracterizada por un aumento en el nimero de células sinoviales, asi como
de células estromales, lo que contribuye a una mayor produccion de mediadores proinflamatorios
(73), por ende, se perpetia un ciclo inflamatorio que agrava la degradacion del cartilago. Y como
resultado, la sinovitis. Por otro lado, los macrofagos, que se ubican en la capa de revestimiento del
sinovio, desempenan un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis tisular (74). Sin
embargo, cuando su regulacion se altera, contribuyen al proceso inflamatorio. Como consecuencia,
también se desencadena una respuesta inflamatoria exacerbada, con la liberacion de las citocinas
(como IL-1B y TNF-a) y las quimiocinas, que estimulan la actividad de las MMPs y ADAMTS.
Asi sucesivamente, se liberan mas fragmentos de cartilago al liquido sinovial, intensificando atin
mas la inflamacién y promoviendo la destruccion articular.

Ademas, la inflamacion sinovial favorece la infiltracion de las células inmunitarias, incluidos los
macrofagos y linfocitos T y B, activando una respuesta inmunitaria que perpetia aun mas la
inflamacion crénica en la articulacion. Sin embargo, naturalmente para contrarrestar este proceso,
tanto la membrana sinovial como el cartilago producen citocinas antiinflamatorias, aunque su
efecto puede no ser suficiente para frenar la progresion de la enfermedad. Por otro lado, la
membrana sinovial inflamada también influye en la formacion de osteofitos mediante la activacion
de proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), lo que contribuye también a la rigidez y al deterioro

estructural de la articulacion (72)(75)(76).
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En segundo lugar, esta la neoangiogénesis, un proceso mediante el cual se forman nuevos vasos
sanguineos a partir de los ya existentes. Se ha relacionado con el dolor articular (77). Durante la
lesion del cartilago, multiples vias de sefializacion regulan el proceso de reparacion, siendo el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el principal mediador. Este factor promueve la
proliferacion, migracion y supervivencia de las células endoteliales y su expresion se ha detectado
en el cartilago de pacientes con OA. La produccion de VEGF aumenta en respuesta a la hipoxia, la
inflamaciéon y el dafio tisular, favoreciendo la formaciéon de nuevos vasos sanguineos y
contribuyendo a la progresion de la enfermedad (78). Aunque la OA no se limita exclusivamente
a la via del VEGF, esta es una de las mas estudiadas y relevantes. La respuesta inflamatoria en el
cartilago es iniciada por citoquinas y quimiocinas producidas tanto por el propio cartilago como
por tejidos circundantes, como el tejido adiposo y el sinovio. Después de la lesion, factores
proinflamatorios como TNF-a, IL-1 e IL-6 se encuentran regulados al alza en el entorno local,
promoviendo la neoangiogénesis de manera directa o indirecta. Ademas, células inmunitarias como
macrofagos y neutrofilos se infiltran en el sitio lesionado durante las primeras etapas de la
inflamacion, secretando VEGF y MMPs, facilitando asi la formacion de nuevos vasos sanguineos
(78). Este proceso no solo perpetua la inflamacién, sino que también contribuye al deterioro
progresivo de la articulacion. Reforzando asi, la interaccion entre inflamacion y neoangiogénesis
en la OA.

En tercer lugar, la fibrosis sinovial y la regeneracion de fibrocartilago son procesos clave
involucrados en la fibrosis en la OA (79). Tras una lesion en el tejido sinovial, se activa una
respuesta de cicatrizacion y reparacion tisular que puede evolucionar hacia fibrosis sinovial, como
resultado de un desequilibrio entre la sintesis y degradacion de la MEC (80). Esta acumulacion
excesiva de MEC, como componente clave del tejido conectivo, contribuye a la rigidez articular,
especialmente en contextos de inflamacidn cronica o dafio tisular (81). Simultaneamente, el dafio
al cartilago articular estimula la formacion de fibrocartilago como un intento de reparacion dentro
de en un microambiente inflamatorio. Sin embargo, este tejido posee propiedades mecanicas
inferiores al cartilago hialino origina. En este proceso, la inflamacion cronica puede degradar la
matriz cartilaginosa. Induce una diferenciacion anémala de las células madre mesenquimales
(MSC) y promueve la desdiferenciacion de condrocitos hacia un fenotipo similar al de los
fibroblastos, lo que favorece la produccion de fibrocartilago en lugar de cartilago funcional (82).

A diferencia de la fibrosis sinovial, que se caracteriza por una acumulacioén excesiva de matriz
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extracelular en la membrana sinovial, el fibrocartilago surge dentro del cartilago articular como
una respuesta adaptativa al dafio. Mientras que la fibrosis sinovial contribuye a la rigidez y pérdida
de movilidad articular, el fibrocartilago intenta restaurar la estructura del cartilago, aunque con
menor capacidad de carga y resistencia mecanica. A pesar de estas diferencias, la mayoria de los
estudios han concluido que la presencia de sinovitis en la OA esté4 asociada con un dolor mas severo
y una disfuncién articular (76). No solo el cartilago se ve afectado, sino también el hueso
subcondral, los ligamentos y el sinovio, todos involucrados en un entorno inflamatorio. Y como se
menciond, como consecuencia la inflamacion cronica de la membrana sinovial contribuye al dolor,
la degradacion del cartilago y la remodelacion 6sea. Los mediadores inflamatorios activan MMPs,
promoviendo la destruccion del cartilago, mientras que la neoangiogénesis y la fibrosis alteran la
funcion sinovial y aceleran la progresion de la enfermedad. Ademas, se cree que la fibrosis también

forma parte de este proceso (79).

1.5.2 Citoquinas y mediadores inflamatorios involucrados

1.5.2.1 Citoquinas proinflamatorias

Las citoquinas desempefian un papel clave en el equilibrio entre la degradacion y regeneracion de
los tejidos (83). Como consecuencia, la degradacion del cartilago genera fragmentos o péptidos
derivados de la MEC, los cuales pueden activar a diversas células dentro de la articulacién, como
condrocitos, células o0seas y sinoviales, promoviendo la liberacion de citoquinas proinflamatorias.
Ademas, estas citoquinas no solo son liberadas por las células articulares, sino también por células
inflamatorias, como macréfagos y linfocitos (59). Por lo tanto, también pueden promover su propia
produccion (83). Las citocinas proinflamatorias elevadas desempenan un papel causal clave en la
alteracion de la homeostasis del cartilago en la articulacion (84). Estas no solo favorecen la
infiltracion celular, sino que también potencian la degradacion del cartilago mediante la induccion
de enzimas degradadoras de la matriz extracelular (76). En los tejidos afectados por OA, se ha
detectado un aumento de diversas citocinas proinflamatorias, como la interleucina (IL)-18, IL-6,
IL-15, IL-17, IL-18, el factor de necrosis tumoral (TNF)-a y el factor inhibidor de la leucemia
(LIF). Entre ellas, IL-1B y (TNF)-a desempefian un papel central en la progresion de la enfermedad,
ya que estimulan la produccion excesiva de metaloproteinasas de matriz (MMP), y como se sabe,

se acelera la degradacion del cartilago (22)(44)(85)
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1.5.2.2 Quimiocinas

Las quimiocinas son una subfamilia de citocinas de bajo peso molecular que, seglin la posicion de
sus residuos de cisteina (C), se clasifican en cuatro familias: CXC, CC, C y CX3C. La quimiocina
mas estudiada en la OA es el ligando 2 del CC (CCL2), también conocido como MCP-1 (proteina
atrayente de monocitos 1) (59). Ademas de CCL2, otros miembros de la familia CC, como CCLS5,
han sido implicados en la OA. No obstante, la evidencia sugiere que el eje CCL2/CCR2 tiene un
papel predominante en el reclutamiento de macrofagos y en la progresion del dafio articular.
También se estudid que la deficiencia de CCL2 regula a la baja las respuestas inflamatorias locales
en un modelo experimental de OA en ratdon mientras que la ausencia de CCRS o CCLS5 no mostro
efectos significativos en la progresion de la enfermedad ni en la acumulacion de macrofagos en las
articulaciones de la rodilla afectadas por OA (86). Al igual que ocurre con otras citoquinas
proinflamatorias, la estimulacion de condrocitos con CCL2 no solo reduce la sintesis de proteinas
de la matriz extracelular, sino que también aumenta la expresion de metaloproteinasas de matriz

(MMPs), lo que contribuye a la degradacion del cartilago (59).

1.5.2.3 Mediadores antiinflamatorios

Otro grupo, son las citoquinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10 e IL-13) que desempenan un papel
clave en la regulacion de la inflamacién y la proteccion del cartilago en la OA. La 1L-4 ejerce un
fuerte efecto condroprotector, ya que inhibe la degradacion de proteoglicanos en el cartilago al
reducir la secrecion de MMPs y disminuye la produccion de citoquinas inflamatorias. De manera
similar, la IL-10 también protege el cartilago al inhibir la produccion de MMPs y prevenir la
apoptosis de los condrocitos. Por otro lado, la IL-13 parece tener un efecto protector mas enfocado
en los fibroblastos sinoviales, reduciendo la inflamacién y promoviendo la sintesis de IL-1Ra
(antagonista de IL-1p). Sin embargo, el efecto de las citoquinas antiinflamatorias no es preventivo,
sino que funciona como una respuesta secundaria a la inflamacion existente. Su accion se observa
principalmente en células ya estimuladas por citoquinas proinflamatorias, mientras que en células
no inflamadas no se detectan cambios significativos. Este mecanismo de “accidén-reaccion” sugiere
que el impacto anticatabolico de estas citoquinas siempre estard condicionado a la presencia de
mediadores inflamatorios. Aunque muchos estudios respaldan su potencial terapéutico, las
citoquinas antiinflamatorias por si solas no logran detener completamente la progresion de la OA,

ya que no bloquean por completo las vias catabolicas (83).
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1.5.3 Estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial en la inflamacion

La disfuncion mitocondrial puede contribuir al desgaste articular al afectar distintas vias celulares.
Ademas de la generacion de energia, las mitocondrias participan en diversos procesos celulares,
incluyendo la apoptosis, la sefializacion de calcio y la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (87). Entre ellas, altera la sefalizacion por falta de oxigeno en las células del revestimiento
sinovial, deteriora la capacidad de los condrocitos para fabricar componentes del cartilago y afecta
su crecimiento. Investigaciones recientes han demostrado que la disfuncion mitocondrial y la
alteracion en la produccion de energia desempenan un papel clave en la OA. Los condrocitos de
pacientes con esta enfermedad presentan menor actividad mitocondrial, menor produccion de ATP
y mas radicales libres (ROS), lo que genera estrés oxidativo, muerte celular y mayor desgaste del
cartilago (88). Ademas, la ROS y la inflamacion estan estrechamente relacionadas, ya que un
exceso de radicales libres activa proteasas degradadoras de la matriz extracelular, promoviendo la
destruccion del cartilago y la disfuncion articular. En la OA, el estrés oxidativo surge cuando hay
un desequilibrio entre la produccion de ROS y la capacidad del sistema antioxidante para

neutralizarlas, lo que contribuye a un estado de inflamacion cronica (89).

1.5.4 Interaccion entre inflamacion y degradacion del cartilago

Como se mencion6 anteriormente, el cartilago es un tejido metabdlicamente activo que
experimenta una remodelaciéon continua, un proceso controlado por los condrocitos que son su
principal componente celular (90). Y cuando la OA inicia, lo hace por factores mecanicos adversos,
como estrés mecanico excesivo o lesiones articulares, que provocan dafio en los condrocitos. Estas
células, al ser afectadas, liberan mediadores inflamatorios y activan diversas vias de sefializacion
que contribuyen a la inflamacion local. A medida que el cartilago se degrada, se liberan alarminas
intracelulares (como S100A8/9 y HMGBI1) y fragmentos de la MEC, los cuales amplifican la
inflamacion tanto en el cartilago como en otras estructuras articulares. Estos fragmentos son
reconocidos por receptores del sistema inmunoldgico innato y desencadenan una respuesta
inflamatoria que incrementa la produccién de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas por parte
de los condrocitos. El entorno inflamatorio establece un ciclo de retroalimentacion, donde la
inflamacion potencia la degradacion del cartilago, y la liberacion de fragmentos de ECM intensifica

ain mas la inflamacion (74).
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1.5.5 Interaccion entre inflamacion y hueso subcondrial

La region subcondral incluye la marca de marea, la capa de cartilago calcificado y la placa 6sea
subcondral. La estrecha conexion fisica entre el cartilago y el hueso sugiere que existe una
interaccion bioquimica y molecular a través de su interfaz, tanto en articulaciones sanas como en
las afectadas por OA, aunque los mecanismos involucrados ain no se comprenden completamente
(91). Lejos de actuar como una barrera impermeable, la union hueso-cartilago presenta canales
vasculares, fisuras y microfisuras que permiten el intercambio de mediadores moleculares entre
ambos tejidos, afectando la homeostasis articular. En este entorno, se ha demostrado que esta
renovacion 6sea (remodelacion) juega un papel fundamental en la patogénesis de la OA, pues la
enfermedad se asocia con una pérdida 6sea temprana derivada del aumento de la remodelacion
Osea acelerada, que posteriormente evoluciona hacia una densificacion de la placa subcondral y a
la consiguiente pérdida del cartilago (92). Cabe destacar, nuevamente que la OA no es un proceso

aislado, sino una enfermedad compleja en la que diversos mecanismos estan interconectados.

1.5.6 Otros factores que desencadenan la OA

En la OA, la pérdida progresiva de condrocitos estd estrechamente ligada al desgaste del cartilago,
lo que induce cambios en su comportamiento celular. Como respuesta, los condrocitos activan
fenotipos hipertréfico y catabolico, caracterizados por un aumento en la expresion de enzimas
degradativas y marcadores de osificacion, lo que acelera la degradacion de la matriz extracelular y
contribuye al avance de la enfermedad (23). Entonces, la OA se reconoce cada vez mas como una
enfermedad que afecta a toda la articulacion, donde el cartilago, el sinovio, el hueso subcondral y
los musculos asociados presentan alteraciones patologicas durante su desarrollo y progresion. La
sinovitis cronica, caracterizada por la inflamacion persistente de la membrana sinovial, emerge
como una patologia central vinculada estrechamente con la degeneracion del cartilago y el estrés

oxidativo, factores clave en la enfermedad (22).

1.6 Diagnostico de la Osteoartritis

El diagnostico de la OA se basa en una combinacion de criterios clinicos, estudios de imagen y

biomarcadores.
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1.6.1 Evaluacion del dolor

El dolor causado por la OA es complejo hasta la actualidad y varia entre individuos. Actualmente,
su evaluacion depende de observaciones subjetivas y signos clinicos observables, lo que dificulta
su manejo (93). Mientras que algunas personas experimentan un aumento progresivo del dolor,
otras permanecen estables por afios, y curiosamente, esta variacion no siempre esta relacionada con
la progresion de la enfermedad. Durante la OA, los nociceptores se vuelven mas sensibles
(sensibilizacion periférica), lo que provoca que estimulos leves generen dolor y limita la movilidad,
también conocido como dolor nociceptivo, que es comun en casos de OA. Con el tiempo, la
estimulacion constante puede derivar en dolor neuropatico. Es asi como, la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) introdujo el término "dolor nociplasico", que es un
tipo de dolor que surge debido a una sensibilizacion en el sistema nervioso, sin que haya un dafio

evidente en los tejidos o en los nervios (93)(94)(95)(96).

1.6.2 Técnicas de Imagen

Las imagenes siguen desempefiando un papel importante en la evaluaciéon de la OA (97). El
diagnostico y seguimiento de la OA ha avanzado con nuevas tecnologias de imagen, incluyendo
resonancia magnética (RM) mejorada, tomografia computarizada (TC) de soporte de peso, PET-
MRI (Tomografia por Emision de Positrones - Resonancia Magnética), ultrasonido con contraste
y técnicas fotoacusticas. Ademas, la inteligencia artificial también se ha integrado en el analisis de
imagenes médicas (98). Aunque, la radiografia sigue siendo la técnica inicial mas utilizada, su baja
sensibilidad limita la deteccion temprana. En cambio, la RM permite visualizar la morfologia y
composicion del cartilago, siendo clave en la investigacion y en la evaluacion de la progresion de
la enfermedad. Y el ultrasonido es ttil para detectar sinovitis, osteofitos y extrusiéon meniscal,
aunque su papel en la OA temprana alin estd en estudio (99). La eleccion de la técnica depende del
objetivo clinico: radiografia para diagnodstico inicial, RM para seguimiento estructural y

ultrasonido para inflamacion articular.
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1.6.3 Biomarcadores

Los biomarcadores, o marcadores moleculares, son mediciones bioldgicas que permiten evaluar
los efectos de una intervencion en vias moleculares y celulares, ademas de predecir la efectividad
de un tratamiento (100). Pueden ser moléculas especificas, como proteinas, lipidos o acidos
nucleicos, o manifestarse a través de cambios fisioldgicos, como alteraciones en la expresion
genética, la estructura celular o el metabolismo (101). En la OA, su aplicacion es clave para la
deteccion y diferenciacion temprana de la enfermedad, aunque su desarrollo y validacién atn son
limitados (102). Entonces, un biomarcador en este contexto puede actuar como una molécula
efectora que contribuye al dafio articular, un producto resultante de dicho dafo, o ambas cosas

(103).

1.7 Flavonoides como Agentes Terapéuticos

1.7.1 Introduccion a los flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos naturales ampliamente distribuidos en frutas,
verduras y otros productos de origen vegetal. Su estructura basica, compuesta por un esqueleto C6—
C3—-Ce, les confiere una doble funcionalidad: por un lado, actian como potentes antioxidantes,
neutralizando radicales libres y protegiendo contra el dafio oxidativo; por otro, desempefian un
papel clave en la sefializacion celular. Estos compuestos pueden interactuar con receptores
celulares y proteinas clave, como quinasas y enzimas, modulando cascadas de sefializacion que
regulan diversas respuestas fisiologicas y la expresion génica (104). En este contexto, los
flavonoides estan distribuidos de manera desigual en la naturaleza, con ciertos alimentos como
fuentes principales, y su estructura polifenolica los hace sensibles a enzimas oxidativas y a la
coccion (105). Ademas, se ha demostrado que los flavonoides poseen propiedades antioxidantes
en sistemas in vitro, ademas de efectos antiinflamatorios, inmunomoduladores, antivirales,
antialérgicos y anticancerigenos, donde su actividad antioxidante y antiinflamatoria contribuye a
mitigar el estrés inducido por toxinas y a prevenir enfermedades crénicas (106)(107)(108). Es por
ello que, en esta revision, se abordaré el potencial terapéutico de algunos flavonoides en la OA,
haciendo énfasis en su papel en la regulacion de la expresion de metaloproteinasas de matriz
(MMPs), particularmente la MMP-13, cuya sobreexpresion estd asociada a enfermedades

inflamatorias y degenerativas. Entonces, se examinaran las propiedades farmacologicas de estos
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distintos flavonoides, su biodisponibilidad y sus mecanismos de acciéon mediante estudios de
acoplamiento molecular (docking), con el objetivo de identificar aquellos con mayor potencial para

su aplicacion en terapias dirigidas.

1.7.2  Clasificacion y propiedades generales

Los flavonoides tienen actividad antioxidante, pero esta depende de su estructura (109). Son
compuestos con efectos pleiotropicos, lo que significa que pueden influir en diversos procesos
bioldgicos a través de mecanismos distintos (110). Desde el punto de vista estructural, los
flavonoides naturales se pueden clasificar en distintos subgrupos, tales como flavonoles, flavonas,
catequinas, antocianinas e isoflavonas. Ademas, estos compuestos tienen el potencial de inhibir las
respuestas inflamatorias mediadas por la via de sefializacion NF-«B, el cual regula los procesos
inflamatorios e inmunologicos, asi como de prevenir la degradacion de la matriz extracelular y la

apoptosis de los condrocitos (111)(112)(113).

1.7.3 Flavonoides naturales estudiados

Ciertos flavonoides han sido objeto de estudio por su potencial para inhibir la actividad de MMP-
13. Mediante docking molecular, se busca identificar interacciones clave entre estos compuestos y

la enzima, con el objetivo de evaluar su posible aplicacion en estrategias terapéuticas para la OA.

1.7.3.1 Rutina

La rutina es un flavonol perteneciente a los rutinosidos, derivado de la quercetina, en el que

un grupo hidroxi en la posicion C-3 esta sustituido por glucosa y ramnosa (114). Es abundante en
diversas fuentes vegetales, como citricos, trigo sarraceno, manzanas y té verde, lo que la hace un
compuesto relevante en la dieta (115)(116). Ademés, la rutina (con foérmula molecular
C27H30016), posee multiples actividades biologicas, incluyendo propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antialergénicas, antimicrobianas, antivirales y citoprotectoras (117). Por ende,
sus estudios se centran en sus propiedades antioxidantes y su capacidad para modular diversas vias
de sefializacion celular, lo que la ha posicionado como un compuesto de interés en la investigacion

de enfermedades inflamatorias y degenerativas (118)(119)(120).
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1.7.3.2 Nicotiflorina

La nicotiflorina, o kaempferol-3-rutindsido, es un flavonoide glucosilado (con féormula molecular
C27H30015), presente en plantas (121). Tiene la estructura quimica basica de los flavonoides que
son dos anillos aroméaticos unidos por un anillo heterociclico de oxigeno. Se ha estudiado por sus
propiedades antioxidantes, hepatoprotectoras, antiinflamatorias, antiparasitarias y de

neuroproteccion, lo que la hace relevante en la investigacion de diversas enfermedades (122)(123).

1.7.3.3 Orientina

La orientina (C21H20011) es un flavonoide C-glucosilado derivado de la luteolina, caracterizado
por su solubilidad en agua y su presencia en diversas plantas que son medicinales, como las hojas
de bambu y la albahaca sagrada (124)(125)(126). Destaca por su potente actividad antioxidante y
antiinflamatoria, ademas de ejercer una influencia prominente en la inhibicion de la apoptosis y la
neuroproteccion, lo que le confiere propiedades cardioprotectoras, vasodilatadoras y terapéuticas
en enfermedades inflamatorias (127)(128). Ademas, su capacidad para inhibir el estrés oxidativo y
modular respuestas inflamatorias la convierte en un compuesto de interés. Agregado a esto, en
modelos de osteoartritis en ratones, se ha observado que la orientina puede atenuar la respuesta

inflamatoria (126).

1.7.3.4 Vitexina

La vitexina (C21H20010) es un glucésido de flavona de apigenina, que esta presente en diversas
fuentes vegetales como la passiflora, vitex, el bambu y el mijo perla (129)(130). Se ha caracterizado
por su potente actividad antioxidante, antiinflamatoria y analgésica, ademas de sus efectos
neuroprotectores, antitumorales y cardioprotectores (131)(132)(133). Puede eliminar eficazmente
los radicales reactivos, aumentar los niveles de antioxidantes endogenos y reducir las reacciones
peroxidativas; ademas, esta contribuye a preservar la actividad de la catalasa en las mitocondrias,
posiblemente a través de la via mediada por el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) (134). Su capacidad
para donar electrones y eliminar radicales libres la posiciona como un compuesto de interés en la

investigacion de enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas (132).

1.7.3.5 Apigetrina

La apigetrina también es conocida como apigenina-7-O-f-D-glucdsido (con formula molecular
C21H20010), es un flavonoide natural ampliamente distribuido en frutas, verduras y hierbas,

conocido por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antifingica, antimutagénica y
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anticancerigena (135)(136). Esta presente en hojas, semillas, verduras, frutas y diversas plantas
medicinales, como Teucrium Gnaphalodes, Stachys Tibetica Vatke y Scutellaria Baicalensis
Georgi (136). Estudios han demostrado que puede inhibir la activacion de ciertas vias de

sefalizacion celular, como JNK, involucradas en la inflamacion inducida por TNF-a (112).

1.7.4 Inhibidor selectivo sintético

Los inhibidores sintéticos han despertado un considerable interés debido a su capacidad para
modular de manera eficaz la actividad excesiva o desregulada de las MMPs. Estos compuestos
destacan por su rapido y eficiente bloqueo de enzimas clave, lo que les confiere un alto potencial
terapéutico. Ademas, presentan ventajas importantes, como una mayor selectividad hacia subtipos
especificos de MMPs, mejor biodisponibilidad y una menor toxicidad en comparacidon con otras

estrategias terapéuticas (137).

1.7.4.1 Inhibidor CL-82198

Este inhibidor, desarrollado como un tratamiento farmacologico para prevenir la progresion de la
OA, presenta una alta selectividad hacia la MMP-13 y ha demostrado eficacia en modelos animales,
donde logr6é mitigar la destruccion del cartilago y reducir el dafio articular. Sin embargo, su
aplicacién ain enfrenta limitaciones, como la necesidad de una administracion frecuente en

modelos preclinicos (138)(88)(139).

1.8 Quimica Cuantica Aplicada al Estudio Molecular

La quimica cuantica proporciona el marco teérico fundamental para describir el comportamiento
de los electrones en sistemas moleculares. A través de métodos como la teoria del funcional de
densidad (DFT) y la aproximacion de orbitales moleculares, es posible analizar la estabilidad
electronica, la reactividad quimica y las interacciones intermoleculares. Estas herramientas son
esenciales en el estudio computacional de moléculas y complejos biomoleculares, permitiendo
predecir propiedades estructurales y energéticas con alta precision. En términos generales, la
quimica cuantica (QC) aplica los principios de la mecénica cuantica para analizar las caracteristicas
quimicas y fisicas de &tomos, moléculas y materiales (140). Su uso en la simulacién computacional

facilita la comprension de interacciones a nivel electronico.
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1.9 Mecanica Molecular y Simulacion Computacional

La mecanica molecular (MM) y la simulacion computacional constituyen metodologias esenciales
para el estudio de sistemas biomoleculares, permitiendo modelar y predecir la estructura,
estabilidad y dindmica de moléculas complejas. Mediante el uso de campos de fuerza y métodos
de simulacion, se sabe que es posible evaluar las interacciones proteina-ligando y explorar su
relevancia en procesos bioldgicos y farmacologicos. Para abordar estos conceptos, se han
considerado fuentes que son especializadas como “Computational Chemistry and Molecular
Modeling"de Ramachandran et al. (2008) (141), “Computer Aided Drug Design (CADD): From
Ligand-Based Methods to Structure-Based Approaches"de M. Rudrapal y C. Egbuna (2022) (142)
y el volumen 4 del libro “Comprehensive Medicinal Chemistry II"de John B. Taylor y David J.
Triggle (2007) (143).

1.9.1 Modelos Moleculares y Simulaciones
La quimica computacional permite el estudio de sistemas moleculares mediante modelos teoricos

y simulaciones, permitiendo estudiar la estructura, interaccion y dindmica de las moléculas a nivel
atomico. Dentro de este campo, se emplean diversos enfoques que varian en complejidad y
precision, desde modelos mecéanicos clasicos hasta célculos cuéanticos avanzados. Uno de los
métodos mas utilizados es la MM, que trata a los atomos como esferas conectadas por enlaces
semejantes a resortes, permitiendo la optimizacion geométrica de moléculas grandes en tiempos
computacionales reducidos y asi simular sistemas biologicos complejos debido a su rapidez y
eficiencia. Este enfoque es la base del docking molecular, ya que permite evaluar la conformacion
y afinidad de ligandos con receptores bioldgicos. Ademas, la simulacion mediante dindmica
molecular (DM) permite modelar la evolucion temporal de sistemas moleculares, facilitando la
comprension de procesos como el reconocimiento molecular y la estabilidad de complejos
macromoleculares (en la Tabla 1.1 se visualiza de manera clara que técnica es la méas adecuada

para el tipo de sistema molecular (144)).
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Tabla 1.1

Métodos computacionales seglin el tipo de molécula o sistema estudiado.

TIPO DE MOLECULA O SISTEMA TECNICAS RECOMENDADAS
Ligandos pequefios DFT / Semiempirico

Interaccion proteina-ligando MM / Docking molecular
Optimizacion conformacional MM /DFT

Estudios de estabilidad enzimatica Semiempirico / ab initio

Complejos proteina-ligando en solvencia MD (Molecular Dynamics)

Fuente: Adaptado de Leach AR. Molecular modelling: principles and applications. 2nd ed. Harlow:
Pearson Education; 2001(144).

Ademas, como la DM permite estudiar la evolucion temporal de sistemas biologicos aplicando las

Leyes de Newton, las ecuaciones de movimiento se expresan de la siguiente manera:

2
i (1)

dt dt?

Estas ecuaciones clasicas de movimiento se resuelven mediante el método de diferencias finitas,

asi generar las trayectorias de MD.

1.9.2 Evaluacion Energética y Conformacional de Ligandos

El estudio de interacciones moleculares es crucial para comprender y predecir el comportamiento
de los ligandos en sistemas bioldgicos. La evaluacion energética y conformacional permite
caracterizar tanto la estabilidad estructural como la accesibilidad a los sitios de union, facilitando
el disefio y optimizaciéon de moléculas con actividad bioldgica. Es asi como la MM proporciona
una metodologia répida y eficiente para la optimizacion de geometrias moleculares mediante la
modelizacion de atomos como esferas conectadas por enlaces elasticos, similares a resortes. A

partir de pardmetros predefinidos, como longitudes de enlace y angulos de torsion, es posible
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minimizar la energia de una estructura molecular, permitiendo la prediccion de conformaciones
estables y la evaluacion de la flexibilidad estructural de un ligando. En el contexto de la simulacion
de la DM, se pueden analizar variaciones estructurales de los ligandos a lo largo del tiempo en
condiciones fisiologicas. De todas manerasn hay que recalcar que la combinacion de estos enfoques
computacionales con datos experimentales permite un andlisis mas preciso de la estabilidad

conformacional, la accesibilidad a sitios de union y las propiedades energéticas de los ligandos.

1.10 Campos de Fuerza y Simulacion Molecular

Para describir la energia de un sistema molecular, es necesario definir un campo de fuerza, el cual
es un conjunto empirico de funciones matematicas que modelan la energia potencial en funcion de
sus coordenadas atdmicas, describen la interaccion entre atomos y permiten estimar la estabilidad
estructural de un sistema. En este contexto, la energia potencial total de un sistema molecular en

un campo de fuerza se expresa comao:

ETotal = EEstiramiento + EFlexi(’m + ETorsic’m + EElectrostética

+ EVan der Waals == EPuente de hidrégeno (2)

Donde:
¢ EEksiaamiento: €S la energia de estiramiento de los enlaces.
o  Erixion: €s la energia de flexion de angulos de enlace.
e Erosion: representa la energia torsional.
®  Egiectrostatica: €8 1a interaccion entre cargas parciales.
®  Evan der waals: considera interacciones de dispersion y repulsion.

®  Ebpuente de hidrogeno: modela los enlaces de hidrogeno

Para analizar la estabilidad conformacional y energética de los ligandos, es fundamental minimizar

la energia del sistema. Este proceso permite encontrar estructuras de menor energia optimizando
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su geometria y eliminando tensiones estéricas. Es asi como, la minimizacion de energia se basa en
la resolucion de las ecuaciones de movimiento de Newton con el campo de fuerza seleccionado
(T=0). Para ello, se establece un nimero determinado de pasos de equilibracion y, posteriormente,
se aumenta la temperatura del sistema reescalando las velocidades hasta alcanzar un estado estable,
en el que sus propiedades ya no varien significativamente con el tiempo. En la Figura 1.4 se ilustran
las contribuciones a la energia potencial de un sistema molecular, incluyendo la distancia de enlace,

angulo de enlace, torsion y las interacciones no enlazantes.

Figura 1.4

Interacciones enlazantes y no enlazantes en un campo de fuerzas de Mecanica Molecular.

Distancia

Torcién
de enlace

Angulo de
enlace

‘\/’

Interacciones
no enlazantes

Fuente: Elaboracion propia con BioRender.com

Para obtener informacion dindmica sobre los ligandos en su entorno, se recurre a la simulacion
molecular, que es un método computacional que permite analizar el comportamiento de sistemas
moleculares a través de modelos matematicos. Dependiendo del nivel de precision requerido, se

pueden emplear distintas técnicas de simulacion, cada una con enfoques especificos.
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1.10.1 Principales Campos de Fuerza

Los campos de fuerza desempenan un papel fundamental en la simulacion de la MD de ligandos,
especialmente en el descubrimiento de farmacos, ya que garantizan la precision en la
representacion de pequefias moléculas organicas. Para ello, estos modelos han sido continuamente
actualizados y también optimizados, incorporando nuevos parametros que abarcan una mayor

diversidad de entidades quimicas (145). Los principales son:

1.10.1.1 AMBER

El campo de fuerza AMBER fue desarrollado para modelar biomoléculas, enfocandose

inicialmente en proteinas y acidos nucleicos, aunque con el tiempo se ha ampliado para incluir
ciertos compuestos organicos y polimeros. Destaca por su precision en la descripcion de geometrias
moleculares en fase gaseosa, energias de solvatacion, frecuencias vibracionales y energias
conformacionales. Ademas, este emplea una representacion United Atom (UA), en la que los
hidroégenos no polares se combinan con los atomos pesados a los que estan enlazados, reduciendo
la complejidad y el costo computacional. No obstante, esta aproximacion puede comprometer la
precision en ciertos sistemas, especialmente en la prediccion de algunas propiedades estructurales

y energéticas (146).
1.10.1.2 CHARMM

El campo de fuerza CHARMM, gracias a su flexibilidad, puede utilizarse en la simulacioén de
diversos sistemas, que van desde moléculas pequefias hasta las macromoléculas biologicas en
medios acuosos. Sobresale, entonces, en el analisis de interacciones y energia conformacional, asi
como en la determinacion de geometrias, estados de minima energia, dindmica temporal, barreras
rotacionales, frecuencias vibracionales y energia libre. Asimismo, incorpora una funcion de energia
integral y adaptable, lo que lo convierte en una herramienta eficaz para multiples aplicaciones en
simulacion (147).

1.10.1.3 OPLS

OPLS es uno de los campos de fuerza utilizados en MOFs (estructuras metal-organicas) para la
captura de carbono, y suele combinarse con métodos como QM/MM para mejorar la precision en
las interacciones electrostaticas y efectos de polarizacion. En particular, OPLS-AA es un modelo
detallado y preciso, con la flexibilidad de adaptarse mediante parametrizacion adicional. Al ser un

campo de fuerza All-Atom, representa explicitamente todos los dtomos de la molécula, lo que
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proporciona una descripciéon mas precisa de las interacciones moleculares en comparacion con los
modelos United Atom, aunque algunos grupos funcionales pueden requerir ajustes especificos para

su correcta simulacion (148).

1.10.1.4 GROMOS

GROMOS es un campo de fuerza integrado en el paquete de simulacion molecular GROMOS
(Groningen Molecular Simulation package), disefiado para estudiar sistemas biomoleculares a
través de dinamica molecular. Su desarrollo ha estado enfocado en la simulacion de proteinas,
nucleotidos y azucares en soluciones acuosas o apolares. Aunque es ampliamente utilizado en estos

entornos, su aplicacion en fase gaseosa presenta ciertas limitaciones (149).

1.10.2 Parametros y Contribuciones Energéticas

En esta seccion se describen los pardmetros empleados en el campo de fuerza, incluyendo términos
para la energia de enlaces, angulos, torsiones e interacciones no covalentes como electrostatica y

van der Waals.

1.10.2.1 Energia de Enlaces, Angulos y Torsion

En la DM, la energia de enlace es un componente clave de la funcion de energia potencial, que
gobierna el movimiento de los 4tomos en la simulacion. La energia de enlace varia segun el tipo
de interaccion quimica, influyendo en la resistencia estructural de los materiales y biomoléculas.
Los enlaces mas débiles, como las interacciones de Van der Waals (~0.0654 kcal/mol), contrastan
con los enlaces covalentes simples C-C (~83 kcal/mol), dobles C=C (~146 kcal/mol) y triples C=C
(~195 kcal/mol). Ademas, los enlaces de hidrogeno (2-10 kcal/mol) y los enlaces disulfuro (~51
kcal/mol) juegan un papel clave en la estabilidad de proteinas y otras macromoléculas (150). En
dindmica molecular, los 4ngulos y la torsiéon desempefian un papel fundamental en la estabilidad y
conformacion de las moléculas. La energia angular se encarga de mantener la geometria molecular,
mientras que la energia torsional regula las rotaciones alrededor de los enlaces simples,
determinando asi las conformaciones preferidas de una molécula. El modelado de estas
interacciones se basa en ecuaciones especificas dentro de los campos de fuerza. La energia de

angulo de enlace se describe mediante una expresion:
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1
Eéngulo = Eke 6 — 00)2 (3)

Donde:
e FEangulo : Energia potencial debido a la deformacién angular.

e /0 : Constante de fuerza del angulo (determina la rigidez del angulo).

0 : Angulo actual entre los tres 4tomos considerados.

00 : Angulo de referencia o de equilibrio en el campo de fuerza.

Por otro lado, la energia torsional se representa mediante una serie de cosenos, lo que permite

describir los minimos y maximos energéticos de las rotaciones moleculares:

N
4
Etorsion = Z Vn[l + cos (nw — ]/)] (4)
n=0
Donde:
e [Etorsion : Energia potencial torsional.

e Vn : Pardmetro de barrera torsional (determina la magnitud de la barrera de energia).

o : Angulo de torsion, definido por cuatro atomos en secuencia (1-2-3-4).

n : Multiplicidad, que indica el nimero de minimos energéticos en una rotacion de 360¢ .
e v : Factor de fase, que ajusta la posicion de los minimos de energia en la curva torsional.
En los campos de fuerza utilizados en dinamica molecular, es esencial que los perfiles energéticos

torsionales sean correctamente parametrizados para obtener simulaciones precisas.

1.10.2.2 Interacciones de van der Waals y Electroestdatica

Las fuerzas no enlazadas son clave porque determinan cdmo interactiian y se organizan los atomos
y moléculas en distintos sistemas, afectando propiedades como la estabilidad estructural, la
solubilidad y el reconocimiento molecular. A diferencia de los enlaces quimicos, estas fuerzas

actian sin necesidad de una conexion directa entre los 4&tomos. Se dividen en dos tipos principales:
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las interacciones electrostaticas y las fuerzas de van der Waals, que dependen de la distancia entre

las particulas (151).

1.11 Interacciones Proteina-Ligando en Docking Molecular

El estudio de las interacciones proteina—ligando mediante herramientas computacionales ha
permitido comprender con mayor precision la estabilidad estructural, la afinidad de union y la
selectividad de compuestos bioactivos hacia sus blancos moleculares. En particular, el
acoplamiento molecular (docking) permite predecir la orientacion mas favorable de una molécula
pequena dentro del sitio activo de una proteina, estimando la energia de interaccion entre ambos.
Estos calculos se complementan con simulaciones de dindmica molecular, las cuales utilizan
campos de fuerza de MM para describir las interacciones intra e intermoleculares entre el ligando,
la proteina y el solvente. Asi, estas técnicas permiten racionalizar el disefio y seleccion de

candidatos terapéuticos con mayor afinidad y especificidad hacia la proteina diana (152).

1.12 La bioinformatica en biotecnologia

La bioinformatica es una disciplina interdisciplinaria que emplea métodos computacionales para
predecir la estructura, funcion y sitios activos de proteinas, facilitando la interpretacion y el
complemento de datos experimentales. Estos enfoques permiten identificar regiones funcionales
asociadas tanto a la actividad biologica como catalitica de una molécula, siendo especialmente
utiles cuando se integran con técnicas experimentales en estudios con fines biomédicos o
biotecnolédgicos (153). En el contexto de la bisqueda de compuestos bioactivos, los productos
naturales contintan siendo una fuente relevante de innovacion en biotecnologia. No obstante, la
alta tasa de redescubrimiento de moléculas ya conocidas ha motivado un cambio de paradigma,
mientras antes el acceso a metabolitos dependia casi exclusivamente del cultivo, hoy en dia se
recurre a enfoques Omicos que complementan dicha estrategia. Estas herramientas permiten
identificar y evaluar metabolitos previamente no caracterizados, fortaleciendo asi el papel de la
quimica analitica como disciplina clave dentro de la biotecnologia moderna. Este enfoque
integrado ha permitido no solo ampliar el repertorio de compuestos con potencial terapéutico, sino
también sentar las bases para el disefio racional de nuevas entidades moleculares. Asi, surge la

posibilidad de desarrollar “moléculas de disefio” mediante estrategias de biologia sintética y
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modelamiento computacional, orientadas a la produccion eficiente y dirigida de compuestos con
valor farmacolégico o industrial (154). El andlisis de datos bioldgicos requiere comprender los
principios fisico-quimicos que rigen la biologia molecular. Debido al volumen y complejidad de la
informacion generada, resulta indispensable aplicar herramientas computacionales de alto
rendimiento capaces de analizar, modelar y transformar esos datos en conocimiento
biologicamente significativo (155). En este contexto, la bioinformadtica no solo agiliza los procesos
de analisis, sino que también permite formular hipdtesis funcionales y estructurales con valor
experimental. A través del uso de software especializado y aproximaciones como MMPBSA, se ha
podido predecir el comportamiento estructural y energético de los complejos proteina-ligando en
condiciones similares a las fisiologicas y que confirman la alta afinidad. En el ambito
biotecnoldgico, estos hallazgos respaldan el potencial de dichos compuestos como inhibidores en
el tratamiento de la osteoartritis y evidencian el valor estratégico de la bioinformatica. Al predecir
con alta fidelidad las interacciones moleculares antes de la validacion experimental, se acelera la
seleccion de candidatos terapéuticos, se reducen los costos preclinicos y se optimizan los recursos
disponibles. En consecuencia, la bioinformatica se consolida como una herramienta esencial en la
biotecnologia moderna, al integrar el andlisis computacional con aplicaciones orientadas al

desarrollo de soluciones terapéuticas innovadoras (156).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA
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2.1 Detalles Computacionales

2.1.1 Hardware

Durante todo el proceso metodoligico se utiliz6 una estacion de computo de alto rendimiento
equipada con el sistema operativo Ubuntu de 64 bits, basado en Debian. El equipo cuenta con un
procesador AMD® Ryzen 9 5950X de 16 nticleos y 32 hilos, 64 GB de memoria RAM, tres discos
duros de 1 TB, 4 TB y 6 TB, y dos tarjetas graficas: GTX 980 y NVIDIA GeForce RTX 3080 Ti.

2.1.2 Base de datos

Para el desarrollo de este estudio, se emplearon diversas bases de datos y herramientas

computacionales especializadas en modelado molecular y dindmica molecular.

2.1.2.1 PDB
El Protein Data Bank (PDB) (157) es una base de datos fundamental en la biologia estructural,

proporcionando acceso abierto a estructuras tridimensionales de las macromoléculas biologicas
como proteinas y acidos nucleicos. Almacena mas de 155,000 estructuras de proteinas, ADN y
ARN a nivel atomico, determinadas experimentalmente mediante cristalografia de rayos X,
resonancia magnética nuclear (NMR)y microscopia electronica tridimensional (3DEM). Desde su
creacion, ha evolucionado para atender a una comunidad cientifica en constante crecimiento,

facilitando avances en biomedicina, biotecnologia y bioingenieria (158)(159).

2.1.2.2 PubChem

PubChem (160)es una plataforma de acceso publico gestionada por el Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina de EE.UU. Su base de
datos contiene informacion quimica detallada, incluyendo estructuras en 2D y 3D, asi como
propiedades fisicas, quimicas y datos de reactividad. Aunque se centra principalmente en moléculas
pequefias, también abarca una amplia variedad de compuestos, como siRNA, miRNA,

carbohidratos, lipidos, péptidos y macromoléculas quimicamente modificadas (161).
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2.1.3 Servidores

2.1.3.1 GROMACS 2022.3

GROMACS (162) es un software de codigo abierto que se utiliza en la MD. Permite realizar
diversos tipos de célculos y ofrece herramientas computacionales avanzadas para la preparacion,

analisis y estudio de energia libre (163).

2.1.3.2 UCSF Chimera

UCSF Chimera (164)es un software de visualizacion y analisis estructural que integra informacion
de secuencias de proteinas con estructuras tridimensionales. Ofrece ventajas como su capacidad
para una visualizacion avanzada, métodos unicos para andlisis de secuencia-estructura,

documentacién detallada y desarrollo continuo de una corrida computacional (165).

2.1.3.3 AutoDock Vina

AutoDock Vina es un programa de codigo abierto ampliamente usado en el acoplamiento
molecular. Las dindmicas conformacionales desarrollan acoplamientos moleculares en multiples
de los ligandos. El objetivo es predecir las conformaciones de limite y la afinidad de enlace para la

prediccion mas eficiente de union (166)(167).

2.1.3.4 Gaussian 16 y GaussView 6

Gaussian 16 es un software de quimica computacional utilizado para predecir energias, estructuras
moleculares, frecuencias vibratorias y otras propiedades fisicoquimicas de los compuestos como
ejecucion en segundo plano sin interfaz visual propia (168). GaussView 6 es la interfaz grafica
nativa del sistema gaussiano, es decir, permite interactuar con Gaussianl6 de una manera grafica

y mas sencilla (169).

2.1.3.5 PDBSum

PDBSum es una plataforma web que ofrece un analisis de la arquitectura estructural de complejos
proteina-ligando a partir de datos del PDB. Mediante representaciones graficas y descripciones
detalladas, proporciona informacion sobre la organizacion de la estructura secundaria, las
interacciones moleculares y otros parametros estructurales clave, facilitando una caracterizacion

integral a nivel atomico (170).

2.1.3.6 LigParGen

LigParGen (171)(172)(173) es un servidor web que automatiza la generacion de parametros de
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campo de fuerza OPLS-AA para moléculas orgénicas, permitiendo su integracion eficiente en
simulaciones de dindmica molecular (MD). Su disefio simplifica la asignacion de parametros y la

creacion de archivos compatibles con los principales paquetes de simulacion (173).

2.1.3.7 MMPBSA

MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area) (174) es un enfoque
computacional ampliamente utilizado para la estimacion de energias libres de unidon en
interacciones biomoleculares, particularmente en el estudio de complejos proteina-ligando. Este
método, basado en simulaciones de dindmica molecular, representa un compromiso entre precision
y eficiencia computacional, situdndose entre los modelos empiricos de puntuacion y los rigurosos

métodos de perturbacion (175)(176).
2.1.3.8 APBS

APBS (Adaptive Poisson—Boltzmann Solver) (175) es un software disenado para poder resolver
ecuaciones de electrostatica continua en grandes ensamblajes biomoleculares, tiene aplicaciones
en quimica, biologia y biomedicina. En este contexto, sirve para calcular la electrostatica de
biomoléculas en solucion mediante la resolucion de la ecuacion de Poisson-Boltzmann. Es
ampliamente utilizado en estudios de solvacion, interacciones biomoleculares, estabilidad de

macromoléculas y calculos de energia libre en sistemas biologicos (177).

2.2 Metodologia

2.2.1 Extraccion de la proteina

En esta investigacion, se empled la metaloproteinasa MMP-13, que como se menciond, es una
enzima fundamental en la degradacion de la matriz extracelular y estrechamente implicada en los
procesos inflamatorios asociados a la OA. Su estructura cristalina fue obtenida del Protein Data
Bank (PDB) en formato .pdb por medio del ID 3ZXH (178), constituyendo el modelo de referencia

para las simulaciones y posteriormente para los analisis computacionales.

2.2.2 Modelado de la proteina

Para el modelado de la proteina se utilizo0 UCSF Chimera para limpiar la estructura, eliminando

moléculas y solventes no pertenecientes a la proteina (por ejemplo, HOH, GOL, E41 e iones de
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calcio). Posteriormente, se extrajo la cadena principal B y se completd su secuencia mediante el
modulo integrado de Chimera Modeller, utilizando la linea de comandos para incorporar los
aminoacidos faltantes. Cabe destacar que se conservaron los dos iones de Zn+ presentes, dado que

son esenciales para la actividad de la MMP-13.

2.2.3 Edicion del campo de fuerza OPLSAA para Zinc

Como se mencion6 anteriormente, las metaloproteinasas son dependientes del zinc, por lo que es
fundamental conservar el ion Zn+ en su posicion durante la simulacién de dindmica molecular. No
obstante, el campo de fuerza empleado es el OPLS-AA en GROMACS, y este no incluye
parametros para el Zn, lo que requiere realizar ajustes en la parametrizacion para incorporarlo

correctamente.

2.2.3.1 Modificacion del campo de fuerza

Para poner anadir al ion Zn2+, se realizaron modificaciones en los archivos correspondientes dentro
del directorio del campo de fuerza, los archivos que se editaron fueron:
e ions.itp: Para definir al i6n Zn2+ como una molécula independiente con carga +2.

e atomtypes.atp: Para agregar al Zn2+ como tipo de atomo.

Tabla 2.1

Parametros principales del ion Zn2+

Parametro Valor
Masa (g/mol) 65.38
Carga (e) +2

Tipo de atomo opls_412b
Sigma (nm) 0.210

Fuente: Adaptadacion propia de GROMACS OPLS-AA force field.

e aminoacids.rtp: Para incluir al Zn2+ como residio reconocible.

e ffnonbonded.itp: Segun literatura, se afiaden las interacciones no enlazadas para Zn2+.
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En la Tabla 2.1, se presentan los parametros definidos para el Zn2+.

2.2.3.2 Definicion de restricciones de distancia

Para mantener la estabildad del Zn2+ con la proteinadurante la simulacion, se establecieron
restricciones de distancia. Estas restricciones se afiadieron en un archivo de pardmetros

(distance restraints.itp) por medio del archivo PDB en Chimera.

2.2.3.3 Ajustes en el archivo de los parametros de simulacion (.mdp)

Se realizaron ajustes en los archivos de la dindmica molecular (.mdp), activando restricciones y

residuos. Y el resumen de las modificaciones se preseta en la Tabla 2.2:

Tabla 2.2

Archivos modificados y cambios realizados

Archivo Modificacion realizada
ions.itp Inclusion de los parametros del ion Zn2+
distance_restraints.itp Definicion de restricciones de distancia

para Zn2+y los residuos coordinadores.

.mdp Ajustes en los parametros de simulaciéon
para considerar las restricciones de Zn2+

(disre=Simple)

Fuente: Elaboracion propia.

2.2.4 Cdlculo de cargas atomicas

Para la parametrizacion de la proteina, se empleo el campo de fuerza OPLS-AA en GROMACS.

Para ello, se llevaron a cabo calculos de quimica cuantica mediante Gaussian 16 y GaussView
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6,donde se determinaron las cargas Hirshfeld utilizando la teoria del Funcional de la Densidad

(DFT).

2.2.5 Simulacion de Dinamica Molecular de la proteina

La simulacion de dindmica molecular de la proteina se realizo utilizando el software GROMACS
2022.3. Primero, se llevo a cabo la minimizacion de energia para eliminar tensiones estructurales
y solapamientos atomicos en la estructura proteica. Luego, el sistema fue solvatado con el modelo
de agua TIP3P y se afiadieron contraiones para neutralizar la carga neta. A continuacion, se realizo
la equilibracion en dos fases:

e NVT: Se estabilizo la temperatura del sistema a un valor fisioldgico, permitiendo que las

moléculas de agua y la proteina alcanzaran un equilibrio térmico.
e NPT: Se ajusté la presion y la densidad del sistema para replicar condiciones

experimentales mas realistas.

2.2.6 Estabilidad de la proteina

La estabilidad estructural de la proteina se evalu6 mediante el anélisis de RMSD (Root Mean
Square Deviation), RMSF (Root Mean Square Fluctuation) y radio de giro (Rg). Estos pardmetros
fueron calculados a lo largo de la simulacion para determinar la conformacion y flexibilidad de la
proteina. Los resultados indicaron que la estructura alcanz6 un estado estable, con variaciones
dentro de rangos aceptables, lo que sugiere una conformacién bien equilibrada durante la dindmica
molecular.Como resultado, la proteina estabilizada se emple6 en la siguiente etapa del estudio,

donde se llevo a cabo la dindmica molecular en presencia de los ligandos.

2.2.7 Extraccion de flavonoides naturales y el sintético

Los flavonoides utilizados en el estudio fueron obtenidos de la base de datos PubChem, cada
uno con su codigo respectivo.
¢ Flavonoides naturales: Rutina (RUT ID:5280805), Nicotiflorina (NIC ID: 5318767),
Orientina (ORI ID: 5281675), Vitexina (VIT ID: 5280441) y Apigetrina (API ID:
5280704).
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e Inhibidor sintético: CL.82198 (CLS8 ID: 2777).
Las estructuras fueron descargadas en formato SDF y posteriormente visualizadas mediante el

software UCSF Chimera para su analisis estructural.

2.2.8 Determinacion de la complejidad

Para la parametrizacion de los ligandos con la proteina, se utilizo el servidor web LigParGen, el
cual gener6 automaticamente las cargas atomicas compatibles con el campo de fuerza OPLS-AA
a partir del archivo .pdb de cada uno de los ligandos con la proteina. A partir de este, se obtuvieron
los archivos .itp y .gro de todos, que son esenciales para la simulacion en GROMACS.
Adicionalmente, se realizaron célculos de quimica cudntica mediante Gaussian 16 y GaussView 6,
donde se determinaron las cargas Hirshfeld a partir de calculos DFT. Las cargas fueron utilizadas
para mejorar la precision en la representacion electrostatica del ligando antes de emplear la

aplicacion de la simulacion de dinamica molecular.

2.2.9 Acoplamiento molecular “Docking”

El acoplamiento molecular se realizé utilizando el software AutoDock Vina, configurado para
generar 1000 interacciones de acoplamiento para cada uno de los seis complejos proteina-ligando.
Posteriormente, se seleccionaron las conformaciones con la menor energia de acoplamiento para

su andlisis estructural y evaluacion de interacciones clave.

2.2.9.1 Minimizacion y equilibrio Proteina-Ligando
El sistema proteico fue minimizado con cada uno de los ligandos y luego fueron equilibrados todos
los complejos. La minimizacion se realiz6 a doble precision. Posteriormente, se realizo el equilibrio
del sistema en dos etapas:
e Ensambles NVT: Se llevo a cabo una simulacion de 10 ns a 309.65 K para estabilizar la
temperatura del sistema.
e Ensambles NPT: Seguidamente se realiz6 una simulacion de 200 ns, con la temperatura
en 309.65 K y una presion de 1 bar para la estabilizacion de la presion y densidad del
sistema.

Est6 permitié que los complejos de proteina-ligando alcanzaras su estado estable.
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2.2.10 Analisis post-equilibrio

Previo a la visualizacion y andlisis estructural, se eliminaron las condiciones de periodicidad de
todos los complejos. Posteriormente, se verificaron pardmetros de estabilidad estructural como
RMSD, RMSF y Radio de Giro, asegurando que las conformaciones alcanzadas fueran
representativas del estado de equilibrio. Ademas, para un analisis estructural mas detallado, se
empled PDBsum, lo que permitié evaluar las interacciones secundarias, la composicion de los

elementos estructurales secundarios y la presencia de puentes de hidrogeno.

2.2.11 Analisis de energias de interaccion

Para el anélisis post-equilibrio, se llevd a cabo la estimacion de la energia libre de union AGint
(kcal/mol) utilizando la metodologia MMPBSA, promediando las energias de enlace de cada frame
dentro de la region estable de la simulacion de dindmica molecular, con un intervalo de 0.5 ns. La
identificacion de estas regiones estables se realizé mediante graficos de RMSD, asegurando asi una
mayor precision en los calculos energéticos. El célculo de la energia de enlace promedio se realizo
con g mmpbsa, un script en Python ejecutado en un entorno Linux, generando los archivos de
salida "full_energy.dat "summary energy.dat", los cuales contienen los valores

promediados y sus desviaciones estandar de los diferentes componentes energéticos.
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3.1 Estructura de la proteina

El sistema proteico de interés, la metaloproteinasa de matriz MMP-13 (colagenasa 3), fue obtenido
de la base de datos Protein Data Bank (PDB), con el identificador 3ZXH (179). Su estructura
cristalina fue visualizada y analizada utilizando el software UCSF Chimera (ver figura 3.1). Es
importante considerar que, el archivo original contenia dos cadenas de la enzima, asi como residuos
de solvente y moléculas empleadas en el proceso de cristalizacion. Ademas, se identificaron &tomos
de calcio (representados en color verde) y dos 4&tomos de zinc por cada cadena (representados en

color morado), ambos elementos esenciales para la funcion estructural y catalitica de la enzima.

Figura 3.1

Estructura tridimensional de la metaloproteinasa de matriz 13 (MMP-13).

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera a partir de la estructura cristalografica depositada
en el Protein Data Bank (PDB ID: 3ZXH)

Por otro lado, debemos mencionar que las cadenas proteicas se hallan incompletas y debemos
realizar el llenado de los vacios mediate algin método adecuado, parta ello hemos seleccionado el
método por Homologia para lo que se utilizara el servidor en linea Modeller. En este sentido,
hicimos uso de una cuenta autorizada por Modeller, con licencia académica, para que a través del
software UCSF—Chimera, procedamos a en primer lugar seleccionar la cadena y completar los

residuos perdidos.
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Figura 3.2
En la imagen se muestra la secuencia antes y después del completado por homologia.

@ O chain B: collagenase 3

File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

3zxh (#0) chain B 104 YNVFPRTLKWSKVNYTPDMTHSEVEKAFKKAFKVWSD\VTPL
3zxh (#0) chain B 154 TRILHDG IAD IMISFG/IKEHGDFYPFDGPSGL LAHAFPPGPNYGGDAHFDD
3zxh (#0) chain B 204 DET@SSSKG{MLFLVAAHE FGHSLGLDHSKDPGALMFP IYTYTGKSHFM
32xh (#0) chain B 254 LPDDDVQG I QSLYGPGDEDPN

(a) Se observan los aminoacidos de la cadena B de la proteina 3ZXH, en la que se evidencia la ausencia de
ciertos residuos

@ O chain B: collagenase 3

File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

3zxh (#0) chain B 104 YNV FPRTLKWSKVNYTPDMTHSEVEKA FKKAFKVWSDV TP L
3zxh (#0) chain B 154 TRILHDG IAD IMISFGIKEHGDFYPFDGPSGLLAHAFPPGPNYGGDAHFDD
3zxh (#0) chain B 204 DET@SSSKLFLVAAHE FGHSLGLDHSKDPGALMFP IYTYTGKSHFM
3zxh (#0) chain B 254 LPDDDVQG IQSLYGPGDEDPN

(b) Se muestra la misma cadena tras haber sido completada con el programa Modeller

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera a partir de la estructura cristalografica depositada
en el Protein Data Bank (PDB ID: 3ZXH)

Se selecciond la cadena B, la cual presentaba secuencias incompletas; por ello, procedimos a
completar la estructura utilizando el servidor en linea Modeller. Tanto la secuencia original
incompleta como la version completada pueden observarse en la Figura 3.2. Si bien la numeracion
de los residuos no inicia en 1 -ya que originalmente comenzaba en el residuo 104-, se aplicd una
renumeracion para iniciar desde el residuo 1, asegurando la numeracion consecutiva y coherente a
lo largo de toda la cadena. Esta enumeracion facilito el anélisis estructural posterior. Finalmente se
obtuvo una cadena continua compuesta por un total de 171 aminoacidos.

En la figura 3.2a, el recuadro de rojo, son los aminoacidos perdidos, los cuales se completaron por
homologia, lo que en la figura 3.2b podemos observar que ya esta completada.

El resultado de la proteina completa la podemos observar en la Figura 3.3, donde podemos apreciar
en una escala de colores de arcoiris (sin mayor significancia que la representacion), donde se han
conservado los atomos de Zinc, los cuales se hallan representados de color morado. Es esta

proteina, la que utilizaremos para el proceso de simulacion de dindmica molecular. En la imagen,
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se muestra la estructura completa de la proteina, resaltando la presencia de los iones de zinc (Zn),
los cuales desempefian un papel clave en su actividad catalitica. La visualizacion permite identificar

la organizacion estructural de la proteina, incluyendo sus regiones de hélices alfa y ldminas beta.

Figura 3.3

Representacion tridimensional de la metaloproteinasa MMP-13 completa en la
cadena B.

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera a partir del PDB.

Los metabolitos secundarios utilizados como ligandos para la interaccioén con la proteina fueron
seis: cinco flavonoides naturales y un compuesto sintético, identificado como un prometedor
tratamiento para la osteoartritis (OA) a través de la inhibicion de la MMP-13. Estos metabolitos
fueron obtenidos de la base de datos PubChem y se describen en la Tabla 3.1.

Los metabolitos empleados pueden observarse en la Figura 3.4, donde se representan sus
estructuras quimicas en 2D. Todas las moléculas presentan el esqueleto caracteristico de los

flavonoides, compuesto por dos anillos aromaticos unidos por un sistema oxigenado. La presencia
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de grupos hidréxido (-OH) y cetonas (C=0O) les confiere sus propiedades antioxidantes. Se
diferencian en dos subgrupos principales: las flavonas, que carecen de un grupo -OH en la posicion
C3, y los flavonoles, que poseen un -OH en C3, formando parte del amplio grupo de los

flavonoides.

Tabla 3.1

Metabolitos secundarios y el compuesto sintético que fueron utilizados en el presente estudio.

Metabolito PubChem ID Codificacion
Rutina 5280805 RUT
Nicotiflorina 5318767 NIC
Orientina 5281675 ORI
Vitexina 5280441 VIT
Apigetrina 5280704 API
Cl1-82198 Lidliel CL8

Fuente: Elaboracion propia a partir de PubChem (160).

Para realizar la estabilizacion de nuestra proteina como para todos los metabolitos secundarios, se
hizo uso del campo de fuerza OPLS-AA, en el caso del los atomos de Zinc, tuvimos que incorporar
la definicién adecuada de los parametros requeridos, como el mantener en forma restringida la
region de movimiento de los atomos de Zinc; por lo que se defini6 el campo de fuerza opls_412b
dentro de la paqueteria de Gromacs, para el caso de los metabolitos secundarios, la definicion de
los atomos no es estandar dentro del campo de fuerza OPLS-AA, para lo que tuvimos que hacer
uso del servidor de la Universidad de Moscu (http://erg.biophys.msu.ru).

Adicionalmente, corregimos las cargas mediante la aproximacion de Hirshfeld, lo cual fue

calculado en el paquete computacional Gaussian 16.
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Figura 3.4

Estructuras quimicas de los metabolitos secundarios y del inhibidor sintético

(¢) Orientina (d) Vitexina

OH OH O
HOUOH
HO N0

(e) Apigetrina

LR

0 L_o

(f) C1-82198

Fuente: Elaboracion propia mediante el Software ChemDraw.
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La restriccion de la posicion para los dos atomos de Zinc, fue agregado en el archivo de
topologia, introduciendo las siguientes lineas que se muestran en la Figura 3.5.

Figura 3.5

Archivo de parametros de la distancia de restriccion empleada

[ distance_restraints ]

;oail aj type index  type’ low upl up2 fac
2638 1866 1 0 1 0.0 0.15 0.25 1.0
2638 1926 1 1 1 0.0 0.15 0.25 1.0
2638 2012 1 2 1 0.0 0.15 0.25 1.0
2639 1155 1 3 1 0.0 0.15 0.25 1.0
2639 1175 1 & 1 0.0 0.15 0.25 1.0
2639 1366 1 5 1 0.0 0.15 0.25 1.0
2639 1528 1 6 1 0.0 0.15 0.25 1.0

€619

Fuente: Elaboracion propia. Donde “ai” y “aj” corresponden a los indices atomicos asignados a los
iones Zn** en la proteina.

Donde la primera columna nos indica el nimero del &tomo metélico, y la segunda columna nos
indica el atomo de algin residuo que interacciona con el 4&tomo metdlico. La tercera y quinta
columna nos indica el tipo de interacciodn, si es simple, doble o de cualquier otro tipo, la cuarta
columna es el indice interno de la declaracion de la restriccion de la posicion, esta siempre debe
empezar en cero; la sexta columna nos indica el valor mas bajo para la distancia entre los dos
atomos que estamos restringiendo, por defecto es siempre cero; la séptima y octava columna nos
representa a la distancia minima de enlace y la distancia mdxima de enlace en la que se puede
mover los 4&tomos que estamos restringiendo; y la novena columna define el factor por el que es

multiplicado la distancia en caso de exceder la interaccion.

Una vez definidos los requerimientos del campo de fuerza tanto para la proteina como para los
metabolitos secundarios, se procedid a la estabilizacion, el primer paso fue introducir la proteina

en una caja cuya distancia de los extremos hacia la pared de la caja fue de 1nm, en este paso también
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renombramos la numeracioén en uno de los residuos y se mantuvo el nombre de la cadena en B;

exigimos que la caja fuera ctbica.

El siguiente paso fue generar las topologias necesarias mediante el programa pdb2gmx de
Gromacs, con esta informacion, se continu6 con la solvatacién de nuestra proteina en el sistema
cubico, y la neutralizacion del sistema, en cuyo caso agregamos iones salinos en una concentracion
de 0.15M, para simular el sistema en condiciones fisiologicas. La siguiente etapa fue la
minimizacion de las fuerzas en el sistema, para evitar movimientos no deseados durante la
simulacion de dinamica molecular, se exigio un delta en la energia de 1.0 kj/mol, como criterio de
convergencia. Una vez minimizado el sistema, se introdujo la temperatura, mediante el termostato
de modificado de Verlet, activado con el comando V-rescale, para esto se realizd una simulacion
de 10ns, con una temperatura de referencia de 309.65K, y una t de temperatura de 0.1 (méxima
variacion). Una vez culminada esta etapa, procedimos a la simulacion de dinamica molecular
introduciendo el barostato de Parrinello-Rahman, con una presion de referencia de 1.0Bar y una

variacion de 0.1. El tiempo de simulacion para esta etapa fue de 600ns.

Figura 3.6

Estructura 3ZXH al final de la Simulacion de Dinamica Molecular.

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera a partir del PDB.
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Tras completar la simulacion de dindmica molecular, se comprobé que los atomos de zinc
permanecieron dentro de las restricciones espaciales establecidas. En la estructura final se aprecia
la pérdida o elongacion de algunas a-Hélice, mientras que las hojas-§ se conservaron sin cambios
significativos (Figura 3.6).

Para poder determinar si se llegd a la region de equilibrio, se realizd el calculo de la raiz de la
desviacion media cuadratica (RMSD) durante la trayectoria de 600ns, como se puede observar en

la Figura 3.7.
Figura 3.7

RMSD de la Simulacion de Dinamica Molecular de la Proteina.

RMSD
6.2
RMSD ——
6 1
5.8 1
€ 56 1
£
[a)
s
2 54 ]
5.2 1
5 3
4.8 T T T
0 150 300 450 600
Time (ns)

Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Normalmente se espera una fluctuacién de 0.2nm en la oscilacion entre el pico mas alto y el valle
mas profundo en una determinara region de la grafica para indicar que se halla en el equilibrio, esto
es un concertacion empirica, para poder indicar que se halla en el estado de equilibrio. En nuestro
resultado, podemos observar que desde los 10ns se ha ingresado al estado de equilibrio, y solo la
estructura ha vibrado en el resto de la trayectoria de la simulacion de dindmica molecular. Asi
entonces, podemos indicar desde la fluctuacion de las distancias, que nuestro sistema se halla ya
en su estado de equilibrio.

Para poder ahora analizar que regiones de la proteina aportan més a la fluctuacion, realizamos el

calculo de la raiz de la fluctuacion media estandar por residuo (RMSF) para cada uno de los
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residuos. Estos resultados son presentados en la Figura 3.8, en esta gréafica, se ha calculado la

fluctuacién para los 171 residuos, para toda la trayectoria.

Figura 3.8

RMSF de la Simulacién de Dinamica Molecular de la Proteina
RMSF

0.8
RMSF ——

0.6 1

0.4 1

(nm)

0.2 1

0 T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Residue

Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Observamos que la region comprendida entre los residuos 70 al 82, del 85 al 95, del 105 al 112y
138 al 150, son las regiones que més han contribuido a la fluctuacion de nuestra proteina, cabe
resaltar que las regiones que interactian con los 4tomos de Zinc, se halla vinculados con los picos
de la grafica, esto se puede explicar por el efecto de vibracion adicional que aportan los dtomos de
Zinc en estas zonas.

Por otro lado, es importante revisar la compresibilidad de la proteina, ya que normalmente esto esta
asociado con la estabilidad, es decir a mayor compactacion mayor estabilidad del sistema protéico,
en la Figura 3.9, podemos observar que durante la trayectoria, la proteina, inicialmente gana
estabilidad por compactacion, en los 30 primeros nanosegundos, seguida de una region en la grafica
de compactacion leve, pero entre los 190ns y 380ns, la estructura pierde compactacion, para
posteriormente nuevamente iniciar un procesos de compactacion hasta el final de la simulacion de

dinamica molecular.
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Figura 3.9

Radio de Giro de la Simulacion de Dinamica Molecular de la Proteina.

Radio de Giro (RG)
1.65

1.60

Rg (nm)

1.55 4

RG ——

1.50

300 400 500

Time (ns)

Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

0 100 200 600

Figura 3.10

Diagrama de Ramachandran de la Simulacion de Dindmica Molecular de la Proteina.
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.
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En la Figura 3.10, presentamos el andlisis del Diagrama de Ramachandran, que nos habla de su
ocurrencia natural, es decir mientras mayor se el porcentaje de regiones permitidas y favorecidas,
la ocurrencia de la proteina en la naturaleza, esta garantizada. Para nuestro caso de estudio, nuestra
proteina presenta un total de 111 residuos en las regiones mas favorecidas lo que hace un 79.3%,
y en la region favorecida presenta un total de 27 residuos con un porcentaje de 19.3% y dos residuos
en la region generosamente favorecidas lo que equivale a un 1.4%, este conteo se realiza sobre
todos los residuos que no sean glicina ni prolina, que en nuestra proteina hacen un total de 140
residuos, lo que implica que 31 residuos son glicina, prolinas o preprolinas.

Podemos concluir de esto que nuestra proteina estabilizada, existe en la naturaleza ya que el

porcentaje del diagrama de Ramachandran es de un 100%.

Figura 3.11

APBS de la Proteina final después de Simulacion de DM de la Proteina.

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera.
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Para identificar las regiones hidrofobicas e hidrofobicas, realizamos el calculo del potencial
electrostatico bajo la aproximacion APBS, como se muestra en la Figura 3.11, podemos ver que
existen en la parte superficial restos aminoacidicos que confieren a la estructura una carga no
normal positiva (esto se halla en las regiones coloreadas de azul), mientras que en dos cavidades
de nuestra proteina presentan carga parcial no formal negativa (esto se halla en las regiones
coloreadas de rojo), esto lo podemos ver claramente por la coloracién en la hipersuperficie de

potencial.

3.2 Estructura del complejo proteina-ligando respectivamente

Ya estabilizada la proteina, procedi6 a realizar el ensamblaje correspondiente entre los potenciales
inhibidores junto con la MMP-13 en su estado de equilibrio, utilizando el docking molecular, para
ello realizamos un total de 1000 eventos con diez repeticiones por evento, lo que hizo un total de
10000 ocurrencias por cada uno de nuestros metabolitos secundarios. Para cada uno de los
metabolitos secundarios del total de los eventos, se eligid la configuracion estructural de menor
energia libre de interaccion. Estamos claro de que esas energias libres de interaccion solo son
referenciales, debido a que el campo de fuerza utilizado por el Autodock-Vina, es uno que solo
considera los términos no enlazantes, por ello consideramos los casos de menor energia pero que
tenga el maximo puntaje de ocurrencia (Score).

En la Figura 3.12, se presentan los resultados del ensamblaje realizado para los seis ligandos
(metabolitos secundarios), con la proteina 3ZXH completamente estabilizada en su estado de
equilibrio, el modo del ensamblaje fue bajo la aproximacion rigido—flexible, es decir se mantuvo
la proteina en forma rigida y el ligando fue considerado en forma flexible, donde los movimientos
o grados de libertad del ligando se consideraron los simples enlaces, ya que estos pueden sufrir
rotacion configuracional. De todos los eventos realizados para cada caso, elegimos la configuracion
del ensamble con la mayor ocurrencia de veces, que a su vez es la que tiene la mejor energia de
interaccion (menor valor de la energia libre de interaccion). Para el caso de la Rutina, el evento que
presento el maximo score (veces que el evento se repite con mayor frecuencia y que adicionalmente
presenta la mas baja energia libre de interaccion) es el 458, como podemos verlo en la Figura 3.12a,
mientras que para el caso de la Nicotiflorina el evento con maximo score fue el 009 (ver Figura
3.12b); para la Orientina, el 741 (ver Figura 3.12c); para la Vitexina, el 939 (ver Figura 3.12d);
para la Apigetrina, el 197 (ver Figura 3.12¢e); y para el CI-82198, el 135 (ver Figura 3.12f).
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Figura 3.12

Conformacion mas probable como resultado del Docking.

(e) Evento 197 para la Apigetrina (f) Evento 135 para el C1-82198

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera.
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Luego de elegir para cada caso el complejo adecuado, procedimos como en el caso de la proteina:
cada uno de los complejos fueron solvatados, seguido de una neutralizacion y la correspondiente
introduccion de iones salinos a la concentracion de 0.15M, seguidamente se procedid a la
minimizacion de las fuerzas sobre el sistema, y la posterior introduccion del termostato y barostato
correspondientes (idénticos que para la proteina), la temperatura de referencia fue de 309.65K, la
presion de 1.0Bars, para el caso del ensamble NVT se le dio una trayectoria de 10ns, mientras que

para el ensamble NPT la trayectoria fue de 200ns.

Para el caso de la Rutina, la estructura final es presentada en la Figura 3.13a, donde podemos
observar que el metabolito secundario se ha afianzado en la cavidad o bolsillo, esto se ve mas
claramente en la superficie de potencial electrostatico presentado en la Figura 3.13b, también
podemos resaltar que el bolsillo de la region interactuante ha perdido su naturaleza negativa, como

cuando no se encuentra el metabolito secundario en dicha region.

Figura 3.13

Estructura y Potencial Electrostatico del Complejo al final de la Simulacion

(a) Estructura final del Complejo (b) APBS de la Estructura final del Complejo

Fuente: Elaboracion propia en UCSF Chimera.
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Desde la Figura 3.14, donde presentamos el RMSD de la simulacion de dindmica molecular para
la interaccion de la proteina y el metabolito secundario Rutina, podemos observar que nos hallamos
en la zona de equilibrio, ya que la variacion entre el pico maximo y el valle minimo no supera
0.2nm, esto desde los 50ns aproximadamente. Adicionalmente podemos notar que entre los 120 a
145ns, podemos ver una movimiento asociado al posicionamiento en la cavidad de por parte de la

Rutina.

Figura 3.14

Grafica del RMSD para la proteina durante la simulacion de dinamica molecular cuando interactia con la
Rutina

RMSD
0.4

RMSD ——
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Time (ns)

Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Cuando generamos la grafica de las fluctuaciones por residuo, para todo el proceso de la simulacion
de dindmica molecular. En la Figura 3.15, podemos apreciar que la interaccion entre la proteina y

la Rutina, claramente esta interaccion es del tipo estabilizante en la fluctuacion.
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Figura 3.15
Grafica del RMSF para la proteina durante la simulacion de dinamica molecular cuando interactfia con la
Rutina
RMSF
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

La interaccion con la rutina produjo una disminucion en la fluctuacion de los residuos
comprendidos entre las posiciones 70 al 113 y 138 al 171, lo cual sugiere un efecto estabilizante
local sobre la proteina.

Por otro lado, en la Figura 3.16 se muestra el comportamiento del radio de giro a lo largo de toda
la simulacién de dindmica molecular. Se observa un reacomodamiento estructural reflejado en
variaciones del radio de giro: en ciertas etapas de la trayectoria se presenta un ligero aumento,
mientras que en otras se evidencia una disminucion. Sin embargo, estas fluctuaciones permanecen

dentro de un rango estable y no indican procesos de desnaturalizacion de la proteina.
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Figura 3.16

Grafica del Radio de Giro para la proteina durante la simulacion de la DM cuando interactia con la
Rutina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Por ultimo para el caso de la Rutina, hemos generado el diagrama de Ramachandran (ver Figura
3.17), para el andlisis como en el caso de la proteina sola, se han considerado solamente 140
residuos aminoacidicos, de los cuales 110 residuos se hallan en las regiones favorecidas lo que
equivale al 78.6%, en las regiones permitidas se tiene un total de 27 residuos aminoacidicos lo que
es equivalente al 19.3%, y un residuo en las regiones generosamente permitidos equivalente al
0.7%, haciendo un total de 98.6% mientras que tenemos dos residuos aminoacidicos que se hallan
en las regiones no permitidas lo que equivale al 1.4%, haciendo un global de 100%. A pesar de la
presencia de dos aminoacidos en las regiones no permitidas, la suma del porcentaje de los residuos
en las zonas permitidas, favorecidas y generosamente favorecidas superan el minimo empirico

(95%) para considerar que dicha conformacion existe en la naturaleza.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Xk UNIVERSIDAD

JmfB— CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura 3.17

Grafica del Diagrama de Ramachandran de la simulacion de la DM cuando interactia con la Rutina
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.

Luego del andlisis de la estabilidad estructural de nuestro complejo proteina — Rutina, procedimos
a determinar la energia libre de interaccion (AGint) para este calculo solamente utilizamos los datos
de los ultimos 50ns, para todos los casos.

Como podemos ver (Tabla 3.2) la energia libre de interaccion para la Rutina es de -318.869+33.779
kJ/mol, y al descomponer las contribuciones a la energia observamos que los que mas contribuyen
son las interacciones son el componente de Van der Walls y SAV (Volumen Accesible al
Solvente).

En el caso de la Apigetrina, el RMSD se muestra en la Figura 3.18 de la simulacion de dindmica
molecular para el complejo proteina-ligando, se puede observar que el sistema abarca una zona de
equilibrio a partir de los 70ns aproximadamente, ya que la variacion entre los picos maximos y los
valles minimos no supera a los 0.2 nm de promedio. Este comportamiento sugiere una
estabilizacion estructural tras una fase inicial de acomodacion que se extiende hasta los 70 ns.

Asimismo, es posible notar una ligera fluctuacion entre los 110 a los 145 ns, lo que podria estar

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=+ UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

relacionado con reacomodamientos del ligando dentro del sitio de unién, por ello no compromete

la estabilidad general del complejo.

Tabla 3.2

Resultados para el calculo de la Energia libre de Interaccion de la Rutina.

Componente Energia (kJ/mol)
Energia de Van der Waals -185.540 £ 15.493
Energia electrostatica -9.496 + 13.381
Energia de solvatacion polar 70.435 +£13.376
Energia SASA -19.641 £ 1.147
Energia SAV -174.626 +22.626
Energia WCA 0.000 = 0.000
Energia libre de union -318.869 +£33.779

Fuente: Elaboracion propia a partir del mmpbsa.

Figura 3.18
Grafica del RMSD para la proteina durante la simulacion de dinamica molecular cuando interactfia con la
Apigetrina
RMSD
0.4
RMSD ——
€
£
o) 0.2
(%)
=
o
0 . . :
0 50 100 150 200
Time (ns)

Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.
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Enla Figura 3.19, presentamos al analisis de RMSF por residuo cuando interactiia con la Apigetrina
comparado a la proteina en su estado libre. Se observa que, en la presencia del ligando, la proteina
muestra una reduccion de la flexibilidad en varias regiones, especialmente entre los residuos 65 al
115 y del 138 al 171, en comparacion con el ligando. Este patron sugiere que la Apigetrina genera
una estabilizacion local al unirse al sitio activo. Este tipo de interaccion es indicativo de un
acoplamiento especifico y estable entre el metabolito y el sitio de union protéico. Esto podria estar
ligado a la naturaleza de la interaccion, fundamentalmente en la cavidad de union, zona de la

proteina que esta relacionada con el sitio activo.

Figura 3.19
Grafica del RMSF para la proteina durante la simulacion de dinamica molecular cuando interactiia con la
Apigetrina
RMSF
0.8
APl ——
3ZXH ——
0.6 1
E 0.4 ]

0.2 ] ~\| \
\ ‘ ‘ | VAN
../J* NN AUM
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Residue

Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Asimismo, en la Figura 3.20, presentamos la grafica del Radio de Giro (Rg) para toda la trayectoria
de la simulacion de dindmica molecular. Apreciamos que existen reacomodamientos
conformacionales a lo largo de la trayectoria, inicialmente el sistema se expande en una ligera
region de los 0 a Sns, luego de lo cual se estabiliza, pero entre los 25 a 35ns encontramos un fuerte
cambio conformacional, que posteriormente tiende a estabilizar el sistema, con una pequefia meseta
para posteriormente compactarse hasta los 90ns, luego de cual la proteina muestra una ligera

descompactacion hasta los 190ns, luego de lo cual casi al final de la simulaciéon molecular presenta
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una perdida de compactacion. En general podemos decir que estas oscilaciones, aunque presentes
en distintas regiones de la simulacion, se mantienen dentro de un rango estrecho y no presentan
cambios estructurales significativos. En consecuencia, no se observan indicios de desnaturalizacion
ni colapso estructural de la proteina. Por el contrario, el comportamiento general del Rg sugiere
que la proteina mantiene su compactacion global durante toda la simulacion, incluso en presencia
del ligando Apigetrina, lo cual refuerza la hipdtesis de una interaccion estable sin pérdida del orden
estructura.

Figura 3.20

Grafica del Radio de Giro para la proteina durante la simulacién de la DM cuando interactia con la
Apigetrina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Por ultimo, para analizar la influencia de la presencia del metabolito secundario Apigetrina sobre
la estructura de la proteina, se generd el diagrama de Ramachandran (ver Figura 3.21) para
considerar a los residuos aminoacidicos, con un total de 171. De estos, 112 residuos (75%) se
encuentran en regiones favorecidas, 26 residuos (18.6%) en regiones permitidas, y 2 residuos
(1.4%) en regiones generosamente permitidas, sumando asi un total de 100% de los residuos dentro
de las formas conformacionalmente aceptables. La alta proporcion de residuos ubicados en
regiones favorecidas y permitidas indica que la estructura del complejo es conformacionalmente

estable y puede estar presente en condiciones naturales. A pesar de que visualmente se identifican
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a SER-107 y THR-7 fuera de las regiones permitidas, estos no afectan la validez estructural global.
Pueden encontrarse ambos en regiones estructuralmente flexibles, que por su naturaleza, presentan
mayor grados de libertad conformacional. Es importante recordar, que cuando hablamos de grados
de libertar conformacional, esto esta asociado a que un grupo o fraccion de el residuo presenta un

enlace simple que permite giros en 360¢ , a lo que podemos asociar como una regioén en la que los

efectos estéricos son predominantes.

Figura 3.21

Grafica del Diagrama de Ramachandran de la simulacion de la DM cuando interactua con la
Apigetrina.
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.

Finalmente, se llevé a cabo el andlisis energético mediante el método MMPBSA para evaluar la
estabilidad del complejo (ver Tabla 3.3). El valor promedio de energia libre de union fue de -
224.204 + 31.577 kJ/mol, lo que indica que la interaccion entre el ligando y la proteina es
termodindmicamente favorable. Al descomponer las contribuciones energéticas, se observa que las

interacciones de van der Waals representan el -142.225 £+ 15.464 kJ/mol, esto sugiere que las
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interacciones hidrofobicas y de proximidad molecular junto con el volumen de la cavidad accesible
al solvente, son el principal factor estabilizante en la formacion del complejo. Por otro lado, la
contribucion de la energia de solvatacion polar fue de 83.626 + 19.115 kJ/mol, lo que refleja una
penalizacidon energética al desplazar el agua del entorno polar durante la unién del ligando. La
energia de SAV (-132.924 + 24.003 kJ/mol) también contribuye significativamente a la estabilidad
del complejo, mientras que la energia de WCA fue nula, lo cual indica que no aport6 contribucion.
En base a este resultado podemos indicar que existe una afinidad y estabilidad en el complejo

proteina—Apigetrina.

Tabla 3.3

Resultados para el calculo de la Energia libre de Interaccion de la Apigetrina.

Componente Energia (kJ/mol)
Energia de Van der Waals -142.225 + 15.464
Energia electrostatica -16.614 +£9.765
Energia de solvatacion polar 83.626 + 19.115
Energia SASA -16.067 = 1.509
Energia SAV -132.924 + 24.003
Energia WCA 0.000 £+ 0.000
Energia libre de union -224.204 + 31.577

Fuente: Elaboracion propia a partir del mmpbsa.

En el caso de la Vitexina, la estabilidad RMSD en un periodo de 200ns sus valores oscilaron entre
0.1 y 0.4nm (ver Figura 3.22). En la fase inicial de la simulacién hasta los 20ns se observa un
crecimiento progresivo, caracteristico del proceso de adaptacion. Posteriormente, desde los 20ns
el RMSD se mantuvo relativamente estable, sin evidenciar desviaciones significativas. Esto sugiere

que la Vitexina presenta una conformacion estable dentro del entorno simulado.
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Figura 3.22
Grafica del RMSD para la proteina durante la simulacion de dinamica molecular cuando interactfia con la
Vitexina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

En el andlisis del RMSF (ver Figura 3.23), podemos apreciar que la interaccion con la Vitexina
produce en general una estabilizacion o anclaje de nuestra proteina, disminuyendo las fluctuaciones
en diversas regiones de la proteina, esto es razonable y esta dentro de un comportamiento normal.
Sin embargo, varias zonas, como en los residuos 65 al 115 y del 135 al 171, la proteina sola mostrd
mayor movimiento, a comparacion de la proteina unida a la Vitexina. Esto nos indica que la
proteina se vuelve mas estable en algunas regiones ya que sus residuos tienden a presentar un menor
movimiento vibracional. Puede que la Vitexina tenga un efecto estabilizador sobre la proteina.

Entonces, podriamos decir que la interaccion es efectiva entre ambos (proteina—ligando).
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Figura 3.23

Grafica del RMSF para la proteina durante la simulacion de dinamica molecular cuando interacta con
la Vitexina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

En la figura del Radio de Giro (ver Figura 3.24) de la simulacion de dindmica molecular, podemos
encontrar que fluctua entre los valores de 1.52 y 1.58nm, se observan pequeiias fluctuaciones, pero
aun asi, el perfil general es relativamente estable, sin aumentos o disminuciones abruptas. Por otro
lado, podemos observar que desde los 130ns, nuestra proteina ya no sufre mayor compactacion
hasta el final de la simulaciéon de dinamica molecular. Entonces, podemos decir que la proteina
conserva su compacidad estructural durante toda la simulacion, lo cual es un buen inicio de

estabilidad global del sistema al permanecer estable el complejo.
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Figura 3.24

Grafica de Radio de Giro para la proteina durante la simulacion de la DM cuando interactia con la
Vitexina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

En la Figura 3.25 se muestra la grafica de Ramachandran con un total de 171 residuos totales, se
observa que 109 residuos (77.9%) se encuentran en las regiones mas favorecidas; 30 residuos
(21.4%) estan en regiones adicionalmente permitidas, y 1 residuo 0.7% se ubica en la region
generosamente permitida. Ademas, ningun residuo (0.0%) se encuentran en regiones no permitidas,

lo cual es un buen indicio de validez.

En el analisis del MMPBSA que se muestra en la Tabla 3.4, el valor de la energia libre de
interaccion fue de -252.608+32.282 indicando que la union de la proteina con la vitexina es
termodindmicamente favorable. Entonces se sugiere una fuerte afinidad entre ambas moléculas,
siendo las interacciones hidrofobicas (Van der Waals y Volumen Accesible al Solvente) las
principales responsables de la estabilizacion del complejo, mientras que la energia libre debido a

la solvatacion polar, es desestabilizante, pero menor en relacion a los dos ligandos anteriores.
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Figura 3.25

Grafica del Diagrama de Ramachandran de la simulacion de la DM cuando interactua con la

Vitexina.
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.

Tabla 3.4

Resultados para el calculo de la Energia libre de Interaccion de la Vitexina.

Componente

Energia (kJ/mol)

Energia de Van der Waals
Energia electrostatica
Energia de solvatacion polar
Energia SASA
Energia SAV
Energia WCA

Energia libre de union

-144.728 + 16.022
-13.974 £ 11.761
54.202 + 16.337
-15.615 £ 1.363
-132.494 + 21.368

0.000 = 0.000

-252.608 + 32.282

Fuente: Elaboracion propia a partir del mmpbsa.
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En el andlisis de los resultados de la trayectoria para la Orientina, se observa en la Figura 3.26 un
incremento progresivo del RMSD debido a su acomodacion inicial de la proteina en la dindmica,
luego alcanza una estabilizacion a partir de los 70 ns que es estabilizada en torno a los 0.3nm, con
ligeras fluctuaciones. De igual forma, el sistema alcanza un estado conformacional estable o
también denominado region de equilibrio. Esto quiere decir, la proteina y la orientina mantienen
su integridad estructural a lo largo del tiempo durante el proceso de simulacién de dindmica
molecular. En el caso de este ligando, podemos observar que la fluctuacion del RMSD es pequeia
y se llega rapidamente a la region de equilibrio, lo que en realidad nos habla de la naturaleza de la

interaccion, que debe estar fuertemente relacionada a un procesos de estabilizacion.

Figura 3.26
Grafica del RMSD para la proteina durante la simulacion de dindmica molecular cuando interacta con la
Orientina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

En el RMSF (ver Figura 3.27) se evidencia que la union de la orientina genera en la proteina una
estabilizacion estructural localizada en las zonas especificas de los 70 a los 115 y de los 135 a los

171 residuos, donde las diferencias con la proteina libre son més evidentes.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE : UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Esto indica que la union de la proteina con la orientina genera estabilidad estructural localizada en
zonas especificas de la proteina. Los valores mas elevados del RMSF sugieren mayor flexibilidad

o desorden estructural en ausencia del ligando.

En el Radio de Giro (ver Figura 3.28) se observa que, tras una ligera fluctuacion en los primeros
55ns , el valor del complejo se mantiene relativamente estable al rededor de los 1.55nm. Esta
estabilidad sugiere que el sistema no presenta cambios estructurales significativos a lo largo de la

simulacion de dindmica molecular, conservando una conformaciéon compacta.

Figura 3.27

Grafica del RMSF para la proteina durante la simulacion de dindmica molecular cuando interactfia con
la Orientina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.
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Figura 3.28
Grafica del Radio de Giro para la proteina durante la simulacion de la DM cuando interactua con la
Orientina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Esta estabilidad sugiere que el sistema no presenta cambios estructurales significativos a lo largo

de la simulacion de dindmica molecular, conservando una conformacién compacta.

Los 171 residuos fueron analizados mediante el Diagrama de Ramachandran (ver Figura 3.29).

De los cuales el resultado fue que 107 residuos (76.4%) se encuentran en las regiones mas
favorecidas; 33 residuos (23.6%) se localizan en las regiones adicionalmente permitidas. No se
observaron residuos en regiones generosamente permitidas ni en regiones no permitidas, lo que

indica una buena calidad conformacional del modelo.
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Figura 3.29

Grafica del Diagrama de Ramachandran para la proteina al final de la simulacion de dindmica
molecular cuando interactua con la Orientina.
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.

En el analisis de MMPBSA la energia libre de union alcanza un valor de -256.268 + 25.676 que
indican que hay una unién favorable entre la proteina y el ligando. En términos de componentes
energéticos, las contribuciones mas significativas a la estabilizacion del complejo provienen de la
energia de Van der Waals, la energia debido al volumen accesible al solvente y la energia
electrostatica, es importante resaltar que la contribucion energética debido a la solvatacion polar se
ha incrementado ostensiblemente. Estas uniones no covalentes son fundamentales para mantener

la afinidad proteina—ligando. Entonces, podriamos decir que existe una interaccion favorable entre
ambos (ver Tabla 3.5).
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Tabla 3.5

Resultados para el calculo de la Energia libre de Interaccion de la Orientina.

Componente Energia (kJ/mol)
Energia de Van der Waals -138.771+ 7.851
Energia electrostatica -44.140 + 14.284
Energia de solvatacion polar 71.784 + 12.807
Energia SASA -15.291 £ 0.893
Energia SAV -129.849 + 17.468
Energia WCA 0.000 = 0.000
Energia libre de uniéon -256.268 + 25.676

Fuente: Elaboracion propia a partir del mmpbsa.

En el caso de la Nicotiflorina, el RMSD (ver Figura 3.30) presenta un incremento en los primeros
35ns, luego llega a una estabilizaciéon que oscila en un rango promedio del 0.25 al 0.30nm,
manteniéndose relativamente constante hasta el final de la simulacion. Entonces, la simulacion de

dindmica molecular alcanz6 una conformacion estable sin presentar cambios drasticos.

Figura 3.30
Grafica del RMSD para la proteina durante la simulacion de dindmica molecular cuando interactfia con la
Nicotiflorina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE oS UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

En el RMSF (ver Figura 3.31) podemos observar que los residuos que comprenden una region entre
70 al 113 y del 135 al 171, presentan fluctuaciones mas altas en forma libre (solo proteina) que con
el complejo, lo que sugiere que la union de la Nicotiflorina estabiliza estas regiones. Se respalda la

estabilidad obtenida en el RMSD.

Figura 3.31

Grafica del RMSF para la proteina durante la simulaciéon de dinamica molecular cuando interactiia con la
Nicotiflorina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

El Radio de Giro (ver Figura 3.32) oscila entre los valores 1.53 y 1.58nm, con ligeras fluctuaciones
en toda la simulacion. EI comportamiento relativamente constante sugiere que la proteina mantiene
una conformacion globalmente compacta y no experimenta procesos significativos de expansion o
colapso estructural en la simulacion. Pero a la vez, nos indica que al estar interactuando con la
Nicotiflorina, la proteina esta en procesos de compactacion y descompactacion durante toda la
simulacion de dindmica molecular. Esto desde aproximadamente los 85ns luego de lo cual solo

apreciamos fluctuaciones constantes.

El diagrama de Ramachandran (ver Figura 3.33) nos permite evaluar de forma observacional la

relacion entre los dngulos ®(Phi) y W(Psi) de los aminodacidos, los cuales se hallan representados
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en forma de tridngulos y cuadrados negros. Entonces, nos muestra que 116 residuos se encuentran
las regiones mas favorecidas (82.9%); que 23 residuos (16.4%)se encuentran en las regiones
adicionalmente permitidas y que un residuo (0.7%)se encuentra en las regiones generosamente
permitidas. No se observan residuos en las regiones no permitidas, lo que indica una buena
capacidad conformacional del modelo. Cumpliendo la calidad estructural. De los 171 residuos
evaluados, todos se hallan en las regiones permitidas y favorecidas, excepto la GIn-157, pero se
pinta de rojo por que se halla en la regién generosamente favorecida, lo que no genera un

inconveniente en definir a la proteina como de ocurrencia natural en esta conformacion.

Figura 3.32

Grafica del Radio de Giro para la proteina durante la simulacion de la DM cuando interactiia con la
Nicotiflorina.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

Mediante el método de MMP/BSA se calcul6 la energia total de union que fue de -349.348 +£29.041
kJ/mol, lo que indica la interaccion altamente favorable y estable entre la Nicotiflorina y la proteina

(ver Tabla 3.6).
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Figura 3.33

Grafica del Diagrama de Ramachandran para la proteina al final de la simulacion de la dinamica molecular
cuando interactia con la Nicotiflorina.
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.

Como en los casos anteriores, son las contribuciones energéticas de Van der Waals y del Volumen
Accesible para el Solvente mientras que la contribucion de solvatacion polar es desfavorable para
la interaccion en la cavidad.

En el caso del CL-82198, este es el compuesto sintético de mayor afinidad, viendo la grafica de
RMSD (ver Figura 3.34) a lo largo de 200ns. Se observa un incremento inicial en los primeros 30ns
que corresponde al proceso de adaptacion conformacional del compuesto en la simulacion.
Posteriormente, entre los 50 y 115ns, el RMSD se mantiene relativamente estable, fluctuando entre
0.15y 0.35nm, lo que indica una conformacion estable. Sin embargo, al final de la simulacion (120
y 150ns), se observa un leve incremento en la grafica, aunque permanece dentro del rango normal

aceptable (£0.2nm), lo que atin sugiere que el compuesto conserva su integridad estructural general
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durante toda la simulacion, y esta pequefia fluctuacion puede estar asociada con un reacomodo del

ligando sobre la superficie de la proteina.

Tabla 3.6

Resultados para el calculo de la Energia libre de Interaccion de la Nicotiflorina.

Componente Energia (kJ/mol)
Energia de Van der Waals -195.016 + 16.048
Energia electrostatica -23.184 +£16.423
Energia de solvatacion polar 62.054 + 13.573
Energia SASA -19.352 £ 1.116
Energia SAV -173.849 +20.523
Energia WCA 0.000 = 0.000
Energia libre de union -349.348 +£29.041

Fuente: Elaboracion propia a partir del mmpbsa.

Figura 3.34

Grafica del RMSD para la proteina durante la simulacion de la dinamica molecular cuando
interactua con la CL-82198.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.
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En el RMSF (ver Figura 3.35) se puede evaluar la flexibilidad local de los residuos de la proteina
cuando el compuesto sintético CL-82198 interactiia en la cavidad proteica. Ambas estructuras
presentan un patron de fluctuacion similar, con variaciones mayores en las regiones 73 al 83 y del
137 al 171 residuos, indica residuos altos de la proteina que se asemejan a los picos del ligando, lo
que indica que hay una disminucioén de la fluctuacion residual inducida por el ligando que actlia

como estabilizador.

Figura 3.35

Grafica del RMSF para la proteina durante la simulacién de la dindmica molecular cuando
interactua con la CL-82198.
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

En el Radio de Giro (ver Figura 3.36) se observa que la compactacion del complejo oscila entre
aproximadamente 1.53 y 1.59nm, con pequenas fluctuaciones naturales, lo que indica que la
proteina mantiene una estructura global estable y compacta en presencia del ligando. No se

compromete la integridad estructural.

En el Diagrama de Ramachandran que presentamos en la Figura 3.37, nos muestra la estadistica
del grafico; 117 residuos (83.6%) se encuentran en las regiones favorecidas; 23 residuos lo que
equivale al 16.4% se hallan en las regiones permitidas y 0 residuos(0.0%), en las regiones

generosamente permitidas, mientras que ningun residuo se halla en las regiones prohibidas. Lo que
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nos da un total del 100.0% de los residuos, entonces la estructura es conformacionalmente valida
y estéreo electronicamente coherente. Esto nos habla de que las interacciones del CL-82198 con la
proteina, son de naturaleza estabilizante y que esta estructura presenta una gran probabilidad de

existir en forma natural.

Figura 3.36

Grafica del Radio de Giro para la proteina durante la simulacion de la DM cuando interactia con la CL-
82198
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.

En el Tabla 3.7 se muestran los resultados del andlisis mediante la aproximacion MMPBSA,
brindandonos el valor para la energia libre de interaccion de -340.569 + 25.390 kJ/mol, lo que
indica que hay una interaccion altamente favorable entre el ligando y el receptor. Por lo que esto
nos sugiere una fuerte afinidad entre el ligando y la proteina. Asimismo, se puede también observar
que las interacciones no covalentes (Van der Waals y electrostaticas) dominan la estabilizacion del
complejo proteina—ligando, pero es importante resaltar que al igual que en los casos anteriores, la
contribucion a la energia por parte de la solvatacion polar es desfavorable, lo que nos hace presumir
que en la cavidad donde se realiza la interaccion proteina—ligando, el acceso de moléculas de

solvente son poco probables.
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Figura 3.37

Grafica del Diagrama de Ramachandran para la proteina al final de la simulacion de la dinamica molecular
cuando interactia con la CL-82198.
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Fuente: PDBsum a partir de la estructura generada.

Tabla 3.7

Resultados para el calculo de la Energia libre de Interaccion de la CL-82198.

Energia (kJ/mol)
-179.838 + 11.201
-28.335+9.512
67.675 + 12.093
-19.180 + 0.861

Componente

Energia de Van der Waals

Energia electrostatica

Energia de solvatacion polar

Energia SASA
Energia SAV -180.891 + 15.234
Energia WCA 0.000 = 0.000

Energia libre de union -340.569 +25.390

Fuente: Elaboracion propia a partir del mmpbsa.
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De todos los indicadores estructurales analizados para las diversas simulaciones de dindmica
molecular, es el del RMSF la que podemos comparar, debido a que nos brindara informacién del
efecto del ligando sobre las distintas regiones o zonas de la proteina. Asi entonces, cuando
realizamos la comparacion de los RMSF de todos los ligandos con la proteina sola (ver Figura
3.38), podemos ahora en forma holistica indicar que al inicio de la simulaciéon de dindmica
molecular, los ligandos CL8 y el NIC entre los 5 a 13 residuos presentan una mayor movimiento o
fluctuacion, luego hasta antes del residuo 70 todos tienes la misma fluctuacion que la proteina sola,
luego de ello, hasta el residuo 83, podemos observar que casi todos los ligando generan en esta
zona una interaccion estabilizante. Cabe resaltar que en el caso de la CL8 es de los ligandos que
genera una fluctuacion similar a la proteina sola, en la region entre los residuos 70 a 76, las
fluctuaciones entre la regioén de residuos 84 al 105 son similares a la proteina, esto debido a que
probablemente no sea la region de interaccion, y es entre los residuos 106 a 110 que también
podemos observar una reduccion de la fluctuacion, pero es solo el caso de la CL8 que genera las
fluctuaciones similares a la proteina sola; no es hasta los residuos 138 al 171 que la proteina
presenta una mayor fluctuacion, y todos los residuos excepto el NIC presentan un comportamiento
similar, lo que nos lleva a pensar que la interaccion para el caso del NIC y CL8 son de naturaleza
estabilizante. Los importante de esta grafica, es que ninguno de los ligandos induce a una mayor
fluctuacion de la proteina sino que, en todos los casos reduce la fluctuacion. Excepto entre los
residuos 04 al 13, donde observamos que la interaccion genera un mayor movimientos de estos

residuos.

Figura 3.38

Comparacion de los RMSF de todos los ligandos con la Proteina sola
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Fuente: Elaboracion propia con GROMACS 2022.3 y graficado en xmgrace.
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Ahora bien, podemos resumir los resultados del andlisis en la siguiente Tabla 3.8 comparando los

resultados que fueron obtenidos mediante MMPBSA con g mmpbsa. Ordenados de mayor a menor

afinidad:

Tabla 3.8

Contribuciones energéticas a la energia libre de interaccion de los complejos en kJ/mol

Solvatacion Energia libre de
Ligando Vdw Electrostatica Polli Unién

NIC —195,016+16,048 —23,184+16,423  62,054+13,573  —349,348+29,041
CL8 —179,838+11,201  —28,335+9,512  67,675+12,093  —340,569+25,390
RUT —185,540+15,493 —9,496+13,381 70,435+13,376  —318,869+33,779
ORI —138,771+£7,851 —44,140+14,284  71,784+12,807 —256,268+25,676
VIT —144,728+16,022 —13,974+11,761  54,202+16,337 —252,608+32,282
API —142,225+15,464 —16,614+9,765  83,626+19,115 —224,204+31,577

Fuente: Elaboracion propia de compracion a partir los diferentes resultados del mmpbsa.

Los ligandos con mayor afinidad (NIC y CL8) mostraron un equilibrio favorable entre las
interacciones hidrofobicas Van der Waals, que seria su fuerza estabilizadora. La Nicotiflorina, en
particular, destaco por su combinacion de fuerte interaccion de Van der Waals y valores moderados
de solvatacion, lo que refuerza su potencial como inhibidor natural de MMP-13. La electrostatica
corresponde a las interacciones entre las cargas parciales de los atomos del ligando y de la proteina
MMP-13, y estan relacionadas directamente con la energia libre de interaccion para verificar si es
termoniddmicamente favorable o no, Un valor electrostatico negativo indica una inetraccion
atractiva como una mayor afinidad de union. En la tabla comparativa se observa que el ligando
ORI present6 la contribucion electrostatica mas negativa (—44,140+14,284 kJ/mol), lo que indica
una interaccion fuertemente atractivacon el entorno cargado de la proteina. RUT y VIT muestran
valores electrostaticos menos pronunciados, lo que sugiere que su afinidad esté relacionada con los
valores de Van der Wals. Aunque NIC no carga con valores extremos, estos de igual manera no
penaliza la interaccion al tener un valor moderado. La solvatacion polar de igual manera, para NIC

no es excesiva. Los resultados muestran que estos términos son relevantes y consistentes con el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

patron general de afinidad, reforzando la importancia de las interacciones hidrofobicas en la unién
ligando-MMP-13. Donde NIC se posiciona como el ligando con mayor afinidad hacia MMP-13,
superando al CLS8. Al comparar a la NIC con el inhibidor sintético CL8, se observa que NIC
presentd una mayor afinidad global hacia MMP-13, con una energia libre de interacciéon mas
negativa (—349,348+29,041) frente a CL8 (—340,569+25,390). De igual manera, ambas moléculas
mostraron un equilibrio favorable entre las distintas contribuciones energéticas, destacando
principalmente las interacciones hidrofobicas de tipo Van der Waals, que actiian como la principal
fuerza estabilizadora del complejo. NIC, en particular, sobresale por presentar la interaccion de
Van der Waals mas intensa del grupo (—195,016 £+ 16,048), acompafiada de una energia de
solvatacion polar moderada (62,054+13,573), lo que refuerza su potencial como inhibidor eficaz
de MMP-13. Siguiendo con el analisis, la energia electrostatica. que representa las interacciones
entre las cargas parciales del ligando y la proteina, también juega un papel importante en la
estabilidad del complejo. En la tabla se observa que el ligando ORI present6 la contribucion
electrostatica mas negativa (—44,140+14,284), lo que indica una fuerte interaccion con regiones
cargadas del sitio activo de MMP-13. En contraste resultados como RUT y VIT mostraron valores
electrostaticos menos pronunciados, lo que sugiere que su afinidad depende de mayor medida de
las interacciones de Van der Waals. Aunque NIC no exhibe la mayor contribucion electrostaticadel
grupo, su valor moderadamente negativo (—23,184+16,423) no penaliza significativamente la
interaccion, permitiendo un balance energético general favorable. Del mismo modo, la energia de
solvatacion polar, aunque positiva , no alcanza niveles que comprometan la estabilidad del
complejo. Ademas, aunque ORI presentd la contribucion electrostatica mas negativa (—44,140 +
14,284), una fuerte interaccion de regiones cargadas del sitio activo, no se traduce a una alta
afinidad global, ya que su energia libre de unioén es baja a comparacion de los otros ligandos
(256,268 +25,676). Esto sugiere que, a pesar de su ventaja electrostatica, otros factores como una
menor contribucion por solvatacion polar limitan su capacidad de union efectiva a la proteina. Por
ultimo, en el andlisis energético, las contribuciones de SASA, SAV y WCA se consideraron menos
relevantes en comparacion con los otros componentes. La energia de SASA, aunque refleja
interacciones no polares, mostrd valores bajos y similares entre todos los ligandos, lo que no resulta
que sean relevantes en el contexto de disernimiento. La energia de SAV tiene un valor referencial
al no ser incluida en el célculo directo de la energia libre de interaccion. En consiguiente, la energia

de WCA result6 ser nula en todos los casos, lo que confirma su irrelevancia en el sistema evaluado.
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CONCLUSIONES

Del desarrollo de nuestra investigacion que fue conducente a la prestacion de esta tesis,
hemos podido hallar las siguientes conclusiones:

e Las estructuras tridimensionales de los cinco flavonoides naturales (rutina, nicotiflorina,
orientina, vitexina y apigetrina) junto con el inhibidor sintético CL-82198 y la
metaloproteinasa MMP-13, fueron correctamente obtenidas y optimizadas a partir de bases
de datos publicas. El modelado de los residuos faltantes de la MMP-13 mediante Modeller
permitié generar una conformacion estructuralmente estable y adecuada para los analisis
computacionales posteriores.

e Los resultados del acoplamiento molecular indicaron que los flavonoides presentan modos
de union favorables en la region catalitica de la MMP-13. La seleccion de las
conformaciones con menor energia de interaccion permiti6 identificar interacciones
comparables e incluso superiores al inhibidor de referencia CL-82198.

e Las simulaciones de dindmica molecular a 200 ns confirmaron la estabilidad de los
complejos MMP-13-ligando bajo condiciones fisiologicas, con desplazamientos atomicos
controlados y estructuras globales consistentes a lo largo del tiempo de simulacion.

e Los andlisis de RMSD, RMSF, radio de giro (Rg) y los diagramas de Ramachandran
evidenciaron que todos los complejos conservaron una conformacidon cuaternaria
compatible con la ocurrencia natural de la proteina, lo que sugiere que las interacciones
formadas son estructuralmente factibles y estables.

e Elcalculo de la energia libre de union mediante el método MMPBSA mostro6 que la afinidad
de los flavonoides hacia la MMP-13 sigue el orden: nicotiflorina > CL-82198 > rutina >
orientina > vitexina > apigetrina, destacando la capacidad de la nicotiflorina y la rutina para
superar energéticamente al inhibidor sintético.

e En conjunto, los resultados sugieren que hay un potencial en el uso de flavonoides naturales
(especialmente nicotiflorina y rutina) como candidatos prometedores para el desarrollo de
terapias dirigidas contra la osteoartritis, validando el uso de herramientas de simulacion
molecular como una estrategia confiable y econémica para la prediccion de inhibidores

enzimaticos.
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RECOMENDACIONES

Dentro de las recomendaciones que dejamos a nuevos investigadores al respecto son:

PRIMERA: Debido a los largos tiempos de corridas de las simulaciones de dinamica
molecular que se tuvieron que realizar tanto para la proteina sola como para los sistemas
interactuantes, se recomienda utilizar maquinas de supercomputo adecuados, ya que
nuestras estaciones de trabajo, si bien pueden realizarlos, los tiempos de calculo son
realmente altos.

SEGUNDA: Como hemos determinado que en el caso de la Nicotiflorina es mucho mas eficaz

su interaccion que el propio farmaco CL82198, seria interesante a nivel de laboratorio el

realizar los experimentos necesarios para verificar la correlacion empirica de nuestros

resultados.
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