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RESUMEN

GLP - 1 es una hormona incretinica que tiene como tarea estimular la secrecion de insulina dentro
de las células P presentes en el pancreas, en el presente trabajo se realizd un estudio in sillico
investigando la interaccion entre esta hormona, su receptor intermembranal y de diferentes
metabolitos secundarios del maiz morado mediante dinamica molecular. Primero se realizé una
dindmica molecular unicamente de la hormona a 100ns y del receptor intermembranal a 100ns,
posteriormente un acoplamiento molecular entre GLP — 1 y su receptor, de la misma manera un
acoplamiento molecular entre cada metabolito secundario del maiz morado y el receptor
intermembranal de GLP — 1. Obteniendo como resultado 12 estructuras cuaternarias a las cuales
se les realizaron dinamica molecular de 100ns cada una en condiciones fisiologicas. La evaluacion
de la energia libre de enlace se llevo a cabo mediante la mecéanica molecular de &rea superficial de
Poisson-Boltzmann (MM/PBSA). Este enfoque se empleo para analizar la variacion en la afinidad
del receptor de GLP-1 en relacion con cada estructura acoplada.. Los resultados muestran que, de
los 10 metabolitos secundarios utilizados en este trabajo, solo 8 presentaron energias favorables,
dando a entender que hubo una unidn espontanea, siendo el que presentaba mejor energia
Cianidina-3-0O(3,6-O-dimalonilglucosido) - CDM. Para las hormonas GLP — 1y GLP — 1 Amida,
se encontraron energias de union bastantes favorables, aunque CDM supero la energia de union
de GLP —1 mas no de GLP — 1 Amida, siendo posible que estos 8 metabolitos y en especial CDM

tengan potencial como analogos de GLP — 1.

Palabras clave: GLP — 1, metabolitos secundarios, maiz morado, dinamica molecular.
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ABSTRACT

GLP - 1isanincretin hormone whose task is to stimulate insulin secretion within the B cells present
in the pancreas, in the present work an in sillico study was carried out investigating the interaction
between this hormone, its intermembrane receptor and different metabolites. secondaries of purple
corn by molecular dynamics. First, a molecular dynamics was carried out only of the hormone at
100ns and of the intermembranal receptor at 100ns, later a molecular coupling between GLP-1 and
its receptor, in the same way a molecular coupling between each secondary metabolite of purple
corn and the intermembranal receptor of GLP — 1. Obtaining as a result 12 quaternary structures
to which molecular dynamics of 100ns each were performed under physiological conditions. The
binding free energy was evaluated with Poisson-Boltzmann surface area molecular mechanics
(MM/PBSA). This method was used to evaluate the variation of the affinity of the GLP-1 receptor
with each coupled structure. The results show that, of the 10 secondary metabolites used in this
work, only 8 presented favorable energies, implying that there was a spontaneous union, with
Cyanidin-3-0(3,6-0O-dimalonylglucoside) presenting the best energy. - CDM. For the hormones
GLP - 1 and GLP - 1 Amide, quite favorable binding energies were found, although CDM
exceeded the binding energy of GLP - 1 but not GLP - 1 Amide, it being possible that these 8

metabolites and especially CDM have potential as GLP-1 analogues.

Keywords: GLP — 1, secondary metabolites, purple corn, molecular dynamics.
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del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP —1R. ........cccccooviiiiiininicicnnn, 108

Figura 3.35: Acoplamiento molecular de PEG con su el receptor intermenbranal, de color verde
el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccién

del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......c.cccccoviievieve e, 109

Figura 3.36: Acoplamiento molecular de PEM con su el receptor intermenbranal, de color verde
el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion
del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .....cccccooceiiiiieiiiinnieieinn, 111

Figura 3.37: Acoplamiento molecular de PEM con su el receptor intermenbranal, de color verde
el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion
del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......ccccccevviiiviein e e, 112
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Figura 3.38: Acoplamiento molecular de PMG con su el receptor intermenbranal, de color verde
el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion

del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......cccooeiiiiiiiiniinicien 114

Figura 3.39: Acoplamiento molecular de POG con su el receptor intermenbranal, de color verde
el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion

del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......cccccceevivviievr e e, 115

Figura 3.40: Dinamica molecular de CDA con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .....c.ccccvviiiiiiiicce e 118

Figura 3.41: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dindamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo CDA - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS...........o ottt enes 119

Figura 3.42: Dinamica molecular de CDM con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R, .......cooviiiininiieninineeicee, 120

Figura 3.43: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo CDM - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS........c.coiiiiiieie ittt sttt sttt neeneenees 121

Figura 3.44: Dinamica molecular de CGS con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R, ........ccccocovveiiiicce e 122

Figura 3.45: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dindmica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo CGS - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS........c.ooiiieie e 123

Figura 3.46: Dindmica molecular de PDA con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R, ....ccccccovivviveieiiene e 124
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Figura 3.47: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PDA - GLP —
1R. Obtenido del SErvIdOr APBS...........o i 125

Figura 3.48: Dindmica molecular de PDM con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......ccoveviviiciicve e 126

Figura 3.49: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PDM - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS...........ooiiiiiiiniinienieieie ettt sbe bbbt neeneeneas 127

Figura 3.50: Dinamica molecular de PEG con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R, .......cccviiiiiiiiiininineieee, 128

Figura 3.51: A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PEG - GLP — 1R.
Obtenido del SErVIAOr APBS. ...t sta s e esteeneesreenreeneeenes 129

Figura 3.52: Dindmica molecular de PEM con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......cccoveiieciicce e 130

Figura 3.53: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dindmica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PEM - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS.. ...ttt 131

Figura 3.54: Dindmica molecular de PGG con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R, .....cccccvveviieieiieeni s 132

Figura 3.55: A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dindmica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PGG - GLP —
1R. Obtenido del SErVIdOr APBS........c..o oot 133
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Figura 3.56: Dinamica molecular de PMG con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .......cccceoiiiiiniieninisieecee, 134

Figura 3.57: A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PMG - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS........c.ooiiiiiie it 135

Figura 3.58: Dindmica molecular de POG con el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R. .....c.ccccvviiiiiiiicce e 136

Figura 3.59: A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dindamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo POG - GLP —
1R. Obtenido del SErVIAOr APBS...........o ottt enes 137

Figura 3.60: Dinamica molecular de GLP — 1 con su receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de los residuos
interactuantes siendo la cadena A perteneciente a GLP — 1R y la cadena B perteneciente a GLP —
1o P A B B8 EERNENR ... 138

Figura 3.61: A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo GLP — 1 - GLP —
1R. Obtenido del SErVIdOr APBS..... ..ottt enes 140

Figura 3.62: Dindmica molecular de GLP — 1 Amida con su receptor intermenbranal, de color
verde el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de los
residuos interactuantes siendo la cadena A perteneciente a GLP — 1R y la cadena B perteneciente
] I I 111 o - SO SR 141

Figura 3.63: A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de
su dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo GLP — 1 Amida -
GLP — 1R. Obtenido del SErvidor APBS. ..........coo oot 143

Figura 3.64: En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas
el RMSD en nm. Cada complejo esté representado por un color para CDA; verde, CDM;
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amarillo, CGS; rojo, PDA; azul, PDM; morado, PEG; café, PEM; plomo, PGG; rosado, PMG;
ATo oIV =L@ T T o 1=V | T VOSSR 144

Figura 3.65: En el eje de las abscisas esta el nimero de residuo en el eje de las ordenadas la
distancia promedio de la vibracion en nm. Cada complejo esté representado por un color para
CDA,; verde, CDM; amarillo, CGS; rojo, PDA; azul, PDM; morado, PEG; café, PEM; plomo,
PGG; rosado, PMG; Negro y POG; NATaNJa........c.ccverueiieiirerieiiesieesieseesseesieeseessaessesessseesseensesnns 146

Figura 3.66: En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas
el Rg en nm. Cada complejo esta representado por un color para CDA; verde, CDM; amarillo,
CGS; rojo, PDA; azul, PDM; morado, PEG; café, PEM; plomo, PGG; rosado, PMG; negro y
L@ T =T o T VOSSOSO 147

Figura 3.67: En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas
el RMSD en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para GLP — 1y amarillo
[0 L= W T I o N 4 o I TSSO 148

Figura 3.68: En el eje de las abscisas esta el numero de residuo en el eje de las ordenadas la
distancia promedio de la vibracion en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde
para GLP — 1 y amarillo para GLP — 1 AMIOA. ....coveiiiiieiieiieesieseeeeie et 149

Figura 3.69: En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100 ns, en el eje de las
ordenadas el Rg en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para GLP -1y
amarillo para GLP — 1 AMIOA........coiiiiiiie et bbb 150

Figura 3.70: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion CDA-

GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.71: Visualizacidon de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion CDM-
GLP - 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.72: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion CGS-
GLP - 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.
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Figura 3.72: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PDA-

GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.73: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PDM-

GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.74: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PEG-
GLP - 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.75: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PEM-

GLP - 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.77: Visualizagcion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion
PMG-GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las

CHET(oECTRNNOIIE oo SO | SRR  SEEER. CAEEE ) e 171

Figura 3.78: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion POG-

GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Figura 3.79: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion GLP —
1-GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segln el valor de las energias.

Figura 3.80: Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion GLP —
1 Amida-GLP — 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las

T 0T 0 T PSSR 179
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es una enfermedad caracterizada por un alto nivel de glucosa en la sangre
(1). En el afio 2015, 415 millones de personas fueron afectadas y se estima que para el afio 2040
se alcance 642 millones de personas con esta enfermedad (2). En Peru en el afio 2014 la Federacion
Internacional de Diabetes estimo que la prevalencia de diabetes en adultos es del 6.1%. EI Instituto
Nacional de Demografia y Salud Familiar realizo una encuesta en el afio 2014 a una muestra
nacional de 29941 viviendas y 27633 personas, dando como resultados que la prevalencia de
diabetes es de un 3.2%. Ademas, siendo la prevalencia de diabetes mayor en una zona urbana
(3.5%) que en una zona rural (2.0%) (3). La Diabetes Mellitus tipo 2 se caracteriza por una
insuficiencia relativa de la secrecion de insulina (4).Las morbilidades mas comunes causadas por
este tipo de diabetes son: Insuficiencia renal, Amputacion de miembros inferiores, Ceguera,
Enfermedades cardiovasculares, Pie diabético(Charcot) y Osteomielitis (2).

El Péptido Similar al Glucagon tipo 1 o también conocida como GLP — 1 es una hormona incretina
secretada por las células tipo L intestinales (5), cuya funcion es estimular a las células p
pancreéticas para la secrecion de insulina, ademas de que estimulan crecimiento, regeneracion y

la prevencidn de la apoptosis de células B pancreéticas (6).

El Maiz Morado (Zea Mays L.) es un cultivo originario de Per( que es utilizado en diferentes
preparaciones, como por ejemplo la bebida chicha morada o mazamorra morada, en el maiz

morado estan presentes una amplia gama de metabolitos secundarios (7).

En este trabajo de Tesis se presentan resultados obtenidos de estudios In Sillico sobre la Interaccion
Molecular entre la Hormona GLP - 1 y su Receptor Intermembranal ademas del Acoplamiento e
Interaccion Molecular entre Metabolitos Secundarios del Maiz Morado y el Receptor

Intermembranal de la GLP -1
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HIPOTESIS

Mediante el uso de Técnicas de Biologia computacional es factible determinar la naturaleza de la
Interaccion entre GLP — 1 y su Receptor, asi como de Metabolitos Secundarios presentes en el

Maiz Morado para mejorar el Entendimiento de sus Procesos de Interaccion
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Estudiar la Interaccion de GLP — 1 con el Receptor de GLP — 1y diversos Metabolitos
Secundarios en el Maiz Morado mediante Simulacion Molecular.

Objetivos Especificos

® Obtener las estructuras en formatos PDB completos de la GLP — 1, GLP — 1 Receptor y las
Estructuras de los Metabolitos Secundarios presentes en el Maiz Morado, asi como
minimizar las Estructuras elegidas para el presente estudio, mediante el uso del algoritmo

Steepest Descent.

e Obtener las cargas de Hirshfeld para los Metabolitos Secundarios que Interactuaran con el
Receptor de la GLP-1, luego construir los archivos de topologia necesarios para la
Interaccion Receptor - Sustrato.

e Generar una corrida de Simulacién de dinamica Molecular en un ensamble NVT, para
alcanzar la zona de equilibrio de los sistemas GLP-1 y Receptor de la GLP-1, luego correr
una Simulacion de Dindmica Molecular en un ensamble NPT por un tiempo de 100ns, para
los sistemas GLP-1 y Receptor de GLP-1.

e Ensamblar los Sistemas Interactuantes GLP — 1-receptor GLP — 1 y Metabolitos
Secundarios — receptor GLP-1, seguidamente proceder a una Simulacién de Dindmica

Molecular para todos los complejos.

e Realizar los analisis de los datos obtenidos a partir de las corridas de Simulacion de las

Dinédmicas Moleculares.
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1. Marco tedrico
1.1. Diabetes
1.1.1. Definicién

La Diabetes Mellitus es una alteracion metabdlica que se produce por la deficiencia en
laaccion o secrecion de la insulina (8), se caracteriza por la presencia de hiperglicemia
cronica en sangre u orina (9). La Diabetes esta presente en cada parte del mundo y en
todas las regiones, la OMS estima que habia 422 millones de personas adultas con
diabetes en todo el mundo en 2014 (10).

1.1.2. Tipos de Diabetes
1.1.2.1. Diabetes tipo 1

La cualidad distintiva de este tipo de diabetes es la aniquilacion autoinmune de las
celulas B pancreadticas lo que produce la carencia total de insulina y la tendencia a
cetoacidosis (11). Esta destruccion es mediada inmunolégicamente apareciendo
marcadores serologicos que son detectables como Anticuerpos frente a células del
islote (ICAs), Anticuerpos frente a la insulina (IAAs), Anticuerpos frente al acido
glutamico decarboxilasa (GAD 65) y Anticuerpos frente a fosfatasas de tiroxina
(IA-2 y 1A-2b). Las personas que tienen presentes los alelos DQA y DQB en el
complejo de histocompatibilidad (11).

1.1.2.2. Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 o también Illamada no insulinodependiente es la mas comun,
caracterizada por una deficiencia de insulina en lugar de la falta total de esta y una

resistencia en su accioén ademas de ser asociada a la obesidad y sobrepeso (12).
1.1.2.3. Diabetes gestacional

La diabetes mellitus gestacional se define como cualquier grado de intolerancia a

la glucosa con inicio o reconocimiento por primera vez durante el embarazo (13).
1.1.3. Diabetes Mellitus Tipo 2

La Diabetes Mellitus tipo 2 es la mas comun, siendo esta entre el 80-90% de personas
que presentan esta enfermedad (9). Este tipo de diabetes es caracterizada por una
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insuficiencia relativa en la secrecién de la insulina (14), y resistencia a esta misma,
ambos mecanismos estan basados a una asociacion de diferentes polimorfismos y
componentes ambientales, tales como la obesidad y sedentarismo. Incluso existen
diferentes cambios hormonales, como la reduccion de hormonas incretinicas y el
aumento de la secrecion del glucagon (15). Los sintomas particulares de personas que

presentan esta enfermedad son: Poliuria, Polidipsia y Polifagia (16).

El diagnostico se hace mediante 3 pruebas segun la Asociacion Americana de
Diabetes. Siendo la primera prueba la Alc que mide el nivel de glucosa en sangre
promedio durante los dos o tres meses, para esta prueba no es necesario el ayuno.

Considerandose diabetes si el valor es de 6.5% a mas.

La segunda prueba es la Glucosa Plasmatica en Ayunas (FPG) que mide el nivel de
azlcar en sangre en ayunas, esto por lo menos durante 8 horas antes de la prueba

considerandose diabetes si el valor es mayor a 126mg/dl a més.

La tercera prueba es la Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa(OGTT), es una prueba
de dos horas que analiza los niveles de glucosa antes y después de ingerir alimentos,
se considera diabetes si los valores de glucosa con mayores a 200mg/dl (17).

Figural.l

Valores de las pruebas para el diagnostico de Diabetes tomado.

DIABETES DIABETES DIABETES

NORMAL NORMAL NORMAL

AiC FPG OGTT

Fuente: American Diabetes Association, (17)
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1.1.3.1. Epidemiologia

La diabetes mellitus es una epidemia a nivel mundial, acercandose a 415 millones
adultos que presentan diabetes y que para el afio 2040 llegarian a 642 millones de
personas (18). La Encuesta Nacional Demografica y de Salud Familiar (ENDES
2014) que se realizé de marzo a diciembre del afio 2014, sobre una muestra de
29.941 viviendas y 27.633 personas, se encontrd una tasa de prevalencia de diabetes
diagnosticada de 3,2%, con 3,6% en mujeres y 2,9% en hombres. La mayor
prevalencia se encontrd en la ciudad de Lima 4,6%, seguida de la region costa,
3,4%; la selva, 2,5%; y la region andina, 2,0% (19).

El Estudio PeruDiab 2012 calculo la incidencia de diabetes en una poblacion
nacional que fueron seleccionadas por muestreo aleatorio por conglomerados de
1677 personas de edades mayores a 25 afios en una poblacién total de 10.860.000.
El diagnodstico de diabetes se baso en una glucosa plasmatica en ayunas, esta siendo
mayor a 126 mg/dL. En este estudio se encontrd una prevalencia de diabetes del 7,0
%, que afecta a 763 000 personas, con un 4,2 % de diabetes diagnosticada y un 2,8
% de casos nuevos de diabetes. La prevalencia fue mayor en la region de la costa
(8,2 %) que en la region andina (4,5 %) o la selva (3,5 %) (20).

1.1.3.2. Tratamiento

Para el tratamiento de diabetes tipo 2 inicia con metformina que reduce el HbAlc
de 1 a 2%, en caso de hiperglucemia postprandial se recomiendan los inhibidores
de alfaglucosidasa y las glindas. La acarbosa reduce la HbAlc en 0.5 a 1%, la
replaglinida es casi tan eficiente como la metformina para disminuir en 1.5% los
niveles de hemoglobina glicosilada. Ademas de tratamientos farmacol6gicos
también existen los cambios nutricionales que se deben seguir tal cuales son las
dietas con contenido de fibra de 20 a 30 g, ademas de la reduccion en la ingesta de
grasa, reducir los hidratos de carbono y consumirlos a lo largo del dia para facilitar
el control glucémico (21). Existen tratamientos con accion incretina, en los cuales
participan analogos de GLP — 1, estos son resistentes a la accion de DPP4, el

primero llamado exenatida que es de uso subcutaneo cada 12 horas y liraglutida que
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es de uso diario y subcutaneo también, estos pueden llegar a reducir el HbAlc de
0.8 a2% (15).

1.2. GLP-1

El tracto gastrointestinal cuya funcion principal es la digestion y la absorcion de nutrientes,
también es el 6rgano endocrino mas grande del cuerpo ya que casi el 1% de las células del
epitelio intestinal son células endocrinas. Dentro de estas células se encuentran las células
K que son encargadas de la secrecion de la hormona polipéptido insulinotropico
dependiente de glucosa (GIP) y las células tipo L responsables de la secrecion del péptido
similar al glucagon (GLP — 1). Las células tipo L se encuentras a lo largo de tracto
gastrointestinal y aumentan su poblacion hacia el colon, pero el nimero de células L no se
correlaciona con el contenido de GLP - 1 en el intestino, que tiene una mayor secrecion en
el intestino delgado superior y menor secrecion en el colon (22). GIP Y GLP — 1 son
hormonas incretinicas, que son liberadas en respuesta a la ingestion de nutrientes
principalmente glucosa y grasas, estas hormonas estimulan la secrecion de insulina en el
pancreas (23). La GLP — 1 proviene del gen Proglucagon que esta ubicado en el brazo largo
del cromosoma 2, este comprende 6 exones y 5 intrones, GLP — 1 est& ubicado en el exén
4, este gen es expresado en las células tipo L del intestino que gracias a la enzima
prohormona convertasa 1 y 3 (PC 1/3) en su procesamiento postraduccional hace que se
libere Glicentina, Oxitomodulina, Péptido Intermedio 2, GLP - 1 y GLP - 2. La hormona
GLP - 1 presenta dos formas activas biologicamente que son GLP — 1 (7 - 37) y GLP - 1
(7 - 36 Amida), de esta Gltima, el grupo Amida esta mediado gracias a la enzima
Peptidilglicina - Amidante de la Monooxigenasa y su tiempo de vida media dentro del
cuerpo humano es de 2 minutos ya que esta presente la enzima Dipeptidilpeptidasa 4
(DPP4) la cual degrada a las formas activas de GLP — 1 cortando su secuencia

aminoacidica, quitandoles la biodisponibilidad y haciéndolas formas inactivas (24).
1.3. GLP -1 Receptor

GLP — 1 Receptor pertenece a la familia de los receptores acoplados a proteina G y presenta
7 dominios transmembranales, estos son expresados principalmente en los islotes
pancredticos, los receptores de GLP — 1 son abundantes en las células § del pancreas donde

estimulan la secrecion de insulina, pero también estan presentes en las células a donde
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median la inhibicién en la secrecion del glucagon (25). El receptor muestra un dominio
extracelular hidrofilico en la posicién N-terminal, las siete hélices transmembranales estan
conectadas por bucles intracelulares, extracelulares y un dominio C-terminal. EI dominio
N-terminal tiene una secuencia lider que es crucial para la correcta biosintesis del receptor.
En el proceso de maduraciéon de la proteina, el receptor ingresa al Reticulo Endoplasmatico
gracias a la secuencia lider N-terminal, que es primordial para su expresion en la superficie
celular. En el RE, el GLP — 1R experimenta N-glicosilacion en residuos de aminoécidos
especificos, la falta de N-glicosilacion se ha asociado con una expresion reducida de GLP

— 1R en la membrana plasmatica (26).

Figura 1.2:

Estructura terciaria de GLP — 1R incrustada en una Membrana Fosfolipidica.

Fuente: Elaboracion propia.
1.3.1. Vias de sefalizacion
1.3.1.1. Vias de Sefalizacion de Produccién de AMPc

El AMPc es el principal mediador de la secrecion de insulina en la célula . AMPc
es un sistema de segundo mensajero, la comprension de la regulacion especifica de

la formacion y degradacion de cAMP dentro de las células B es importante para
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examinar los efectos posteriores de esta via en la funcion de las células . La
produccidn de CAMP esta estrictamente regulada por el equilibrio entre la actividad
de AC que cataliza la hidrdlisis de cAMP. EI AMPc activas otras vias de
sefializacion como lo son la PKA dependiente de AMPc y Epac (27).

1.3.1.2. Activacion de la Proteina Quinasa A

El aumento de cAMP como consecuencia de la activacion del receptor acoplado a
proteina G da como resultado una regulacion positiva significativa de la actividad
de PKA, una enzima fosforiladora de serina/treonina ubicua. La PKA es un
componente clave en la regulacion de la secrecion de insulina por cAMP. Interviene
en muchas de las reacciones de fosforilacion requeridas para la secrecién por las
c€lulas B. La inhibicion de PKA en islotes aislados y lineas celulares de insulinoma

disminuye la secrecion de insulina mediada por GLP — 1 (27).
1.3.1.2.1. Factores de intercambio de nucle6tidos de guanina regulados por AMPc

En los islotes, 40-50 % de la secrecion de insulina es estimulada por GLP — 1,
lo que implica la existencia de una segunda via activada por AMPc en la cascada
de sefializacion de GLP — 1R. Ahora es evidente que esta porcion independiente
de PKA se debe a la cascada cCAMP GEF, también conocida como proteinas de
intercambio directamente asociadas con CAMP (EPAC). Hay 2 variantes de Epac
que exhiben una alta especificidad para la activacion por cCAMP sobre otros
nucleétidos ciclicos y se conocen como Epac 1 y Epac 2. También se ha
descubierto que Epac esté involucrado en la liberacion de Ca 2+ desde el RE y
sus productos son importantes en la exocitosis de las vesiculas secretoras de
insulina (27).
1.3.1.3. Viade Sefalizacion de la Fosfoinositida 3 Quinasa

Las quinasas PI3 estan implicadas en multiples eventos de células B que van desde

el crecimiento, la supervivencia y el metabolismo, La pérdida de esta proteina

provoca un defecto secretor de insulina, Por lo tanto, la activacién de la cinasa PI3

por GLP — 1 es compleja y esta regulada por multiples vias integradas. La actividad

de la quinasa P13 se ha registrado en varios tipos de células . su vez, la quinasa P13
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recluta la serina treonina quinasas (quinasa 1 dependiente de fosfoinositido, PDK1)
y la proteina quinasa B (PKB). Se sabe que PKB es fundamental para la
proliferacion y supervivencia de las células . PKB desactivara FoxO1 que, En su
estado fosforilado, FoxO1 es citoplasmatico, a su vez, facilitara la translocacion
nuclear aguda de PDX-1 existente y la sintesis de mas PDX-1 al desplazar este
inhibidor de la transcripcién de PDX-1 de la regién promotora del factor de
transcripcion del homeodominio. PDX-1 es un efector clave para las vias de
respuesta de GLP-1R y es fundamental para los efectos positivos de GLP — 1R en

la diferenciacion, proliferacion, supervivencia y funcion de la célula § (27).

Figura 1.3
Esquema del mecanismo de accion de la interaccion de GLP — 1 con su receptor

intermenbranal presente en las células tipo B del pancreas pancreas.
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Fuente: Duran, A. L. C., et al. (28).

1.4. Maiz morado

El Maiz Morado (Zea mays L) raza kculli, es una seleccion especial del maiz amiléceo, de
granos y de cascara morada con alto contenido de almidén, cuya tusa o coronta contiene
como principio activo las antocianinas, que son pigmentos vegetales utilizados por la

industria alimenticia y farmacéutica mundial. La Direccion General de Competitividad
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Agraria del Ministerio de Agricultura, sefiala que las regiones que tienen mayor produccion
de maiz morado son: Lima con 24,69 %, Arequipa con 22,39 %, Cajamarca con 21,07 %
y Huéanuco con 16,46 % (29). El color esta relacionado a las antocianinas o pigmentos
naturales hidrosolubles del grupo de los flavonoides glucésidos de las antocianidinas,
presentes en las vacuolas de células vegetales, que otorgan el color rojo, parpura o azul. Se
han identificado seis tipos de antocianinas: Cianidina 3-O-b-Glucésido que es responsable
del 70% de la intensidad del color, Pelargonidina y Peonidina. Los fitoquimicos presentes
en el maiz morado tienen efectos benéficos, tales como su capacidad antioxidante o de
neutralizacion de radicales libres. EI maiz morado es recomendado por su efecto
antiinflamatorio (30), ayuda a controlar y reducir los niveles de colesterol en la sangre
debido a que hace que el organismo sintetice los &cidos grasos (31), y a mantener una
presion arterial baja (32).
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1.4.1. Metabolitos Secundarios
1.4.1.1. Cianidina-3-O(3,6-O-dimalonilglucosido) - CDM

La Cianidina-3-O(3,6-O-dimalonilglucosido) pertenece a la clase de compuestos
organicos conocidos como antocianidina-5-O-glucoésidos. Estos son compuestos
fenolicos que contienen un resto de antocianidina que estd unido O-
glucosidicamente a un resto de carbohidrato en la posicion C5. La Cianidina-3-
0O(3,6-O-dimalonilglucosido) es un compuesto béasico extremadamente debil,
esencialmente neutro. Pertenece a la super clase de fenilpropanoides y policetidos,
a la familia de los flavonoides, su ubicacion biologica es extracelular en el

citoplasma (33).

Figura 1.4
Representacion de la Cianidina-3-O(3,6-O-dimalonilglucosido) en su forma esquelética y

tridimensional.

Fuente: PubChem (34).
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1.4.1.2. Cianidina-3-O-glucosido — CGS

La Cianidina-3-O-glucosido pertenece a la clase de compuestos organicos
conocidos como piranonas y derivados. Las piranonas y sus derivados son
compuestos que contienen un anillo de pirano que lleva una cetona. La cianidina 3-
glucdsido es un compuesto basico extremadamente débil (esencialmente neutro).
Pertenece a la super clase de fenilpropanoides y policetidos, a la familia de los

flavonoides (33).

Figura 1.5

Representacion de la Cianidina-3-O-glucosido en su forma esquelética y tridimensional.
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Fuente: PubChem (35).
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1.4.1.3. Cianidina-diacetil - CDA

Cianidina-diacetil contiene en su estructura basica es el nucleo flavan que consiste
en 15 carbonos arreglados en 3 anillos denominados A, B Y C. El flavonoide
cianidina pertenece al grupo de las sales de flavillium, se caracteriza por el grupo
catecol, el grupo resorcinol y el grupo3-OH, carece del grupo ceto y el doble enlace

lo presente entre C3 y C4 del anillo C (36).

Figura 1.6

Representacion de la Cianidina-diacetil en su forma esquelética y tridimensional.

Fuente: PubChem, (43).
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1.4.1.4. Pelargonidina-3-glucosido — PGG

La Pelargonidina 3-glucosido, también conocida como calistefina, pertenece a la
clase de compuestos organicos conocidos como flavanonas. Las flavanonas son
compuestos que contienen un resto flavan-3-ona, con una estructura caracterizada
por un 2-fenil-3,4-dihidro-2H-1-benzopirano que lleva una cetona en el carbono
C3. Por lo tanto, la pelargonidina 3-glucésido se considera un flavonoide. La
pelargonidina 3-glucésido es un metabolito primario. Los metabolitos primarios
son metabolitos metabdlica o fisioldgicamente esenciales. Estan directamente

involucrados en el crecimiento, desarrollo o reproduccion de un organismo (37).

Figura 1.7

Representacion de la Pelargonidina 3-glucésido en su forma esquelética y tridimensional.

Fuente: PubChem, (43).
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1.4.1.5. Pelargonidina-3-O-(3-0O-6-O-di-malonil) glucésido — PDM

La Pelargonidina-3-O-(3-0-6-O-di-malonil) glucésido es una antocianidina, se
caracteriza por ser encargada de la coloracion naranja en vegetales, es hidrosoluble,
en estado puro toma una coloracion roja a marrén, y la adicién de azlcar en el

carbono 3y 6 le confieren mejor estabilidad (37).

Figura 1.8
Representacion de la Pelargonidina-3-O-(3-O-6-O-di-malonil) glucosido en su forma

esquelética y tridimensional.

Fuente: PubChem, (43).
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1.4.1.6. Pelargonidina-3-O-(6-O-malonil) glucésido — PMG

La Pelargonidina 3-O-(6-O-malonil) glucosido es un cation de antocianina que
consta de pelargonidina que tiene un residuo 6-O-malonil-beta-D-glucosilo unido
en la posicién 3-hidroxi. Es un cation de antocianina y un beta-D-glucésido. Esta
relacionado funcionalmente con una pelargonidina, es una antocianina que

pertenece a la familia de los flavonoides (39).

Figura 1.9
Representacion de la Pelargonidina 3-O-(6-O-malonil) glucésido en su forma esquelética y

tridimensional.

Fuente: PubChem, (43).
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1.4.1.7. Peonidina-3-O-(3-0O-6-O-dimalonil-glicosido) — PEG

La Peonidina 3-0-(3-0O-6-O-dimalonil-glicosido) pertenece a los compuestos
fendlicos que contienen un resto de antocianidina que estd unido O-
glucosidicamente a un resto de carbohidrato en la posicién C3 y c6. Pertenece a la
familia de los flavonoides, es hidrosolubles, presenta propiedades antioxidantes y

se caracteriza por brindar el color naranja a rojo (39).

Figura 1.9
Representacion de la Peonidina 3-O-(3-0-6-O-dimalonil-glicésido) en su forma esquelética

y tridimensional.

Fuente: PubChem, (43).
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1.4.1.8. Peonidina-3(6-malonilglucosido) - PEM

La Peonidina 3-(6-malonil-glucésido) pertenece a la clase de compuestos organicos
conocidos como antocianidina-3-o0-glucosidos. Estos son compuestos fenélicos que
contienen un resto de antocianidina que esta unido O-glucosidicamente a un resto

de carbohidrato en la posicion C3. Pertenece a la familia de los flavonoides (40).

Figura 1.10
Representacion de la Peonidina 3-(6-malonil-glucésido) en su forma esquelética y

tridimensional.

Fuente: PubChem, (43).
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1.4.1.9. Peonidin-di-acetil —- PDA

La Peonidina-di-acetil es un fitoquimico que se encarga de producir los colores en
plantas, principalmente rojos y morados, es una antocianina, pertenece a la familia

de los flavonoides, presenta grupos acetilos en los carbonos c1 y carbono 6 (43).

Figura 1.11

Representacion de la Peonidina-di-acetil en su forma esquelética y tridimensional.

0
~

Fuente: PubChem, (43).

1.4.1.10. Peonidina-3-O-glucosido — POG

La Peonidina-3-O-glucosido es un cation de antocianina que es el 3-O-beta-D-
glucésido de la peonidina (metilcianidina). Tiene un papel como antioxidante y
metabolito vegetal. Es un cation de antocianina, un beta-D-glucésido y un derivado
de monosacarido. Esta relacionado funcionalmente con una peonidina. Es un &cido

conjugado de una peonidina 3-O-beta-D-glucdsido betaina (42).
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Figura 1.12

Representacion de la Peonidina-3-O-glucosido en su forma esquelética y tridimensional.
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Fuente: PubChem, (43).
1.5. Evidencia experimental

En el estudio de Hong SH, se evaluaron las actividades antidiabéticas de anotianinas de
maiz morado en ratones db/db, obteniendo una exelente actividad antihiperglucemica, esto
demostrado en los niveles de glucosa en sangre y OGTT, ademas de una actividad reductora
de HbAlc en comparacion con glimepirida que es una sulfonurea. Los extractos de
antocianinas de maiz morado asi como los ratones db/db fueron comprados en Zana Export
y Orient Bio respectivamente. Para el test de tolerancia a la glucosa(OGTT) en ratones
db/db, se les hizo ayunar durante 12 horas y se les administro antocianinas del maiz morado
por via oral 30 minutos antes de la exposicion a glucosa, se les administro glucosa por via
oral y se les extrajo sangre en intervalos de 30 minutos desde 0 a 120 minutos. Se procedio
a hacer la evaluacion de glucosa con el Accu-check Active, Roche. Para la comparacion
con glimeripida con las antocianinas del maiz morado se dividieron aleatoriamente 4
grupos conformados por 8 ratones cada uno, siendo 1 grupo de control diabético, y 3 grupos
de tratamiento. Se les dio extractos de antocianincas de maiz morado disueltos en agua
durante 7 semanas. Como control positivo se afiadié glimepirida, una sulfonilurea al agua
de bebida. Como control negativo no se afiadié ni antoncianinas de maiz morado ni
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glimepirida al agua. Se midieron los valores del peso corporal y los valores de glucosa en
sangre de manera semanal y se midieron los valores de OGTT y HbAlc el primer dia 'y

ultimo dia del experimento. Se obtuvieron los siguientes resultados (43).

Figura 1.13
Efecto de antocianinas del maiz morado en el nivel de glucosa en sangre en ayunas, OGTT,
HbALc y nivel de insulina en ratones db/db. (A) Los pesos corporales se midieron cada
semana. (B) Los niveles de glucosa en sangre se midieron cada semana. (C) Se realizd
OGTT (prueba de tolerancia oral a la glucosa) en la tltima semana de tratamiento. (D)
HbA1C se midié en la primera y ultima semana de tratamiento. “Cont” representa el

control. “Glim” representa glimepirida. “PCA” representa antocianinas de maiz morado.
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Fuente: Hong et al, (43).

El grupo de antocianinas del maiz morado (PCA) mostré una disminucion del nivel de
glucosa en sangre de 500 mg/dl a los 120 min, pero el grupo de control negativo y
glimepirida mantuvo el nivel de glucosa en sangre a 550 mg/dl a los 120 min, lo que sugiere
que las antocianinas de maiz morado presentan una excelente actividad antihiperglucémica
a corto plazo. El nivel de HbAlc aumenté a 8,3 en el grupo de control negativo, peroa 7,7-

7,8 en el grupo de glimepirida y antocianincas del maiz morado en la semana 7, lo que
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indica que la exposicion a largo plazo de la hemoglobina a niveles altos de glucosa en
sangre también disminuyo en el grupo de glimepirida y antocianinas del maiz morado. El
resultado indica que los ratones db/db tratados con antocianinas del maiz morado mostraron
un control eficaz de la glucosa en sangre a corto y largo plazo (43).

1.6. Biologia computacional

La Biologia Computaciones es una rama de las ciencias naturales que es interdisplinaria,
que conlleva conceptos de fisica, biologia, quimica, etc. Nos ayuda mediante herramientas
informaticas a entender los sistemas bioldgicos complejos. Sus objetivos pueden ir desde
el estudio de sistemas macromoleculares hasta el estudio de proteinas. La bioinformatica
es un campo de la biologia computacional que se centra en la investigacion, desarrollo y
aplicacion de diferentes herramientas computacionales para la adquisicion,
almacenamiento, andlisis y visualizacion de sistemas biolégicos (44).

1.6.1. Modelado de proteinas

En el estudio computacional la herramienta mayormente utilizada es la visualizacién
de moléculas bioldgicas, esto para tener una mejor comprension y entendimiento de
los complejos proteinicos moleculares y sus interacciones. En los complejos

proteicos las estructuras mas conocidas son (44).
1.6.1.1. Alfa-hélices

Esta estructura logra mantenerse gracias a los enlaces de hidrégeno integrados entre
el grupo amino de un enlace peptidico y el grupo carboxilo del cuarto aminoacido
que le sigue. El sentido del giro de las a-hélices son levogiro o dextrdgiro, pero esta
ultima es mas favorable debido a la menor cantidad de choques estéricos en la
estructura entre las cadenas laterales y la cadena principal. Cada vuelta de la hélice
tiene un paso de rosca de 0,54 nm (45).
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Figura 1.14
Representacion grafica de modelos a-hélices, en la primera imagen se observa la
representacion dextrogira y como los enlaces peptidicos son paralelos al eje longitudinal de
la hélice, seguidamente se observa una a-hélice dextrdgiray las interacciones de los enlaces

de hidrogeno, muestra la representacion de una vuelta de hélice por 3.6 residuos 0 5.4 A.
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Fuente: Nelson D.L., et al. (46).
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1.6.1.2. Hojap

Una hoja B, esta conformada de dos a tres  stands o hebras, unidas por enlaces de
hidrégeno. Estructuralmente, est4 extendida en lugar de estar enrollada con fuerza,
como en las a hélices, ademds de que las cadenas laterales apuntan en direcciones
opuestas. Tienen dos conformaciones: antiparalela, cuyas hebras corren en
direcciones opuestas, en la cual los &tomos de los grupos -CO y - NH se unen de
forma alineada. La otra conformacion es del tipo paralelo y es cuando las hebras
corren en la misma direccion. En esta conformacion, los grupos -NH y -CO se

enlazan con la hebra vecina de forma diagonal (46).

Figura 1.15

Conformacion de Hojas P en cadenas polipeptidicas.

(a) Antiparallel

Top view @ .

Fuente: Nelson D.L., et al. (46).
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1.6.2. Herramientas bioinformaticas
1.6.2.1. Protein Data Bank

Es un centro de datos de estructura 3D para moléculas bioldgicas grandes, que son,
por ejemplo: Proteinas, ADN y ARN que son esenciales para la investigacion y la
educacion en biologia fundamental, salud, energia y biotecnologia. El Protein Data
Bank (PDB) es el primer centro de datos digitales que acceso libre. En la actualidad
es un recuso global para la obtencion de datos experimentales para los estudios
cientificos. Conocer la estructura 3D de moléculas bioldgicas es primordial para
entender su funcion en la salud y en enfermedades humanas, animales, o su funcion
en plantas, produccién de alimentos y energia. En su pagina es posible obtener los
archivos de las coordenadas atomicas e informacion relevante adicional que
describe a las proteinas cuyas estructuras tridimensionales se han determinado por
cristalografia de rayos X, espectroscopia RMN o crio-microscopia electronica de

transmision en el espacio (47).
1.6.2.2. Visualizadores de estructuras tridimensionales

Las estructuras tridimensionales de moléculas se pueden ver con programas
informaticos libres o de licencia comercial. Se pueden mencionar PyMOL (48),
Visual Molecular Dynamics (VMD) (49), UCSF Chimera (50), DeepView (Swiss-
Pdb Viewer) (51), Jmol (52), RasMol (53).

Estos programas nos permiten visualizar estructuras moleculares si conocemos sus
coordenadas atomicas (generalmente en un archivo de formato texto). Estos
visualizadores por ordenador pueden funcionar independientemente de las paginas
web (54).

1.6.3. Dinamica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular (MD) monitorean los movimientos de
macromoléculas resueltos en el tiempo. La visualizacion de trayectorias permite una
comprension instantanea e intuitiva de la dindmica y funcion. Las simulaciones de
dinamica molecular son herramientas importantes para comprender la base fisica de la

estructura y funcién de las macromoléculas bioldgicas. La vision inicial de las
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proteinas como estructuras relativamente rigidas ha sido reemplazada por un modelo
dindmico en el que los movimientos internos y los cambios conformacionales

resultantes juegan un papel esencial en su funcién (55).
1.6.3.1. Mecanica molecular

La mecanica molecular se basa en las aproximaciones de Born-Oppenheimer que
separa los movimientos del nucleo y de los electrones, esto debido a que la masa
del nicleo es mucho mayor a los electrones, estos pueden adaptarse rapidamente a
cualquier cambio en las posiciones de los nucleos. Por lo tanto, la energia de una
molécula en su estado base puede considerarse como una funcién de coordenadas
de los nacleos atomicos, también denominada campos de fuerza o Force Fields. Los
cambios que se producen en la energia potencial de un sistema pueden representarse

como una superficie llamada superficie de energia potencial (55).
1.6.3.2. Campo de fuerza

Los campos de fuerza estan conformados por la funcion de la energia potencial y
por los pardmetros empiricos usados por cada uno de los términos. Una
caracteristica importante de un campo de fuerza es su capacidad de ser transferido,
0 sea, una misma serie de parametros puede ser empleada para el estudio de distintas
moléculas relacionadas entre si. La mayoria de los campos de fuerzas empleados
para sistemas moleculares se pueden definir mediante una ecuacion con dos
componentes principales que describen las interacciones enlazantes y no enlazantes

del sistema:

Etotal = (Eetec + Evaw) + (Eentace + Eanguios + Etorsionales)
Los términos no enlazantes se definen por un término de atraccion y repulsion de
tipo Lennard-Jones para las fuerzas de Van der Waals y un término coulombico
para las interacciones electroestaticas, para los términos enlazantes incluyen
contribuciones debidas a los enlaces covalentes, angulos de valencia y angulos

torsionales propios e impropios (55).
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Figura 1.16
Esquema de las interacciones enlazantes y no enlazantes que se presentan en un campo de
fuerzas de MM.

torsion

N

S /

interacciones
no enlazadas

Fuente: Sebastian Yague, A., et al., (55).
1.6.3.3. Simulacién de dinamica molecular

Los métodos de simulacion molecular son capaces de obtener una muestra
representativa de las configuraciones de estos sistemas macroscopicos a una
determinada temperatura, existen dos grandes técnicas de simulacion molecular. El
método de Monte Carlo que se basa en analizar la energia en distintas coordenadas
generadas de manera aleatoria. El otro método son las simulaciones de Dindmica
Molecular que genera una trayectoria de puntos que se desarrollan con el tiempo
siguiendo la segunda ecuacion de Newton. Este método es determinista, en otras
palabras, el estado de un punto de la trayectoria permite predecir el estado del
siguiente punto (55).

Dada la fuerza en todos los atomos, las coordenadas se actualizan para el siguiente
paso. Para minimizar la energia, el algoritmo de descenso mas pronunciado
simplemente mueve cada atomo una corta distancia en direccion de la energia
decreciente (la fuerza es el gradiente negativo de energia), mientras que la dinamica
molecular se realiza al integrar las ecuaciones de movimiento de Newton (56,57).
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F, = —W(gi—};i"r”) m; % =F,
donde F; es la fuerza del 4&tomo i; V, representa la energia potencial del sistema
debida a las posiciones de todas las particulas; R; , son los vectores de posicion; m;,
es la masa de los atomos y t representa al tiempo. Las coordenadas actualizadas se

utilizan para evaluar nuevamente la energia potencial (57).
1.6.3.4. Preparacion y realizacion de una dindmica molecular

Las simulaciones de Dinamica Molecular tienen 2 fases, una fase de equilibrio cuyo
objetivo es llevar al sistema a una fase de equilibrio a partir de la configuracion
inicial del sistema que pueden originarse de datos experimentales (Cristalografia de
rayos X, Resonancia Magnética Nuclear, Etc.), de modelos teéricos o una
combinacion entre ambos. En esta fase se monitorean varios parametros como la
densidad, la temperatura y la energia potencial hasta que llegan a estabilizarse.
Luego es necesario asignar velocidades iniciales a cada uno de los 4&tomos que
participaran de la dindAmica molecular, esto se realiza aleatoriamente mediante una
distribucion de Maxwell-Boltzmann a una determinada temperatura. Por Gltimo, es
imprescindible mantener constantes algunas condiciones en la simulacion
molecular que son: Energia total del Sistema(E), Presion(P), Temperatura(T),
Volumen(V) y Numero de Particulas(N). Al combinarlas se obtienen simulaciones
Isotermico-lIsobaricas(NPT) y simulaciones canonicas(NVT). Siendo estas dos las
maés utilizadas para proteinas y &cidos nucleicos. Para conseguir que el sistema
llegue a un equilibrio optimo se debe aplicar en ciertas ocasiones restricciones al
sistema, liberandolas lentamente para permitir su adaptacion a condiciones
deseadas. Este proceso suele durar 200 a 500 picosegundos, aunque en ciertos casos

conviene equilibrar el sistema durante varios nanosegundos (57).

Después del correcto equilibrado del sistema empieza la fase de produccion en la
cual se permite la evolucion del sistema obteniendo una trayectoria, cuanto mayor
sea el tiempo de simulacion seran mas precisos los resultados debido a que se

explorara mas espacio conformacional. En general se estima que el tiempo de
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simulacion deberia ser al menos 10 veces mas largo que la escala temporal del

proceso a estudiar (55).

Existen herramientas que nos ayudan a evaluar el equilibrio estructural del sistema,

que pueden ser:
1. Raiz de la Desviacion Cuadratica Media

Es necesario e importante evaluar si la proteina es estable y cercana a la
estructura experimental, es por eso que para la medicion de esto se utiliza el
Desplazamiento Cuadratico Medio de todos los &tomos (pesados o incluyendo
a los hidrogenos), con respecto a la estructura experimental. Se usa para
verificar la similitud de dos proteinas al mismo tiempo, para la prediccion de la
estructura. Con un RMSD es necesario la estructura experimental para
considerar que la prediccion es buena. También es posible calcular un RMSD
con respecto a una estructura de referencia. Sus aplicaciones son diversas e
incluyen monitorear cambios estructurales en simulaciones de plegamiento y
dinamica de proteinas, evaluar la calidad de esquemas de prediccion de
estructuras, comparando la diversidad de estructuras modelo derivadas de
experimentos, evaluando las propiedades de los enfoques de modelado a
diferentes niveles de resolucion y definiendo formas de polimeros de alta

resolucion (58).
2. Fluctuacion de Raiz Cuadrada Media

Las vibraciones alrededor del equilibrio no son aleatorias, sino que dependen
de la flexibilidad de la estructura local. La Fluctuacion de la Raiz Cuadrada
Media (RMSF) de cada residuo es féacil de calcular a lo largo de la trayectoria,
pero lo mas importante es que se pueden convertir en factores de temperatura

gue también estan presentes para cada &tomo en un archivo PDB.

Para obtener informacion sobre la flexibilidad estructural local, la estabilidad
térmica y la heterogeneidad de las macromoléculas, a menudo se estudian las
fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF). Lo que es mas importante, RMSF se

puede obtener a través de Debye-Waller o factores de temperatura (factores B)
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en experimentos de rayos X, donde los factores B generalmente se definen como
una medida de las fluctuaciones espaciales de los atomos alrededor de su
posicion promedio y donde su movimiento se describe como una distribucion
gaussiana isotropica de desplazamientos sobre la posicion media. La inversa de
esta ecuacion se ha utilizado a menudo en la literatura para calcular los factores
B de varios modelos (la mayoria de las veces simulaciones de dinamica
molecular o modelos de redes gaussianas) y compararlos con valores

experimentales

Los factores B también se han utilizado en una variedad de estudios para
predecir la flexibilidad de las proteinas, evaluar su estabilidad térmica, probar
los errores en las estructuras de las proteinas, analizar los sitios activos y los
bolsillos de union y estudiar la dinamica de las proteinas (59).

3. Radio de giro y enlaces de hidrogeno

El radio de giro, una medida que se usa a menudo para describir las dimensiones
de los biopolimeros como las proteinas, se puede calcular analiticamente de dos
maneras: una usando las distancias por pares entre los monoémeros y el otro
utilizando las distancias entre cada mondmero y su centro de masa, es decir, la
posicion promedio de todos los mondmeros si tienen la misma masa. Ademas,
se consideran que los enlaces de hidrogeno juegan un papel vital en el
reconocimiento molecular y la estabilidad general de la estructura de la proteina
(60).

1.6.4. Ensamble molecular

Los sistemas biologicos se comunicas mediante interacciones que se dan entre distintas
moléculas como acidos nucleicos, proteinas o también moléculas mas pequefias
Ilamados ligandos. Varias enfermedades se dan por el mal funcionamiento de estas

interacciones.

En los métodos tedricos cuando estan bien fundamentados logran seleccionar a partir
de quimiotecas, que son colecciones de millones de moléculas aquellos que tiene una

mayor probabilidad de interaccionar con una diana terapéutica. Este seleccionado
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conjunto de moléculas que logran interactuar son Ilamados hits, que pueden
optimizarse hasta alcanzar los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos para

convertirse en leads.

Existe dentro de la perspectiva teorica cuatro escenarios, el mas favorable es cuando
tenemos informacion estructural de la proteina diana y del ligando entonces se procede
a hacer docking y cribado virtual, luego dos casos intermedios donde se conoce la
estructura o de los ligandos o bien de la proteina diana, entonces se usan los llamados
farmacoforos. EI caso més desfavorable se caracteriza por la ausencia o falta de
cualquier informacidn estructural, es necesario llevar un estudio experimental que nos
dé idea sobre el tipo de estructuras involucradas en la interaccion para asi poder aplicar

algn método tedrico (55).
1.6.4.1. Docking molecular

Para la realizacién de interacciones moleculares se utiliza la herramienta llamada

docking molecular, para esta técnica son necesarios 2 items.

1. Obtener la estructura tridimensional de la diana de interés, pudiendo ser esta,
una proteina

2. Obtener la estructura tridimensional de un ligando, este seré acoplado a la diana

de interés para asi obtener una interaccion proteina-ligando.

El ligando puede obtener diversas posiciones dentro del sitio de unidn de la proteina
, pero la herramienta del docking tiene antes que nada de un método de muestreo
Ilamado también componente estructural, el cual es encargado de enumerar todas
las configuraciones o posiciones posibles del ligando-receptor, y seguidamente una
funcion matematica, llamada funcién de puntuacion que evalta que tan buena son

las interacciones que existen entre la proteina y el ligando en cada pose (61).
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1.6.4.2. Componente Estructural

Para el método del docking también conocido como métodos basados en la
estructura, es necesario conocer la estructura tridimensional de la diana que puede
llegar a obtenerse experimentalmente con Resonancia Magnética Nuclear,
Cristalografia de Rayos X, asi como también por métodos tedricos, también es
necesario conocer la estructura tridimensional de los ligandos, que pueden ser
encontrados de quimiotecas o construidos en programas de modelado molecular.
En la pagina del Protein Data Bankse pueden obtener estructuras tridimensionales

de proteinas diana, asi como de complejos receptor-ligando (62).

En el docking molecular la parte con mas interés de la proteina diana es la zona de
union del ligando, conocida como Centro o Sitio Activo, Bolsillo o Pocket, Cavidad
de Unidn, etc. La union del ligando en el centro activo de la proteina diana
desencadena una modificacion, activacion o inhibicion de esta. Si se conoce donde
estd el centro activo se puede guiar a la herramienta del docking a una region

particular de la proteina, para no buscar el sitio activo en toda la proteina (61).
1.6.4.3. Componente energético

Cuando se produce una interaccion ligando-receptor se dan una serie de
interacciones especificas que son las encargadas de la estabilidad del complejo, el
éxito de la herramienta del docking se da principalmente gracias a un conocimiento
profundo y a una implementacién apropiada de las fuerzas directrices que rigen la
union de proteina ligando.Los principales tipos de interaccion molecular que se
consideran fundamentales para entender y racionalizar la union de proteina-ligando
son las Interacciones de Van der Waals, Interacciones Electroestaticas,
Interacciones por Enlaces de Hidrogeno, Interacciones con el Disolvente,

Interacciones Hidrofobicas y Contribuciones Entropicas (61).
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1. Interaccion de Van der Waals

Cuando dos moléculas se acercan y su contacto esta préximo, las interacciones

de Van der Waals se activan y se presentan 2 tipos de fuerza.

a) Repulsion: La cual actia a corta distancia debido al solapamiento o

superposicién de las nubes electrénicas de los atomos que se acercan.

b) Atraccion: La cual actla a larga distancia y es debida a la correlacion entre
los electrones de los diferentes atomos (fuerzas de dispersion de London), y
se debe més a la forma (o volumen) que propiamente al contenido

electrostatico
2. Interacciones Electroestaticas

Las interacciones electrostaticas estdn presentes en la mayor parte de los
procesos de union ya sea Interacciones Carga-Carga, Enlaces de Hidrogeno,

Interacciones Hidrofobicas, de Solvatacion, etc (61).

1.6.4.4. Aproximacion de Poisson-Boltzmann en el calculo de energias libres
(MM/PBSA)

La Mecénica Molecular-Poisson Boltzmann Enfoque de area de superficie (MM-
PBSA) es un procedimiento rentable consiste en realizar una estimacion mas
preciso de las afinidades de union ligando-proteina, calculando la energia libre de
unién asociada a la formacion de los complejos ligando-proteina generados por
acoplamiento ya que combina célculos energéticos basados en mecanica con

calculos de energia libre basados en modelos solventes implicitos.

Precisamente, el MM-PBSA estima la energia libre de union de un complejo
ligando-proteina como la diferencia entre la energia libre del complejo y las
energias libres de los componentes libres (receptor y ligando). Para estimar la
energia libre de cada componente, tanto los términos entropicos como entalpicos
son considerados Y la energia libre de enlace total, se calcula como una suma de la
interaccion de la fase gaseosa energia entre ligando y proteina, la energia de
solvatacion asociada a la transicion de la fase gaseosa al estado solvatado y el

cambio en la entropia conformacional asociada con union del ligando (63).
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En términos generales, la energia libre de unién de la proteina con el ligando en el

solvente se puede expresar como:

AGunion = Gcomplejo - (Gproteina + Gligando)
donde Gcompiejo €S l1a energia libre total del complejo proteina-ligando Y Gproteina
Y Gliganao SON las energias libres totales de la proteina aislada y el ligando en

disolvente, respectivamente (64).

Ademas, la energia libre para cada entidad individual puede estar dada por

Gy = (Emm) — TS + (Gsowatacion)
donde G, es la proteina o ligando o el complejo proteina-ligando. E,, €s la energia
potencial promedio de la mecanica molecular en el vacio. TS se refiere a la
contribucion entrépica a la energia libre en el vacio, donde T y S denotan la
temperatura y la entropia, respectivamente. El Gltimo término Ggovatacion €5 12

energia libre de solvatacion (64).
Los terminosEwyy Y Gsowatacion S€ detallan a continuacion.
1. Energia potencial de la mecénica molecular

Este término incluye las energias debidas a las interacciones tanto enlazantes
como no enlazantes, y se calcula con base en los parametros del campo de fuerza

de la mecénica molecular (MM). La ecuacion para su célculo es la siguiente:

EMM = Eenlazantes + Enoenlazantes = Lenlazantes + (EvdW + Eelec)
donde E., qzantes SON 1as energias obtenidas por las interacciones de los &tomos
debidas a sus enlaces, angulos, diedros y diedros impropios. El término
Enoentazantes INClUye todas aquellas interacciones electrostaticas E,;.. Yy de van
der Waals E, 4y, que se modelan utilizando las funciones de los potenciales de

Coulomb y Lennard Jones (L J), respectivamente (64).

2. Energia libre de solvatacion

Este término es la energia necesaria para transferir un soluto del vacio al

disolvente. En el enfoque MM/PBSA, se calcula utilizando un modelo de
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solvente implicito. La energia libre de solvatacion se expresa como los

siguientes dos términos:

Gsolvatacion = Gpolar + Gnopolar
donde Gpoiar Y Gropotar SON las contribuciones electrostaticas y no

electrostaticas a la energia libre de solvatacion, respectivamente (64).
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CAPITULO Il
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2. Metodologia
2.1. Detalles computacionales
2.1.1. Hardware

Para la realizacion de este trabajo, se utilizd una estacion de servicio del Centro de
Investigacion en Ingenieria Molecular (Cl1IM). Este equipo trabaja sobre el sistema
operativo UBUNTU de tipo 64 bits, que es un sistema operativo de cddigo abierto y
libre para computadores. UBUNTU es una distribucién de Linux basada en Debian. El
equipo cuenta con 80 GiB de memoria RAM y un procesador AMD® Ryzen 9 5950x
16-core processor x 32, dos unidades de procesamiento grafico NVIDIA GeForce
GTX 980y NVIDIA GeForce RTX 3080 Ti ademas de un disco de 13,0 TB (57).

2.1.2. Base de datos
2.1.2.1. NCBI

El Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica promueve la ciencia y la salud
al brindar acceso a informacién biomédica y genomica. La mision del NCBI es
desarrollar nuevas tecnologias de la informacion para ayudar en la comprension de
los procesos moleculares y genéticos fundamentales que controlan la salud y la
enfermedad. Se utilizo para encontrar las secuencias genomicas de GLP — 1y de
GLP - 1R (65).

212.2. PDB

Es un centro de datos de estructura 3D para moléculas biolégicas grandes, que son,
por ejemplo, Proteinas, ADN, ARN, esenciales para la investigacion y la educacion
en biologia fundamental, salud, energia y biotecnologia. El Protein Data Bank
(PDB) es el primer centro de datos digitales que acceso libre. Mediante esta base
de datos se hizo la basqueda de la proteina 310OL, obtenida por Difraccion de Rayos
X. Su relevancia se debe a que es una estructura tridimensional de GLP — 1, lo que
nos permitié obtener su estructura para continuar con el estudio In Sillico, se obtuvo
también la estructura tridimensional de GLP — 1 Amida, con el cédigo de 1DOR,
este fue obtenido mediante Resonancia Magnética Nuclear y por Gltimo se realizo
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la basqueda de la proteina 7KI1, que se obtuvo con Microscopia Electronica, esta

es la estructura tridimensional de GLP — 1R (66).
2.1.2.3. PubChem

PubChem es una base de datos de quimica abierta en los Institutos Nacionales de
Salud (NIH). PubChem contiene principalmente moléculas pequefias, pero también
moléculas mas grandes como nucledtidos, carbohidratos, lipidos, péptidos y
macromoléculas modificadas quimicamente. Recopila informacién sobre
estructuras quimicas, identificadores, propiedades quimicas y fisicas, actividades
bioldgicas, patentes, salud, seguridad, datos de toxicidad y muchos otros. De esta
base de datos se obtuvo las estructuras de los metabolitos secundarios usados en
este estudio (67).

2.1.3. Software
2.1.3.1. GROMACS 2022.3

GROMACS es un motor para realizar simulaciones de dindmica molecular y
minimizacién de energia. Estas son dos de las muchas técnicas que pertenecen al
ambito de la quimica computacional y molecular modelado. La quimica
computacional es solo un nombre para indicar el uso de técnicas computacionales
en quimica, que va desde la mecénica cuéntica de moléculas hasta la dinAmica de
moléculas complejas grandes agregados EI modelado molecular indica el proceso
general de describir sistemas quimicos complejos en términos de un modelo
atobmico realista, con el objetivo de comprender y predecir macroscopicos.

propiedades basadas en conocimientos detallados a escala atomica (68,69).
2.1.3.2. UCSF Chimera

UCSF Chimera es un programa que sirve para la visualizacion y analisis interactivo
de estructuras moleculares y datos relacionados que incluyen mapas de densidad,
trayectorias, acoplamientos, alineaciones de secuencias Yy conjuntos
conformacionales. Ademas que se pueden generar imagenes y animaciones de alta
calidad (70).
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2.133. VMD

VMD es un programa disefiado para el modelado, la visualizacion y el analisis de
sistemas biol6gicos como proteinas, &cidos nucleicos, ensamblajes de bicapa
lipidica, etc. La estructura contenida ademas proporciona una amplia variedad de

métodos para representar y colorear una molécula (49).
2.1.3.4. LIGPLOT

El programa LIGPLOT genera automaticamente representaciones esquematicas en
2D de complejos proteina-ligando a partir de archivos en formato PDB. El
programa nos muestra interacciones intermoleculares y sus puntos fuertes incluidos
los enlaces de hidrogeno, las interacciones hidrofobicas y la accesibilidad de los
atomosSe uso para observar las interacciones de cada metabolito secundario con el
receptor de GLP — 1 y también para evaluar la interaccion de GLP — 1y GLP — 1
Amida con su receptor GLP — 1R (71).

2.1.3.5. Open Babel

Es un programa de herramientas quimicas abierta con todas las funciones, disefiada
para "hablar" de las muchas representaciones diferentes de datos quimicos. Permite
que cualquier persona busque, convierta, analice o almacene datos de modelado
molecular, quimica, materiales de estado solido, bioquimica o areas relacionadas.

Se uso este programa para obtener archivos en formato .mol y .smile (72).
2.1.3.6. AutoDock Vina

AutoDock Vina es un programa de codigo abierto para hacer acoplamiento
molecular. Se utilizo este software para realizar acoplamiento entre los metabolitos
secundarios del maiz morado y el receptor de la GLP — 1, asi como de GLP -1y
GLP — 1 Amida con su receptor GLP — 1 R (73).
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2.1.3.7. Gaussian

Gaussian es un programa para el estudio de estructuras electronicas empleando un
gran abanico de metodologias, desde ab initio a semiempiricos. Puede ser utilizado
para el estudio de moléculas y reacciones y calculo de propiedades bajo un amplio
rango de condiciones, incluyendo tanto especies estables como compuestos que son
casi imposibles de analizar experimentalmente, tales como intermedios de corta
vida y estructuras de transicion (75). Se utilizo este programa para la optimizacion
de los metabolitos secundarios y para la obtencién de las cargas de Hirshfeld.

2.1.4. Servidores
2.1.4.1. LigParGen

El servidor LigParGen se disefié para proporcionar pardmetros OPLS-AA para
moléculas organicas. Los archivos de salida estan formateados para usarse
directamente en los populares programas MD de dindmica molecular como
GROMACS. Se utilizo este servidor para la obtencion del campo de fuerza de cada
metabolito secundario (76) (77) (78).

2.14.2. PDBsum

El PDBsum es una base de datos que proporciona una descripcion general de cada
estructura 3D depositada en el banco de datos de proteinas (PDB). Muestra las
moléculas que componen la estructura (es decir, cadenas de proteinas, ADN,
ligandos e iones metalicos) y diagramas esquematicos de sus interacciones (79).

2.2. Descriptores de estructura
2.2.1. Diagrama De Ramachandran

El diagrama de Ramachandran es una representacion de la distribucion de los angulos
de torsion en la estructura de una proteina. Existen mayoritariamente dos zonas de
angulos ¢(phi) y y(psi) permitidos, y por tanto de la flexibilidad de una regién para
adoptar un determinado plegamiento. No todas las parejas de angulos son posibles
dentro de las estructuras de los péptidos y proteinas. debido a los efectos estéricos entre
los residuos (cadenas laterales) de los aminoéacidos. Por tanto, el conocer los valores

de los angulos de torsién nos sirve como indicador de la calidad de la estructura 3D de
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una proteina. Los angulos de torsion son uno de los parametros estructurales mas

importantes que controlan el plegamiento de una proteina (80).

El diagrama de Ramachandran del PDBsum estd basado en 118 estructuras de
resolucion de al menos 2.0 &ngstrom y un factor R no mayor a 20.0. Segln estos
parametros, una proteina es considerada una estructura de buena calidad si el

porcentaje de las regiones mas favorecidas supera el 90% (79).
2.3. Metodologia

2.3.1. Obtencion las estructuras terciaras de las proteinas y de los metabolitos

secundarios presentes en el maiz morado.

Para GLP — 1 se obtuvo su estructura terciaria de la base de datos del Protein Data
Bank (PDB) con el codigo 310L, presenta 31 aminoacidos y fue obtenida mediante
Difraccion de Rayos X. Para GLP — 1 Amida, se obtuvo su estructura terciaria de la
base de datos del Protein Data Bank con el cddigo 1DOR, presenta 30 aminoéacidos, se
le afladié un grupo amida a la arginina terminal con la ayuda del programa UCSF
Chimera. Para GLP — 1R se utiliz6 la base de datos Protein Data Bank buscando el
cédigo de 7K1 el cual presenta 491 aminoacidos, que se obtuvo mediante Microscopia
Electronica, al momento de descargar la proteina y visualizarlo en UCSF Chimera,
resultaba que tenia residuos faltantes, estos se completaron con comandos dentro del
mismo UCSF Chimera para obtener la proteina en su totalidad. Para seleccionar los
metabolitos secundarios del maiz morado, se realiz6 una revisién bibliogréfica,
obteniendo 10 metabolitos mencionados en Mazewski, Liang, & Gonzalez de Mejia,
2017 (81), Paulsmeyer, , M., Chatham, L., Becker, T., West, M., West, L., & Juvik, J,
2017 (82), y Ramirez, LB; Salcedo, HER; Aulis, MFF; Lopez, MAR; Ocana, AN;
Radillo, 2018 (83), estos fueron dibujados en el programa GaussView o encontrados

en el servidor PubChem.
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2.3.2. Obtencion de las cargas de Hirshfeld para los metabolitos secundarios que

interactuaran con el Receptor de la GLP -1

Las cargas de Hirshfeld plantean que es posible particionar la densidad electronica
para obtener cargas atdbmicas (84). Este método no requiere una referencia a conjuntos
basicos o sus respectivas ubicaciones, pero se basa en un base fisica y matematica. Las
cargas de Hirshfeld se obtuvieron mediante el uso del programa Gaussian, primero la
estructura tridimensional de cada metabolito secundario se envio al servidor
LigParGen para la obtencion de su campo de fuerza en un archivo en formato .itp para
luego obtener dichas cargas en el programa Gaussian utilizando diferentes funcionales,
principalmente CAMB3LIP=pop(hirshfeld), si no se coloca esta funcional el programa
nos brindara en su defecto las cargas de Mulliken. Luego de obtener estas cargas se
colocan en el archivo .itp de cada metabolito secundario con los cuales ya se podra

hacer el acoplamiento molecular.
2.3.3. Simulacion de dinamica molecular de estructuras terciarias de las proteinas

Para las simulaciones de dinamica molecular se utilizaron las estructuras de las
proteinas GLP — 1, GLP — 1 Amida y receptor de la GLP — 1, las cuales son el punto
de partida para las simulaciones. Los célculos se realizaron con el paquete GROMACS
2022.3. para las hormonas GLP — 1y GLP — 1 Amida, se utilizé el campo de fuerza
en su version OPLS-AA/I. Para evitar la periodicidad se construyeron cajas de
simulacion en las que todos los &tomos estuvieran por lo menos 1nm al borde la caja,
se solvataron por moléculas de agua modelo TIP3 de 3 puntos, se afiadieron iones
necesarios para neutralizar la carga neta de la proteina, para que los sistemas no
presentaran choques esféricos o geometrias inapropiadas se hizo un proceso de
minimizacion energética donde las estructuras se relajan, la minimizacion se realiza
usando el método Steepest Descent el cual se encarga de evaluar las fuerzas debidas a
las posiciones atbmicas modificando estas para alcanzar un minimo de energia. Para
la dindmica molecular se utiliz6 el acoplamiento de temperatura V-rescale y el
acoplamiento de presidn Parrinello-Rahman para mantener los sistemas en un entorno
estable a una temperatura fisioldgica de 309.65k° y a 1 bar de presion. Sus constantes

de acoplamiento se establecieron a 0.1 para temperatura y 0.2 para presion. Se utilizo
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el algoritmo Particle Mesh Ewald PME para evaluar las interacciones electroestaticas
de largo alcance y de Van der Waalls, el radio de corte para las interacciones de Van
der Waalls y Coulombicas se establecieron en 1.0nm. Se realizo la simulacién de
dinamica molecular de 100ns para cada proteina, las trayectorias se almacenaron cada
10ps y ademas se calcularon diferentes analisis de sus estructuras al finalizar cada
simulacion, como el RMSD (Desviacién Cuadratica Media), RMSF (Fluctuaciones
Cuadréaticas Medias) y Radio de Giro (84).

Para la simulacion de dindmica molecular de GLP — 1R se utilizd el paquete
GROMACS 2022.3 y el campo de fuerza en su version OPLSA-Lipid.ff. La proteina
se incrusto en una bicapa de DPPC con 512 moléculas de lipidos por complejo, estas
bicapas de membrana se construyeron utilizando 128-dppc, que son 64 lipidos en cada
capa replicando 4 veces para obtener las 512 moléculas de lipidos, con la metodologia
de inflategGRO. Una vez obtenido el sistema de proteina-menbrana se coloc6 una caja
para limitar el sistema, se solvato con moléculas de agua modelo TIP3 de 3 puntos y
se procedio a utilizar el script perl water_deletor.pl, el cual elimina las moléculas de
agua dentro del ndcleo hidrofébico de la bicapa lipidica, se afiadieron iones para
neutralizar la carga de la proteina para luego realizar la minimizacion de energia con
el método Steepest Descent el cual se encarga de evaluar las fuerzas debidas a las
posiciones atémicas modificando estas para alcanzar un minimo de energia, Para la
dinamica molecular se utiliz6 el acoplamiento de temperatura V-rescale y el
acoplamiento de presion Parrinello-Rahman para mantener los sistemas en un entorno
estable a una temperatura fisiologica de 309.65K y a 1 bar de presion. Sus constantes
de acoplamiento se establecieron a 0.1 para temperatura y 0.2 para presion. Se utilizo
el algoritmo Particle Mesh Ewald PME para evaluar las interacciones electroestaticas
de largo alcance y de Van der Waalls, el radio de corte para las interacciones de Van
der Waalls y Coulombicas se establecieron en 1.0nm. Se realizo la simulacion de
dinamica molecular de 100ns para esta proteina, las trayectorias se almacenaron cada
10ps y ademas se calcularon diferentes analisis de sus estructuras al finalizar cada
simulacion, como el RMSD (Desviacién Cuadratica Media), RMSF (Fluctuaciones
Cuadréticas Medias) y Radio de Giro (85).
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2.3.4. Acoplamiento molecular

Todos los acoplamientos moleculares se realizaron utilizando como receptor diana a
GLP - 1R, como ligandos a GLP — 1, GLP — 1 Amida y a los 10 metabolitos
secundarios del maiz morado. Para el acoplamiento molecular se utiliz6 AutoDock
Vina, que es una herramienta computacional que intenta predecir la unién no covalente
de macromoléculas o méas frecuentemente, de una macromolécula (receptor) y una
molécula pequefia (ligando) de manera eficiente, a partir de sus estructuras no unidas
Para utilizar AutoDock Vina se necesita archivos de entrada en formato .pdb y .pdbqt
tanto como de la proteina y de cada ligando, ademas de una caja especifica la cual sera
donde el programa hard interaccionar la proteina y cada ligando. Se realizo 1000
interacciones para cada una de las estructuras cuaternarias, esto para elegir la mejor
posicion del ligando, ya que AutoDock Vina nos brinda energia de union del ligando
con la proteina. Lo que resulto en 12 estructuras cuaternarias que posteriormente se les
realizara simulacion de dinamica molecular y también su analisis de estructuras con
RMSD, RMSF y Radio de Giro (86).

2.3.5. Dinamica molecular de estructuras cuaternarias de las proteinas

Las 12 estructuras cuaternarias obtenidas del acoplamiento molecular, se sometieron
a simulacién de dindmica molecular, los calculos se realizaron con el paquete
GROMACS 2022.3 utilizando un campo de fuerza OPLSAA lipip.ff, para evitar la
periodicidad se construyeron cajas de simulacion en las que todos los atomos
estuvieran por lo menos 1nm al borde la caja, se solvataron por moléculas de agua
modelo TIP3 de 3 puntos, se afiadieron iones necesarios para neutralizar la carga neta
del sistema, para que los sistemas no presentaran choques esféricos o geometrias
inapropiadas se hizo un procesos de minimizacion energética donde las estructuras se
relajan, la minimizacién se realiza usando el método Steepest Descent el cual se
encarga de evaluar las fuerzas debidas a las posiciones atdmicas modificando estas
para alcanzar un minimo de energia. Para la dinamica molecular se utilizo el
acoplamiento de temperatura V-rescale y el acoplamiento de presion Parrinello-
Rahman para mantener los sistemas en un entorno estable a una temperatura fisioldgica

de 309.65k° y a 1 bar de presion. Sus constantes de acoplamiento se establecieron a
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0.1 para temperatura y 0.2 para presion. Se utilizo el algoritmo Particle Mesh Ewald
PME para evaluar las interacciones electroestaticas de largo alcance y de Van der
Waalls, el radio de corte para las interacciones de Van der Waalls y Coulombicas se
establecieron en 1.7nm. se realiz6 la simulacion de dinamica molecular de 100ns para
cada sistema, las trayectorias se almacenaron cada 10ps y se calcularon diferentes
analisis de sus estructuras al finalizar cada simulacién para evaluar la estabilidad de
los complejos, estos fueron el RMSD (Desviacion Cuadratica Media), RMSF
(Fluctuaciones Cuadréaticas Medias), Radio de Giro. Adicionalmente se hizo un estudio
de los componentes de la energia libre de union mediante el método MM/PBSA con
la respectiva contribucion energética de cada residuo. Esto con el fin de evaluar la

interaccion entre cada ligando y la GLP — 1R (85).

2.3.6. Analisis de los datos obtenidos a partir de las corridas de Simulacién de las

Dinamicas Moleculares.

La energia de union se estimo promediando las energias de enlace para las estructuras
de cada frame obtenidas en un espacio de 0.5ns de las simulaciones de dinamica
molecular para cada uno de los sistemas. Se obtuvieron tres componentes energéticos,
energia potencial en el vacio, energia de solvatacion polar y energia de solvatacion no
polar para cada uno de los sistemas interactuantes entre GLP — 1R-GLP — 1y GLP —
1R-Metabolito Secundario. Con la metodologia g_mmpbsa que usa un script en
lenguaje Python (MmPbSaStat.py) que nos brindara dos archivos de salida
“full_energy.dat” y “summary_energy.dat”. Estos archivos contienen las desviaciones
promedio y estandar de todos los componentes energéticos, incluyéndose la energia de

enlazamiento

También se puede calcular la contribucion promedio de cada residuo o0 aminoéacido en
las energias de enlazamiento. Se utiliza el script “MmPbSaDecomp.py” de Python con
el cual se obtiene los archivos “final contrib_energy.dat” y “energyMapln.dat”, el
primero nos brinda la energia de contribucion de los tres términos energéticos y sus
valores promedio junto a su error estandar, incluye la energia de enlace para cada
residuo. El segundo nos permite graficar estas energias en formato XY con el programa

XMgrace. Para visualizar en una forma tridimensional se utilizando archivos en

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM ® DE SANTA MARIA

formato .pdb que son generados con los nombres complex.pdb, subunit 1.pdb y
subunit_2.pdb, es necesario utilizar la herramienta energy2bfac. Donde subunit_1.pdb
y subunit_2.pdb son los archivos de estructura pdb para la GLP —1R y el segundo para

los ligandos. Finalmente se visualizaron estos archivos utilizando VMD (85).
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CAPITULO 111
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3. Resultados y Discusién
3.1. Estructuras de las formas activas de la Hormona Similar al Glucagon tipo 1
311 GLP-1
3.1.1.1. Estructura secundaria

Las estructuras secundarias que contiene GLP — 1, son el resultado del plegamiento
de la cadena aminoacidica y la estabilizacion debida a los enlaces de hidrdégeno que
permiten la formacion de hélices a y hojas . En el caso de esta proteina, presenta
1 hélices a, 2 giros B y 1 giro y. las hélices estan representadas con una letra H

mayuscula, los giros B y vy con las letras griegas respectivas (86).

Figura 3.1

Estructura secundaria de GLP — 1, H representa las a hélices, y y p los giros respectivos.

B3

H1

v v

HAEGTFTSDVS SYLEGQAAKEF I AWLVKGRG
7 15 20 25 30 35

Fuente: PDBsum, (87)

3.1.1.1.1. Heélices a

Las hélices o mantienen su forma gracias a las interacciones del tipo enlace de
hidrogeno entre los atomos de oxigeno del grupo carbonilo de un aminoécido y
el atomo de hidrogeno del grupo amino de otro aminoécido situado a cuatro
enlaces peptidicos de distancia en la cadena. Esta conformacion se repite una vez
en la proteina GLP — 1. En la tabla 3.1 se muestra el aminoacido inicial y final
de la hélice a también el nimero de aminoacidos que las constituyen y su

secuencia aminoacidica (86).
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Tabla 3.1

Hélices a presentes en GLP — 1.

Helices a
o - . . N° de .
N Inicio Final Tipo Residuo Secuencia
1. Thri3  Val33 H 21 TSDVSSYLEGQAAKEFIAWLYV

Fuente: Elaboracion propia.
3.1.1.1.2. Giros p

Los giros 3 se forman por la interaccion de enlace de hidrogeno entre los residuos
i e i+ 3. Son elementos de la estructura secundaria que causan un cambio en la
direccion de la cadena polipeptidica lo que permite que la proteina se pliegue
sobre si misma. En la estructura de GLP — 1 se presentan 2 giros B. En la Tabla
3.2 podemos ver los residuos que conforman cada uno de los giros, su secuencia
de residuos y la medida de los dngulos Psi (), Phi (@) y Chi (), ademads de que

se muestra si hay presencia de enlaces de hidrogeno (86).

Tabla 3.2
Giros p presentes en GLP — 1.

Giros 8
: 3 - - - Enlaces de
NP Giro SeCl;enu Residuoi + 1 Residuoi + 2 Hidrogeno
Phi Psi Chi Phi Psi Chi
1. Val33-Arg36 VKGR -101.4 79.5 -101.9 104.8 -23.5 - Si
2. Lys34-Gly37 KGRG 104.8 -23.5 - -57 -47 -180 Si

Fuente: Elaboracién propia.
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3.1.1.1.3. Girosy

Un giro v es un elemento de la estructura secundaria presente en nuestra proteina,
donde la cadena polipeptidica invierte su direccion general. En este giro se
produce el enlace de hidrogeno entre los residuosi e i £ 2. GLP — 1 solo presenta
un giro y dentro de toda la estructura, en la Tabla 3.3 se puede visualizar en
donde comienza y termina el giro, la secuencia de aminoacidos y la medida de

los angulos vy, ¢ y & (86).

Tabla 3.3
Giro v presente en GLP — 1.

Giros y

Residuo i+1
Phi Psi Chi
1. Val33 Gly35 VKG -101.4 795 -101.9

N° Inicio Final Secuencia

Fuente: Elaboracién propia.
3.1.1.2. Estructura terciaria

Se obtuvo la conformacion tridimensional que forma la cadena aminoacidica,
denominada estructura terciaria del Protein Data Bank con el codigo 3I0L. Cuenta
con 31 aminoéacidos, Como se visualiza en la Figura 3.2, GLP — 1 presenta una

estructura donde predomina la formacion de alfa hélices (86).
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Figura 3.2
Estructura de GLP -1

Fuente: Protein Data Bank, (87).
3.1.2. Andlisis de la estructura final obtenida
3.1.2.1. Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojo los siguientes datos: de los 31 residuos, 25 estaban en
las regiones favorecidas (A, B y L), estas regiones simbolizadas con letras
mayuUsculas, son regiones rojas que corresponden a las regiones centrales que
representan las combinaciones mas favorables para valores ¢-\y . Estos 25 residuos
representan un 96.2 %. En las regiones permitidas (a, b, I, p) estéa presente 1 residuo
que equivale a un 3.8 % del total. En las regiones permitidas generosamente y no
permitidas, no se encontrd ningun residuo. Este analisis fue basado en 118
estructuras de resolucién de al menos 2.0 angstrom y un factor R no mayor a 20.0.
Segln estos pardmetros, es considerada una estructura de buena calidad si el
porcentaje de las regiones mas favorecidas (A, B y L) supera el 90 %, en este caso
este porcentaje es superado. Entre los &tomos de los residuos involucrados en los
contactos defectuosos (asi Ilamados a todo el par de atomos enlazados que se
encuentren a una distancia menor de 2.6 angstrom entre si), encontramos a los
atomos de los residuos His7, Ala8, Glu9, Gly 10, Phel2, Leu32, Val33, Arg36,

estos datos estan en la Tabla 3.4 (86).
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Tabla 3.4

Contactos defectuosos

Contactos defectuosos

Residuo 1 Residuo 2
° i o : Tipo de
N° Cadena Tipo ATM —> N° Cadena Tipo ATM
contacto
7 B His @) > 8 B Ala C M-M
7 B His O > 12 B Phe CE1 M-S
8 B Ala 0] - 9 B Glu C M-M
9 B Glu 0] - 10 B Gly 0] M-M
32 B Leu O —> 36 B Arg CB M-S
33 B Val N —> 36 B Arg CB M-S

Fuente: Elaboracion propia.

Estos contactos se dan entre dos residuos. En la tabla se visualiza el tipo de residuo,
el atomo interactuante, el numero de residuo y la interaccion que se da entre estos
dos pares de residuos. Hay dos tipos de contacto, la primera es cadena lateral con

cadena lateral (S-S) y la segunda cadena lateral con cadena principal (S-M) (86).
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3.1.3. GLP-1Amida
3.1.3.1. Estructura secundaria

Las estructuras secundarias que contiene la GLP — 1 Amida, son el resultado del
plegamiento de la cadena aminoacidica y la estabilizacion debida a los enlaces de
hidrégeno que permiten la formacion de hélices a y hojas B. En el caso de esta
proteina, presenta 2 hélices a, 1 interaccion helice-helice, 4 giros By 1 giro y. Las
hélices estan representadas con una letra H maytscula, los giros B y y con las letras

griegas respectivas (86).

Figura 3.3
Estructura secundaria de GLP — 1 Amida, H representa las a hélices, y y p los giros

respectivos.

BB B HI H2 B

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKG%

1 5 10 15 20 25 30

Fuente: PDBsum, (87).

3.1.3.1.1. Heélices a

Las hélices o mantienen su forma gracias a las interacciones del tipo enlace de
hidrogeno entre los atomos de oxigeno del grupo carbonilo de un aminoéacido y
el atomo de hidrégeno del grupo amino de otro aminoacido situado a cuatro
enlaces peptidicos de distancia en la cadena. Esta conformacion se repite dos
veces en nuestra proteina. En la Tabla 3.5 se muestra los aminoacidos inicial y
final de cada hélice a asi como el nimero de aminoacidos que las constituyen y

su secuencia aminoacidica (86).
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Tabla 3.5

Hélices a presentes en GLP — 1 Amida.

Hélices a
o -~ . . N° de .
N Inicio Final Tipo Residuo Secuencia
1. Ser8 Glu21l H 14 SDVSSYLEGQAAKE
2. 11e23 Leu26 H 4 IAWL

Fuente: Elaboracion propia.
3.1.3.1.2. Giros

Los giros f3 se forman por la interaccion de enlace de hidrdgeno entre los residuos
i ei+ 3. Son elementos de la estructura secundaria que causan un cambio en la
direccion de la cadena polipeptidica lo que permite que la proteina se pliegue
sobre si misma. En la estructura de GLP — 1 Amida se presentan 4 giros . En la
Tabla 3.6 podemos ver los residuos que conforman cada uno de los giros, su
secuencia de residuos y la medida de los angulos Psi (y), Phi (¢) y Chi (&),
ademas de que se muestra si hay presencia de enlaces de hidrdgeno (86).

Tabla 3.6
Giros p presentes en GLP — 1 Amida.

Giros B

- . h . Enlaces de

N° Giro Secuencia Resigi-* L 0 112 hidrogeno
Phi Psi Chi Phi Psi Chi

1. Hisl-Gly4 HAEG -96.1  -46.9 - 912  -474  -70.7 Si
2. Ala2-Thr5 AEGT 912 474 -70.7 -97.7 86.0 - Si
3. Thr5-Ser8 TFTS -646 551 -59.3 -1423 -63.4 415 Si
4.  Leu26-Gly29 LVKG -107.5 -357 -175.7 -113.8 20.2 -58.7 Si

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.3.1.3. Giroy

Un giro y, es un elemento de la estructura secundaria presente en nuestra
proteina, donde la cadena polipeptidica invierte su direccion general. En este
giro se produce el enlace de hidrogeno entre los residuosiei+2. GLP —1 Amida
solo presenta un giro y dentro de toda la estructura, en la Tabla 3.7 se puede
visualizar en donde comienza y termina el giro, la secuencia de aminoacidos y

la medida de los angulos v, ¢ y & (86).

Tabla 3.7
Giro y presente en GLP — 1 Amida.

Giros y

Residuo i+1
Phi Psi Chi
1. Thr5  Thr7 TFT -64.6 551 -59.3

N° Inicio Final Secuencia

Fuente: Elaboracion propia.
3.1.3.2. Estructura terciaria

Se obtuvo la conformacion tridimensional que forma la cadena aminoacidica,
denominada estructura terciaria del Protein Data Bank con el cddigo 1DOR, esta
estructura cuenta con 30 aminoacidos Yy se le agrego el grupo Amida a la arginina
terminal (86).
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Figura 3.4
Estructura de GLP — 1 Amida

<
S
R

Fuente: Protein Data Bank, (87).
3.1.4. Analisis de la estructura final obtenida

3.1.4.1. Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojo los siguientes datos: de los 30 residuos, 16 estaban en
las regiones favorecidas (A, B y L), estas regiones simbolizadas con letras
mayusculas son regiones rojas que corresponden a las regiones centrales que
representan las combinaciones mas favorables para valores ¢-y. Estos 16 residuos
representan un 64.0 %. En las regiones permitidas (a, b, I, p) estdn presentes 9
residuos que equivalen a un 36 % del total. En las regiones permitidas
generosamente y no permitidas, no se encontrd ningun residuo. Este analisis fue
basado en 118 estructuras de resolucion de al menos 2.0 angstrom y un factor R no
mayor a 20.0. Segln estos parametros, es considerada una estructura de buena
calidad si el porcentaje de las regiones mas favorecidas (A, B y L) supera el 90 %,
en este caso este porcentaje no es superado debido a que los angulos ¢ y v no son
posibles entre los atomos de los residuos. Entre los &tomos de los residuos
involucrados en los contactos defectuosos (asi Ilamados a todo el par de atomos
enlazados que se encuentren a una distancia menor de 2.6 angstrom entre si),
encontramos a los atomos de los residuos Alal9 e 1le23, estos datos estan en la
Tabla 3.8 (89).
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Tabla 3.8

Contactos Defectuosos

Contactos Defectuosos

Residuo 1 Residuo 2
N° Cadena Tipo ATM N° Cadena Tipo ATM |1Pode
contacto
9 A Al O > 23 A le CGL M-S

Fuente: Elaboracion propia.

Estos contactos se dan entre dos residuos. En la tabla se visualiza el tipo de residuo,
el atomo interactuante, el numero de residuo y la interaccion que se da entre estos
dos pares de residuos. El contacto que se dio fue de la segunda cadena principal con
la cadena lateral (S-M) (89).

3.2. Estructura del receptor intermenbranal de la hormona similar al glucagon tipo 1
321 GLP-1R
3.2.1.1. Estructura secundaria

Las estructuras secundarias que contiene GLP — 1R, son el resultado del
plegamiento de la cadena aminoacidica y la estabilizacion debida a los enlaces de
hidrégeno que permiten la formacion de hélices a y hojas B. En el caso de esta
proteina, presenta 29 hélices a, 37 interacciones helice-helice, 42 giros 3, 8 giros v,
5 B strands, 2 B sheets y 4 puentes disulfuro, las hélices estan representadas con una
letra H mayuscula, los giros B y vy con las letras griegas respectivas, 10s  strands

estan representados con flechas y los puentes disulfuro con enlaces amarillos (89).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE : UNIVERSIDAD

B CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura 3.5

Estructura secundaria de GLP — 1R, H representa las o hélices, y y B los giros respectivos.
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Fuente: Elaboracion propia

3.2.1.1.1. Heélices a

Las hélices o mantienen su forma gracias a las interacciones del tipo enlace de
hidrogeno entre los atomos de oxigeno del grupo carbonilo de un aminoécido y
el atomo de hidrégeno del grupo amino de otro aminoécido situado a cuatro
enlaces peptidicos de distancia en la cadena. Esta conformacion se repite 29
veces en nuestra proteina. En la Tabla 3.9 se muestra los aminoacidos inicial y
final de cada hélice a, asi como el nimero de amino&cidos que las constituyen y
su secuencia aminoacidica (89).
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Tabla 3.9
Hélices a presentes en GLP — 1R.

Hélices a
N°  Inicio Final  Tipo R,:sigﬁo Secuencia
1. Lysl9  Asp23 H 5 KDDDD
2. Glu43 Leu59 H 17 ETVQKWREYRRQCQRSL
3. Trpl00  Serl02 G 3 WAS
4.  Leul50 Leul75 H 26 LLFLYHNYTVGYALSFSALVIASAIL
5. Thrl84 Asnl86 G 3 TRN
6. Tyrl87 Met213 H 27 YIHLNLFASFILRALSVFIKDAALKWM
7. Thr2l6  Asp224 H 9 TAAQQHQWD
8. Tyr229  Asp23l G 3 YQD
9. Ser234  Glu256 H 23 SCRLVFLLMQYCVAANYYWLLVE
10. Leu260  Ala265 H 6 LYTLLA
11.  lle274  Leu277 H 4 IFRL
12, Ser280  Trp283 H 4 SIGW
13. Pro286 Leu288 G 3 PLL
14.  Val290  Tyr300 H 11 VVPWGIVKYLY
15. Trp315  1le318 H 4 WLII
16. Leu320 Leu323 H 4 LPIL
17. Leu33l Val334 H 4 LIFV
18.  1le337  Ser342 H 6 ICIVVS
19. Lys355  Leu358 H 4 KCRL
20. Leu363 Leu365 G 3 LTL
21. 1le366  Leu369 H 4 IPLL
22. Asp38l Ala384 H 4 DEHA
23. Thr387  Arg389 G 3 TLR
24. Phe399  Phe402 G 4 FTSF
25. GIn403  Leu4l0 H 8 QGLMVAIL
26. Asn4l6  GIn419 H 4 NEVQ
27. His433  Ser450 H 18 HLHIQRDSSMKPLKCPTS
28. Leud452 Cys471 H 20 LSSGATAGSSMYTATCQASC
29. Gly475 His490 H 16 GLEVLFQGFHHHHHHH

Fuente: Elaboracion propia.
3.21.1.2. Giros

Los giros 3 se forman por la interaccion de enlace de hidrogeno entre los residuos
i ei+ 3. Son elementos de la estructura secundaria que causan un cambio en la
direccion de la cadena polipeptidica lo que permite que la proteina se pliegue
sobre si misma. En la estructura de GLP — 1R se presentan 42 giros B. En la
Tabla 3.10 podemos ver los residuos que conforman cada uno de los giros, su
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secuencia de residuos y la medida de los angulos Psi (y), Phi (¢) y Chi (&),

ademas de que se muestra si hay presencia de enlaces de hidrégeno (89).

Tabla 3.10
Giros  presentes en GLP - 1R.

Giros
. . . . Enlaces de
N° Giro Secuencia Residuoi +1 Residuo i+2 hidrogeno
Phi Psi Chi Phi Psi Chi
1. Lys2-lle5 KTl  -118.7 -9.8 57.1 -84.2 1.9 60 Si
2. Tyr9-Cys12 YIFC -68.3 -36.7 -163.1 -70.8 -1.7  -4438 No
3. lle10-Leul3 IFCL -70.8 -1.7 -44.8 -92 -29.1 -66.1 Si
4. Leul3-Alal6 LVFA 78 -60.3 -166.2 -69.8 -42.1 -171.7 Si
5. Vall4-Aspl7 VFAD -698 -421 -171.7 -804 -5 - Si
6. Phel5-Tyr18 FADY -80.4 -5 - -82.7 82 -75.2 Si
7. Val26-GIn29 VLFQ -66.4 -19.2 -1739 -1134 164 -52 No
8. GIn29-Ala32 QGPA 1093 -160 - -72.2 -3.8 25 Si
9. Gly30-Arg33 GPAR  -722 -3.8 25 -61.9 -16.9 - No
10.  Ala32-GIn35 ARPQ -411 -535 -1746 -77.1 -12.8 27 No
11.  Leu59-Asp62 LTED -83.2 -15.3 43.2 -78.6  -30.8 -143.1 Si
12.  Thr67-Phe70 TDLF -529 -388 -1488 -91.1 1169 -845 Si
13.  Asp76-Ala79 DEYA 1071 -13.7 -157.1 -1326 -46 -170.7 Si
14, Glu85-Ser88 EPGS -478 1041 -256 112 52.7 - Si
15.  Pro95-Leu98 PWYL -76.5 -0.7 45.5 -98.9 -114 646 No
16. Thrl14-Gly1l7 TAEG -39.7 -37.7 - -83.6 -17.6 -1745 No
17.  Lys122-Serl25 KDNS -50 -50.4 1738 -133.1 37.6 -104.6 Si
18. Leul32-Cys135 LSEC -59 -36.5 60.3 -943 182 -515 No
19. Serl33-Glul36 SECE  -94.3 18.2 -515 -1457 97 -170.2 Si
20. Lys139-Glul42 KRGE -846 -29.2 -179.6 -118.1 -153 - Si
21. Leul75-Phel78 LLGF -101.9 2338 -67.5 -117.7 55 - Si
22. Phel78-Leul81 FRHL -446 -34.1 175 -50.1 -45  -162.9 No
23. Argl79-His182 RHLH -50.1 -45  -1629 -1041 -10 -66.5 Si
24. His180-Cys183 HLHC -104.1  -10 -66.5 -91 68.8 -165.2 Si
25.  Ser270-Trp273  SEQW -60 -8.7 -152 -76.9 -329 -544 No
26. Glu271-1le274  EQWI  -76.9 -329 -544 -14238 -7 39.9 Si
27. Asp302-Cys305 DEGC  -137 29.2 -159.4 1248 60.3 - Si
28. Glu303-Trp306 EGCW 1248  60.3 - 96 102 -166.1 Si
29. Trp306-Asn309 WTRN  -130 -27.1 47.3 -82.2 56.7 -65.1 Si
30. Met312-Trp315 MNYW  -76 -1.1 -1474  -1014 -23.7 -40.9 No
31. Phe324-Gly327 FAIG -153.8 -49.1 - -87.8 1316 -585 Si
32. Ala325-val328 AIGV  -87.8 1316 -585 1133 -1.8 - No
33. Leu344-Asn347 LKAN  -48.6 4 -143.2 -117.3 -17.8 - No
34. Lys345-Leu348 KANL -1173 -17.8 - -81 -38.3 1773 Si
35. Ala346-Met349 ANLM -81 -38.3 1773 -1075 585 -58.3 Si
36. Met349-Thr352 MCKT -93 148.7 -1524  82.6 248 -158.8 Si
37. Ala377-Met380 AFVM  -85.2 -25 -66.5 -516 -28.6 -65.9 Si
38.  11e391-Phe394 IKLF  -1549 1466 61.6 83.2 152 -76.8 Si
39. Lys392-Thr395  KLFT 83.2 15.2 -76.8  -164.7 41.6 53 Si
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40. Phe394-Leu397 FTEL -116.2 -544 68.8 -86.3 -49.2 170 Si
41. Glud21-Lys424 EFRK -83 -1.7 -140 -73.9 -23.9 727 No
42. Phe422-Serd25 FRKS -73.9 -23.9 -12.7 -89.8 -46.7 -49.5 Si

Fuente: Elaboracion propia.

3.2113. Giroy

Un giro vy, es un elemento de la estructura secundaria presente en nuestra
proteina, donde la cadena polipeptidica invierte su direccion general. En este
giro se produce el enlace de hidrogeno entre los residuos i e i + 2. GLP — 1R
presenta 8 giros y dentro de toda la estructura, en la Tabla 3.11 se puede
visualizar en donde comienza y termina el giro, la secuencia de aminoacidos y

la medida de los angulos v, ¢ y & (89).

Tabla 3.11
Giro v presentes en GLP — 1R.

Giros y
o y. : ] Residuo i +1
N Inicio Final Secuencia Phi Psi Chi
1. Leul3 Phel5 LVF 78 -60.3 -166.2
2. Alal6 Tyrl8 ADY -82.7 82 -75.2
3. Phe70 Asn72 FCN -86.8 57.8 -79.2
4, Val104 GInl106 VPQ -73.1 102.4 15.1
5. Argl45 Ser145 RSS -75.4 94.9 52.2
6. Thr307 Asn309 TRN -82.2 56.7 -65.1
7. Gly370 His372 GTH -91.7 77.9 49.7
8. Phe390 Lys392 FIK -94.3 85.7 -44.3

Fuente: Elaboracion propia.
3.2.1.14. Hojasp

Se visualizé la apariciéon de 2 hojas p (A Y B), que constan de 2 y 3 hebras
respectivamente, estas hojas beta son de tipo antiparalelo como se muestra en la
Tabla 3.12, las hebras de la hoja p (A) estan comprendidas entre la Thr74 y
Phe75 y la segunda hebra esta comprendida entre la Cys80 y Trp81, ambas con
una longitud de dos residuos. Para la segunda hoja  (B) sus 3 hebras de la estan
comprendidas entre la Ser88 y Ser93, la segunda hebra esta comprendida entre
laHis108y Cys113y por Gltimo su tercera hebra esta comprendida entre Arg130
y Aspl31, teniendo las dos primeras hebras una longitud de seis residuos y la
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ultima hebra con una longitud de dos residuos, esto se muestra en la Tabla 3.13

(89).
Tabla 3.12
Hojas p presentes en GLP — 1R.
Hoja p
Hoja p N° de Hebras Tipo
A 2 Antiparalelas
B 3 Antiparalelas

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3.13

P strands que conforman las hojas p presentes en GLP — 1R.

B Strands

N° Inicio Final Sheet N° de Secuencia
Residuo

1. Thr74 Phe75 A 2 TF
2. Cys80 Trp81 A 2 CwW
3. Ser88 Ser93 B 6 SFVNVS
4, His108 Cys113 B 6 HVYRFC
5. Arg130 Aspl31 B 2 RD

Fuente: Elaboracion propia.
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3.2.1.1.5. Puentes disulfuro

Los puentes disulfuro se establecen entre aminoacidos de cisteina, son
interacciones covalentes y son importantes para el proceso de plegamiento,
funcion o estabilidad de la proteina, en GLP — 1R estan presentes 4 puentes

disulfuro a lo largo de su estructura que se pueden ver en la Tabla 3.14 (89).

Tabla 3.14

Puentes disulfuros presentes en GLP — 1R.

Puentes disulfuro

Inicio Final Longitud
Cysb5 Cys80 25
Cys71 Cys113 42
Cys94 Cys135 41
Cys235 Cys305 70

Fuente: Elaboracion propia.

3.2.1.2. Estructura terciaria

Se obtuvo la conformacion tridimensional que forma la cadena aminoacidica,
denominada estructura terciaria del Protein Data Bank con el cddigo 7KI1, esta
estructura cuenta con 491 aminodcidos, algunos residuos no se encontraban en el
archivo de formato .pdb inicial, pero con el programa UCSF Quimera, se afiadieron

para poder completar la proteina en su totalidad (89).
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Figura 3.6
Estructura de GLP — 1R obtenida en Protein Data Bank

Fuente: Elaboracién propia.
Fuente: Elaboracion propia
3.2.2.  Andlisis de la estructura final obtenida
3.2.2.1. Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojé los siguientes datos: de los 491 residuos, 372 estaban
en las regiones favorecidas (A, B y L), estas regiones simbolizadas con letras
mayusculas, son regiones rojas que corresponden a las regiones centrales que
representan las combinaciones mas favorables para valores ¢-y. Estos 372 residuos
representan un 83.2%. En las regiones permitidas (a, b, I, p) estan presentes 62
residuos que equivalen a un 13.9 % del total. En las regiones permitidas
generosamente se encuentran 11 residuos que equivalen a un 2.5%. en las regiones
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no permitidas se encuentran 2 residuos que equivalen al 0.4%. Este andlisis fue
basado en 118 estructuras de resolucion de al menos 2.0 angstrom y un factor R no
mayor a 20.0. Segln estos parametros, es considerada una estructura de buena
calidad si el porcentaje de las regiones mas favorecidas (A, B y L) supera el 90 %,
en este caso este porcentaje no es superado debido a que los angulos ¢ y v no son
posibles entre los atomos de los residuos. Entre los atomos de los residuos
involucrados en los contactos defectuosos, encontramos a los atomos de los
residuos, Arg423, Tprd26, Argd30, Leud3l, Glud32, His433, Serd40, Serd41l,
Pro444, Leu445, Thr449, Ser450, Ala469, Ser470, Cys471, Serd72, Pro473,
Pro473, Gly475, Arg438, Asp439, 11e436, His435, His433, 11e436, Pro444, Pro448,
Serd54, Serd51, Pro473, Glu477, Alad74, Val478, estos datos estdn en la Tabla
3.15 (89).

Tabla 3.15:
Estos contactos se dan entre dos residuos. En la tabla se visualiza el tipo de residuo, el
atomo interactuante, el nimero de residuo y la interaccion que se da entre estos dos pares
de residuos. Hay dos tipos de contacto, la primera es cadena lateral con cadena lateral (S-S)

y la segunda cadena lateral con cadena principal (S-M).

Contactos Defectuosos

Residuo 1 Residuo 2
N° Cadena  Tipo ATM N° Cadena  Tipo ATM Tipo de
contacto
423 A Arg CG - 438 A Arg NH2 S-S
426 A Trp CD2 —> 439 A Asp OD1 S-S
430 A Arg NH1 —> 436 A lle CDh1 S-S
431 A Leu CD1 > 435 A His NE2 S-S
432 A Glu CG —> 433 A His N S-M
433 A His 0] - 436 A lle CG2 M-S
440 A Ser 0] —> 444 A Pro CD M-S
441 A Ser 0] - 444 A Pro CD M-S
444 A Pro 0] - 448 A Pro CD M-S
445 A Leu 0] - 448 A Pro CD M-S
449 A Thr 0] - 454 A Ser CB M-S
450 A Ser 0] - 451 A Ser 0 M-M
450 A Ser N - 454 A Ser CB M-S
469 A Ala 0] — 473 A Pro CD M-S
469 A Ala 0] - 477 A Glu OE2 M-S
470 A Ser 0] - 473 A Pro CD M-S
471 A Cys 0] - 477 A Glu CB M-S
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472 A Ser CA > 477 A Glu CG M-S
473 A Pro @] > 474 A Ala (@] M-M
473 A Pro N > 477 A Glu CD M-S
475 A Gly 0] > 478 A Val CG1 M-S

Fuente: Elaboracion propia

3.3. Minimizacion de las estructuras terciarias de las formas activas de la Hormona

Similar al Glucagon Tipo 1
331. GLP-1

Después de someter GLP — 1 a una minimizacion de energia, se obtuvo una
conformacién ligeramente diferente a la inicial, esta consta de 1 hélice a y dos giros
y ya no presenta giros gamma. Como se observa en la Figura 3.7, las hélices a estan
representadas por una H mayuscula, los giros B estan simbolizados con su letra griega

respectivas (89).

Figura 3.7:
Estructura secundaria de GLP — 1 luego de la minimizacién energética, las hélices a son
representadas por letras H, los giros f§ representados con su respectiva letra griega. La

figura fue obtenida del servidor PDBsum.

 SSIISS
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF I AWLVKGRG
7 15 20 25 30 35

Fuente: Elaboracion propia

3.3.1.1. Hélices a

La estructura después de la minimizacion posee 1 hélice a. En comparacion con la
estructura obtenida del Protein Data Bank, posee el mismo numero de hélices a y
esta hélice no cambio su conformacion iniciando en Thrl3 y finaliza en la Val33
donde participan 21 residuos, como se visualiza en la Tabla 3.16 (89).
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Tabla 3.16:
Se muestra la hélice o presente en la estructura de GLP — 1, se observa el residuo inicial y
final de la hélice, su tipo, el nimero de residuos que las conforman y su secuencia

aminoacidica.

Hélices a
o - . . N° de .
N° Inicio Final Tipo Residuo Secuencia
1. Thrl3 Val33 H 21 TSDVSSYLEGQAAKEFIAWLV

Fuente: Elaboracion propia
3.3.1.2. Girosp

Después de la minimizacion de energia, la estructura presenta dos giros . El primer
giro estd comprendido entre His7 y la Gly10, este giro no presenta ningln enlace
de hidrégeno, como se muestra en la Tabla 3.17. El segundo giro esta comprendido
entre el Val33 y la Arg36, este giro si tiene un enlace de hidrégeno. Ambos giros
constan de cuatro residuos, y en comparacién con la estructura inicial, la estructura
obtenida después de la minimizacion presenta el mismo ndmero de giros B, pero el

primer giro B es diferente a la estructura inicial (89).

Tabla 3.17:
Se visualiza el inicio y final de los giros B, la secuencia de residuos, los Angulos @, y y & del

segundo y tercer residuo.

Giros B
’ ! . . Enlaces de
N° Giro Secuencia apduo 1\ Residuo i+2 hidrogeno
Phi Psi Chi Phi Psi Chi
1.  His7-Gly10 HAEG -73.1 -8.5 - -91.8 -36 -166.8 No
2. Val33-Arg36 VKGR -110.2 83.6 -742 1349 -11 - Si

Fuente: Elaboracién propia
3.3.1.3. Estructura terciaria

La estructura terciaria sigue siendo la misma con una ligera diferencia a la
estructura inicial (Figura 3.8.). Con este proceso se busco obtener una estructura

optimizada que no genere fuerzas de repulsion altas y que permita realizar las
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dinamicas moleculares. Al realizar un RMSD con el programa UCSF Quimera nos
da como resultado un valor de 0.573 angstrom comparando 29 pares de atomos,
indicandonos que las diferencias entre la disposicién de atomos no son grandes. La
estructura sigue manteniendo su misma disposicion tridimensional como se muestra
en la Figura 3.9 (89).

Figura 3.8:
Comparacion mediante un alineamiento de la estructura terciaria inicial y la obtenida
después de la minimizacion. En azul se aprecia la estructura inicial y en color caqui la

obtenida después de la minimizacion.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3.9:
Estructura tridimensional de GLP — 1 después de la minimizacion.

Fuente: Elaboracion propia
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3.3.2. Analisis de la estructura minimizada obtenida
3.3.2.1. Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojo los siguientes datos: de los 31 residuos, 24 de ellos se
encontraban en las regiones favorecidas (A, B y L). Estos 24 residuos representan
un 96 %, En las regiones permitidas (a, b, I, p) esta presente 1 residuo lo que
equivale a un 4 %. En las regiones permitidas generosamente y regiones no
permitidas no encontramos ningun residuo. También en esta estructura no se

encontraron malos contactos entre los &tomos de los residuos (89).
3.33. GLP-1Amida

Después de someter a la GLP — 1 Amida a una minimizacién de energia, se obtuvo
una conformacion ligeramente diferente a la inicial, consta de dos hélices o, una
interaccion hélice — hélice, cuatro giros B, un giro y. Como se observa en la Figura
3.10, las hélices o estan representadas por una H maytscula y en este caso va desde la

H1 hasta la H2. Los giros B y v, estan simbolizadas con las letras griegas respectivas
(89).
Figura 3.10:
Estructura secundaria de GLP — 1 Amida luego de la minimizacion energética, las hélices a

son representadas por letras H, los giros v y p representados con su respectiva letra griega.

La figura fue obtenida del servidor PDBsum.

— ¥ o

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF I AWLVKG%

1 5 10 15 20 25 30

Fuente: Elaboracion propia
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A. Hélices a

La estructura después de la minimizacion posee 2 hélices a. En comparacion con
la estructura obtenida del Protein Data Bank, posee la misma cantidad de hélices
0. Estas comienzan en la Ser8 y finaliza en la Glu21 donde participan 14 residuos,
la siguiente hélice alfa empieza en 1le23 y finaliza en Leu26, como se visualiza en
la Tabla 3.18. En comparacion con la estructura inicial, sigue manteniendo las

mismas hélices conservando las posiciones de los residuos (89).

Tabla 3.18:
Se muestra las hélices a presentes en la estructura de GLP — 1 Amida, se observa el residuo

inicial y final de la hélice, su tipo, el nUmero de residuos que las conforman y su secuencia

aminoacidica.
Hélices a
o g4 A b N° de .
N Inicio Final Tipo Residuo Secuencia
18 Ser8 Glu2l H 14 SDVSSYLEGQAAKE
2. 11e23  Leu26 H 4 IAWL

B. Fuente: Elaboracién propia
C. Giros B

La estructura minimizada tiene cuatro giros B. El primer giro esta comprendido
entre Hisl y la Gly4. En el caso del segundo giro, éste estd comprendido entre
Ala2 y Thr5, el tercer giro estd comprendido entre Thr5 y Ser8, por ultimo, el
cuarto giro 3 inicia en el aminoacido Leu26 y termina en el aminoacido Gly29,
todos estos giros presentan un enlace de hidrogeno, todos los giros B estan
conformado por 4 residuos, estos giros B siguen manteniéndose de la estructura

inicial.
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Tabla 3.19:
Se visualiza el inicio y final de los giros B, la secuencia de residuos, los Angulos @, y y & del

segundo y tercer residuo.

Giros B

. . . . Enlaces de

N° Giro Secuencia Residuoi +1 Residuo i+2 hidrogeno
Phi Psi Chi Phi Psi Chi

1. His1-Gly4 HAEG -68.1  -52.4 - -91.3 -265 -65.8 Si
2. Ala2-Thr5 AEGT -91.3 -265 -65.8 -114.2 100 - Si
3. Thrb-Ser8 TFTS -742 476  -63.1 -1335 -59.6 59.5 Si
4. Leu26-Gly29 LVKG -1096 -15 -173.4 -133 18.5 -75 Si

D. Fuente: Elaboracion propia
E. Girosy

El giro y sigue manteniéndose después de la minimizacion. Conformado por tres
residuos, éste comienza en la Thr5 y termina en la Thr7, como se visualiza en la

Tabla 3.20, también se observan los angulos ¢, v y £ del segundo residuo.

Tabla 3.20:
Se visualiza el inicio y final de los giros v, la secuencia de residuos, los angulos ¢, ¢ y & del

segundo residuo.

Giros y
o - ' B Residuo i+1
N Inicio Final Secuencia Phi Psi Chi
1. Thr5 Thr7 TFT -74.2 47.6 -63.1

Fuente: Elaboracion propia
3.3.3.1. Estructura terciaria

La estructura terciaria sigue siendo la misma con una ligera diferencia a la
estructura inicial (Figura 3.11). Con este proceso se buscd obtener una estructura
optimizada que no genere fuerzas de repulsion altas y que permita realizar las
dindmicas moleculares. Al realizar un RMSD con el programa UCSF Chimera nos
da como resultado un valor de 0.741 angstrom comparando 30 pares de atomos,

indicandonos que la diferencia entre la disposicién de atomos no es grande. La
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estructura sigue manteniendo su misma disposicion tridimensional como se muestra
en la Figura 3.12 (89).

Figura 3.10:
Comparacion mediante un alineamiento de la estructura terciaria inicial y la obtenida
después de la minimizacion. En azul se aprecia la estructura inicial y en color caqui la

obtenida después de la minimizacion.

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.11:

Estructura tridimensional de GLP — 1 Amida después de la minimizacion.

R\
&

Fuente: Elaboracion propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

3.3.4. Analisis de la estructura minimizada obtenida
3.3.4.1. Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojo los siguientes datos: de los 30 residuos, 21 de ellos se
encontraban en las regiones favorecidas (A, B y L). Estos 21 residuos representan
un 84 %. aumentando en un 20 % este porcentaje en comparacion de la estructura
inicial, En las regiones permitidas (a, b, I, p) estan presentes 4 residuos lo que
equivale a un 16 %, disminuyendo en un 20 % este porcentaje en comparacion de
la estructura inicial. En las regiones permitidas generosamente y regiones no
permitidas no encontramos ningun residuo, a pesar de no llegar al 90% en regiones
favorecidas debido al hecho que en la estructura existen 4 glicinas las cuales el
diagrama de Ramachandran no evalla y que reducen el porcentaje en esta zona, se
vio un considerable aumento que significaria que la proteina es estructuralmente
correcta. También en esta estructura no se encontraron malos contactos entre los

atomos de los residuos (89).
3.4. Minimizacion de la estructura terciaria de GLP — 1R
341. GLP-1R

Después de someter GLP1R a una minimizacion de energia, se obtuvo una
conformacién ligeramente diferente a la inicial, esta consta de 30 hélices a, 29
interacciones hélice — hélice, 76 giros B, 12 giro y, una hoja B que consta de 2 hebras.
Como se observa en la Figura 3.12, las hélices a estan representadas por una H
mayuscula y en este caso va desde la H1 hasta la H28. Los giros B y vy, estan

simbolizadas con las letras griegas respectivas (89).
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Figura 3.12:
Estructura secundaria de GLP — 1R luego de la minimizacion energética, las hélices o son
representadas por letras H, los giros 7 y B representados con su respectiva letra griega. La

figura fue obtenida del servidor PDBsum
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Fuente: Elaboracion propia
3.4.1.1. Helices a

La estructura después de la minimizacion posee 30 hélices a. En comparacion con
la estructura obtenida del Protein Data Bank, posee una hélice a mas que se
encuentra al final de la cadena. Esta comienza en la Glu477 y finaliza en la His489
donde participan 13 residuos, como se visualiza en la Tabla 3.21. En comparacion
con la estructura inicial, las hélices que estaban presentes al inicio luego de la
minimizacién de energia han variado teniendo estas diferentes posiciones y

diferentes cantidades de residuos en ellas (89).
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Tabla 3.21:
Se muestra las hélices a presentes en la estructura de GLP - 1R, se orbserva el residuo
inicial y final de la hélice, su tipo, el nUmero de residuos que las conforman y su secuencia

aminoacidica.

Hélices a

N°  Inicio Final  Tipo R’:sigﬁo Secuencia

1. Asp2l  Leu24 H 4 DDDL

2. Trp42 Thr44 G 3 WET

3. GIn46 GIn56 H 11 QKWREYRRQCQ
4.  Leul50 Leul75 H 26 LLFLYHYTVGYALSFSALVIASAIL
5. Thrl84  Asnl86 G 3 TRN

6. Tyrl87 1le205 H 19 YIHLNLFASFILRALSVFI
7. Thr216  Asp224 H 9 TAAQQHQWD

8. Leu233 Cys235 G 3 LSC

9. Val238 Val255 H 18 VFLLMQYCVAANYYWLLV
10. Tyr259  Tyr261 G 3 YLY
11.  lle274  Leu277 G 4 IFRL
12.  Ser280  Trp283 H 4 SIGW
13.  Val285 Leu288 G 4 VPLL
14,  Val290  Tyr300 H 11 VVPWGIVKYLY
15.  Trp315  1le317 G 3 WLI
16. Leu320 Leu323 H 4 LPIL
17. Leu331 Phe333 G 3 LIF
18. Cys338  Ser342 H 5 CIVVS
19. Pro367 Leu369 G S PLL
20. Asp381  Arg385 H - DEHAR
21. Thr387  Arg389 G 3 TLR
22. Phe399  Phe402 G 4 FTSF
23. GIn403  Tyr4ll H 9 QGLMVAILY
24. Asndle Glud2l H 6 NEVQLE
25. Leud34  Lys446 H 13 LHIQRDSSMKPLK
26. Prod448  Ser450 G 3 PTS
27. Serd54  Thr466 H 13 SGATAGSSMYTAT
28. GIn468 Cys471 H 4 QASC
29. Serd472  Leu4d76 I 5 SPAGL
30. Glu477  His489 H 13 EVLFQGFHHHHHH

Fuente: Elaboracion propia
34.1.2. Girosp

La estructura presenta 76 giros . En comparacion con la estructura obtenida del
Protein Data Bank, tenemos 24 giros f mas, todos estdn conformados por 4

residuos, pero en comparacion a los giros  de la estructura inicial, la posicién y
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residuos han variado entre cada uno de ellos, como se puede observar en la Tabla
3.22 (89).

Tabla 3.22:
Se visualiza el inicio y final de los giros p, la secuencia de residuos, los Angulos ¢, y y € del

segundo Yy tercer residuo.

Giros B
. . . . Enlaces de
N° Giro Secuencia Residuoi +1 Resjgluo 1+2 hidrogeno
Phi Psi Chi Phi Psi Chi

1. Lys2-lle5 KTII -65.9 8.7 39.9 -135.6 55 45.5 No
2. Ala6-Tyr9 ALSY -65.6 -11.6 -59.5 -81.8 -8.3 47.6 No
3. Leu7-11e10 LSYI -81.8 -8.3 47.6 -1437  -283 1725 Si
4. Tyr9-Cys12 YIFC -68 -9.4 -157.1 -91.6 -9.5 -70.8 No
5. lle10-Leul3 IFCL -91.6 -9.5 -70.8 -92.4 -4.8 -54.4 Si
6. Leul3-Alal6 LVFA 79.2 -44.4 -178.8 -77.1 -43.1  179.6 Si
7. Vall4-Aspl7 VFAD -77.1 -43.1 179.6 -84.2 -3 - Si
8. Phel5-Tyr18 FADY -84.2 -3 - -99.2 315 -76.9 Si
9. Leu24-Leu27 LEVL -67.9 -20.8 179.9 -127.3 7.5 -72.3 Si
10. Val26-GIn29 VLFQ -59.9 -24.1 -1772  -117.4 34.8 -62.7 No
11. GIn29-Ala32 QGPA  104.3 -156 - -66.1 5.8 235 Si
12. Gly30-Arg33 GPAR -66.1 5.8 235 -717.4 -22.9 - No
13. Pro31-Pro34 PARP -17.4 -22.9 - -48 -44.6 -174 Si
14 Ala32-GIn35 ARPQ -48 -44.6 -174 -87.4 -0.3 335 No
15. Ser58-Glu61 SLTE -91.7 -12.3 -59.7 -91.8 -41.2 56 Si
16. Leu59-Asp62 LTED -91.8 -41.2 56 -78.1 6.4 -158.8 Si
17. Thr60-Pro63 TEDP -78.1 6.4 -158.8  -130.2 1254  166.3 Si
18. Thr67-Phe70 TDLF -57.3 -42.9 172.3 -89.7 117 -73 Si
19. Glu85-Ser88 EPGS -48.4 90.2 -25.3 105.7 66 - Si
20. Pro95-Leu98 PWYL  -80.3 61.3 42.9 -1299  -375 75.8 No
21. Leu98-Ala101 LPWA  -438 -40.5 -30.6 -71.3 -49.8 56.1 Si
22. Pro99-Ser102 PWAS  -71.3 -49.8 56.1 -64.6 -16.4 - Si
23. Trp100-Ser103 WASS  -64.6 -16.4 - -92.4 18.5 -55.2 No
24. Alal01-Val104 ASSV -92.4 18.5 -55.2 -155.6  -40.7 56.3 Si
25. Thrl14-Gly117 TAEG -73 8.8 - -96.4 -16.2  -169.3 No
26. Lys122-Ser125 KDNS -76.1 -64.8 -176.5  -141.4 2.6 -90 Si
27. Leul32-Cys135 LSEC -55.6 -44.4 55.2 -87.4 32.6 -58.5 No
28 Ser133-Glul36 SECE -87.4 32.6 -58.5 -149.4  -37.7  -166.5 Si
29. Lys139-Glu142 KRGE -82.2 -44.6 175.9 -116.5  -574 - Si
30.  Glul47-Leul50 EEQL -59.4 -40.3 -159 -75.4 -24.2 73.6 No
31. Leul75-Phel78 LLGF -77.8 -135 -73.5 -99.5 -11.4 - Si
32. Phel78-Leul81 FRHL -67.2 -25.1 179.7 -67.3 -15 -162.3 No
33. Argl79-His182 RHLH -67.3 -15 -162.3  -124.6 -2.9 -68.5 Si
34. His180-Cys183 HLHC  -124.6 -2.9 -68.5 -123.2 79.9 -173.9 Si
35. I1e205-Ala208 IKDA -52.7 -32.1 -166.1 -72.8 -31.5 -174 No
36.  Asp207-Leu210 DAAL -66.4 -32.7 - -84.8 -30.5 - No
37 Ala208-Lys211 AALK  -84.8 -30.5 - -75 -18.6 -64.3 Si
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38. Ala209-Trp212 ALKW -75 -18.6 -64.3 -84.4 -32.5 -77.4 Si
39. Leu210-Met213 LKWM -84.4 -32.5 -77.4 -87 -46.6 -164.3 Si
40. Trp212-Ser215 WMYS -60.1 -27.4 -84.1 -111.8 -2.4 -57.2 No
41, Leu227-GIn230 LSYQ -138.3 -93.4 57.2 -63.2 -26.4  -161.9 Si
42, Ser228-Asp231 SYQD -63.2 -26.4 -161.9 -85 21.7 64.2 No
43, Tyr229-Ser232 YQDS -85 21.7 64.2 -140.9 -46.6 162.9 Si
44, Cys235-Val238 CRLV -82.8 -21.4 -75.5 -76.9 -28.4 -175.1 Si
45, Val255-Val258 VEGV -62.1 -30.2 -127.6 -107.2 -4.3 - No
46. Glu256-Tyr259 EGVY -107.2 -4.3 - -95.7 -13.5 -172 Si
47, Tyr261-Leu264 YTLL -85.9 -26.4 -39.3 -75.4 -30.5 -55.2 Si
48, Thr262-Ala265 TLLA -75.4 -30.5 -55.2 -83.6 335 -155.5 No
49, Leu263-Phe266 LLAF -83.6 33.5 -155.5 -156.8 -41.3 - Si
50. Ser270-Trp273 SEQW -70.5 52.1 -163.3 -136.2 -29.2 -67.2 No
51. Glu271-11e274 EQWI -136.2 -29.2 -67.2 -146.1 8 449 Si
52 Asp302-Cys305 DEGC -129.9 35.2 -158.9 121.6 54.8 - Si
53. Glu303-Trp306 EGCW 121.6 54.8 - 85.8 108.1 -167.1 Si
54, Trp306-Asn309 WTRN  -135.6 -8.8 55.1 -100.6 63.3 -56.2 Si
55. Met312-Trp315 MNYW -68.9 -27.1 -158 -73.5 -32.7 -44.3 Si
56. 1le317-Leu320 lIRL -104.8 -31.6 83.7 -84.4 -43.2 -53.9 Si
57. Leu323-11e326 LFAI -94.2 -12.7 -69.4 -101.6 -35.1 - Si
58. Ala325-Val328 AIGV -95.2 123.3 -77.5 123.7 -5.3 - Si
50. Gly327-Phe330 GVNF -84.5 -35.3 -177.3 -82.6 119.6  -165.7 Si
60. Leu344-Asn347 LKAN -57.5 -18 -158 -72.3 -23.5 - No
61. Lys345-Leu348 KANL -72.3 -23.5 - -89.6 -44 .4 -172.6 Si
62. Ala346-Met349 ANLM -89.6 -44.4 -172.6 -85.5 454 -57.1 Si
63. lle354-Arg357 IKCR -51 -27.7 52.9 -79.9 6.8 44 No
64. Lys355-Leu358 KCRL -79.9 6.8 44 -125.3 -35 -56.6 Si
65. Cys356-Ala359 CRLA -125.3 -35 -56.6 -82.4 74.6 -59.9 Si
66. Arg357-Lys360 RLAK -82.4 74.6 -59.9 -136 -47.2 - Si
67. Leu358-Ser361 LAKS -136 -47.2 - 110.9 12.1 117.9 Si
68. Lys360-Leu363 KSTL -90.1 -4.3 41.7 -140.2 -50.9 59.4 Si
69. Thr362-Leu365 TLTL -75.3 -19.7 -63.9 -94.4 8.9 78 No
70. Leu363-11e366 LTLI -94.4 8.9 78 -131.9 30.5 -57.5 Si
71. Glu373-Phe376 EVIF 84.3 -161.2 55.1 -94.9 68.5 -69.4 Si
72. Ala377-Met380 AFVM -70.3 -21.4 -68.2 -82.7 -1.1 -64.8 No
73. Lys392-Thr395 KLFT 84.4 21.3 -56.8 -170 4.6 63 Si
74. Phe394-Leu397 FTEL -86 -54.8 57.3 -84.6 -34.7 -177.9 Si
75. Thr395-Ser398 TELS -84.6 -34.7 -177.9 -71.3 37.3 -59.1 Si
76. Glu396-Phe399 ELSF -71.3 37.3 -59.1 -152.1 -105 71.7 Si

Fuente: Elaboracién propia
3.4.1.3. Hojasp

Después de la minimizacion de energia se visualizo la aparicion de 1 hojas B(A),
que consta de 2 hebras, esta hoja B es de tipo antiparalelo, como se muestra en la
Tabla 3.23, las hebras de la hoja B (A) estan comprendidas entre Ser88y Ser93, la
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segunda hebra esta comprendida entre la His108 y cys113, ambas con una longitud

de seis residuos (89).

Tabla 3.23:
hojas g presentes en GLP — 1R luego de haber realizado la minimizacion energética

Hoja
Hoja N° de Hebras Tipo
A 2 Antiparalelas

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.24:
B strands que conforman las hojas B presentes en GLP — 1R luego de haber realizado la

minimizacion energeética.

B Strands
N° Inicio Final Sheet N° de Secuenci
Residuo a
1. Ser88 Ser93 A 6 SFVNVS
2. His108 Cys113 A 26 HVYRFC

Fuente: Elaboracion propia
3.4.14. GirosyGG

Los giros y después de la minimizacion energética aumentaron a 12. Conformadose
por tres residuos. En comparacion con la estructura inicial obtenida del Protein Data
Bank, los giros y variaron en su posicion y conformacion como se logra ver en la

Tabla 3.25. Finalmente tenemos los angulos ¢, vy y & del segundo residuo (89).
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Tabla 3.25:
Se visualiza el inicio y final de los giros v, la secuencia de residuos, los angulos ¢, y y & del

segundo residuo.

Giros y
R - . . Residuo i+1
N Inicio Final  Secuencia Phi Psi Chi
1. Leul3 Phel5 LVF 79.2 -44.4 -178.8
2. Phe70 Asn72 FCN -76.5 59.4 -60.9
3. Pro95 Tyr97 PWY -80.3 61.3 42.9
4, Vall04 GInl106 VPQ -74.8 97.2 27.5
5. Glul37 Lys139 ESK -77.2 92.2 178
6. Phe266  Val268 FSV -79.3 47.3 43.1
7. Ser270  GIn272 SEQ -70.5 52.1 -163.3
8. Asn347 Met349 NLM -85.5 45.4 -57.1
9. Arg357 Ala359 RLA -82.4 74.6 -59.9
10. Gly370 His372 GTH -75.4 52.2 66.6
11. Val374  Phe376 VIF -94.9 68.5 -69.4
12. Glu396  Ser398 ELS -71.3 37.3 -59.1

Fuente: Elaboracion propia
3.4.1.4.1. Estructura terciaria

La estructura terciaria sigue siendo la misma con una ligera diferencia a la
estructura inicial (Figura 3.13). Con este proceso se buscd obtener una estructura
optimizada que no genere fuerzas de repulsion altas y que permita realizar las
dinamicas moleculares. Al realizar un RMSD con el programa UCSF Chimera
nos da como resultado un valor de 1.285 angstrom comparando 442 pares de
atomos, indicandonos que la diferencia entre la disposicion de atomos no es
grande. La estructura sigue manteniendo su misma disposicion tridimensional

como se muestra en la Figura 3.14 (89).
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Figura 3.13:
Comparacion mediante un alineamiento de la estructura terciaria inicial y la obtenida
después de la minimizacion. En azul se aprecia la estructura inicial y en color caqui la

obtenida después de la minimizacion.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3.14:
Estructura tridimensional de GLP - 1R incrustada en una membrana fosfolipidica después

de la minimizacion.

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.2. Analisis de la estructura minimizada obtenida
3.4.2.1. Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojo los siguientes datos: de los 491 residuos, 351 de ellos
se encontraban en las regiones favorecidas (A, B y L). Estos 351 residuos
representan un 78.5%. En las regiones permitidas (a, b, I, p) estan presentes 80
residuos lo que equivale a un 17.9 %. En las regiones permitidas generosamente se
encuentran 13 residuos que equivalen al 2.9%, para las regiones no permitidas se
encuentran 3 residuos que equivalen al 0.7%. para GLP — 1R se utilizo UCSF
Chimera para completar manualmente aminoacidos que le faltaban a su secuencia,
estos son los responsables de los porcentajes en cada una de las zonas, al no estar
en su mejor forma el diagrama de Ramachandran los coloca en regiones permitidas,
permitidas generosamente y no permitidas, estos aminoacidos a lo largo de la
dindmica molecular se colocaran en su forma méas conveniente haciendo que la
proteina tenga una estructura permitida. En esta estructura no se encontraron malos

contactos entre los atomos de cada residuo (89).
3.5. Din&mica molecular de las formas activas de la hormona similar al glucagén tipo 1
351 GLP-1

Las estructuras secundarias obtenidas después de 100ns de DM para GLP — 1 mostro
diferentes caracteristicas las cuales se pueden visualizar en la Figura 3.15 para su
mayor comprension se coloco también la estructura secundaria obtenida después de la
minimizacion de energia, se observo que luego de la simulacion de dindmica molecular
se obtuvieron mas estructuras secundarias teniendo dos hélices a, 1 interaccion hélice
— hélice, seis giros B y un giro vy, en otras palabras, en la estructura obtenida se
generaron una hélice a. mas, una interaccion helice-helice que antes no se encontraba,
se generaron 4 giros B mas y un giro y también. El giro y generado empieza en Tyr19
y acaba en Glu21. Las hélices o obtenidas son diferentes a las iniciales, siendo estas
de solo 4 residuos y en diferentes posiciones respecto a los residuos donde empiezan
y en donde terminan, al igual que los giros B, ninguno de los que estaban en la
estructura minimizada se mantuvo después de la simulacién de dinamica molecular,

estos giros § se mantienen con una longitud de 4 residuos.
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Figura 3.15:
A laizquierda se encuentra la representacion de la estructura secundaria de GLP — 1 luego
de haber realizado la minimizacion energética, a la derecha se encuentra la estructura
secundaria de GLP — 1 luego de haber realizado su dinamica molecular. Obtenido del

servidor PDBsum.

~T T "
B l PRRRy L pp 2
. ! fo—Fy
IHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF I AWLVKGRG! : HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF I AWLVKGRG
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Fuente: Elaboracion propia
3.5.2. GLP-1Amida

Las estructuras secundarias obtenidas después de 100ns de DM para GLP — 1 Amida
mostro diferentes caracteristicas las cuales se pueden visualizar en la Figura 3.16 para
su mayor comprension se coloco también la estructura secundaria obtenida después de
la minimizacion de energia, se observé que luego de la simulacion de dindmica
molecular se obtuvieron mas estructuras secundarias teniendo dos hélices a, cinco
giros B y un giro vy. El giro y generado empieza en Val27 y acaba en Gly29, el giro y
que se tiene es diferente a la inicial en la estructura minimizada, aun manteniéndose la
conformacién de 3 residuos, pero no los residuos iniciales ni terminales. Las hélices o
obtenidas son diferentes a las iniciales, siendo estas de solo 3 y 4 residuos, ademas de
estar en diferentes posiciones respecto a los residuos donde empiezan y en donde
terminan, al igual que los giros B, ninguno de los que estaban en la estructura
minimizada se mantuvo después de la simulacién de dindmica molecular, estos giros

[ se mantienen con una longitud de 4 residuos (90).
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Figura 3.16:

A la izquierda se encuentra la representacion de la estructura secundaria de GLP -1
Amida luego de haber realizado la minimizacion energética, a la derecha se encuentra la
estructura secundaria de GLP — 1 Amida luego de haber realizado su dinamica molecular.
Obtenido del servidor PDBsum.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.26:
Se muestra el nimero hélices a, giro p y giro y de GLP — 1 después de ser sometida a
simulacion de DM. Como referencia también se muestran los datos obtenidos de GLP -1

después de la minimizacion.

Estructuras Secundarias

GLP-1 GLP -1 Amida
Helicesa  Giros B Giros y Helices a Giros B Giros y
Minimizacion 1 2 0 2 5 1
Dinamica Molecular 2 6 - 2 4 1

Fuente: Elaboracion propia
3.5.2.1.1. Estructura terciaria

Después de efectuar la DM con parametros fisiol6gicos de temperatura a
309.65K° y 1 bar de presion se puede visualizar en la Figura 3.17 y Figura 3.18
como GLP -1y GLP -1 Amida van perdiendo su estructura terciaria inicial. Es
un resultado esperado debido a que en la simulacion de dinamica molecular los
residuos interacttan entre si y las proteinas encuentra su forma mas estable. Al
realizar un RMSD con el programa UCSF Quimera para comparar todas las
estructuras finales con la estructura inicial de la minimizacion. El programa toma
31y 30 pares de atomos que tienen las estructuras iniciales de la minimizacion
y estos se comparan con las otras estructuras finales para ver si siguen

conservando las mismas posiciones de esos pares de atomos. Las coincidencias
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entre estos 31 y 30 pares de atomos en las diferentes estructuras obtenidas (Tabla
3.27) disminuyen debido a las interacciones en el tiempo de la simulacion de

dinamica molecular (90).

Tabla 3.27:
RMSD entre las estructuras minimizadas y la final después de someter las proteinas a

Dinamica Molecular. Estos datos fueron obtenidos usando el software UCSF Chimera.

Proteina RMSD
GLP-1 Entre 5 pares de atomos 1.06
GLP —1 Amida Entre 5 pares de atomos 1.20

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3.17:
A la izquierda se encuentra la representacion de la estructura terciaria de GLP — 1 luego

de haber realizado la minimizacidn energética, a la derecha se encuentra la estructura

terciaria de GLP - 1 luego de haber realizado su dinamica molecular.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3.18:
A la izquierda se encuentra la representacion de la estructura terciaria de GLP — 1 Amida
luego de haber realizado la minimizacion energética, a la derecha se encuentra la

estructura terciaria de GLP — 1 Amida luego de haber realizado su dinamica molecular.

Fuente: Elaboracion propia

Para analizar la estabilidad estructural de GLP — 1 y GLP — 1 Amida se utilizd
algunos indicadores de equilibrio estructural como el RMSD, RMSF y Radio de

Giro.
3.5.2.2. Andlisis de estructura terciaria
3.5.2.21. RMSD

Calculando el RMSD total de GLP — 1 y GLP — 1 Amida, se analizaron los
valores obtenidos y fueron analizados con Xmgrace y graficados con GNUplot,
obteniendo un promedio de estos valores. A lo largo de la simulacion de
dinamica molecular se logra observar para GLP — 1 a partir de los 50ns empieza
a estabilizarse hasta la final de la simulacion, en caso de GLP — 1 Amida,
presenta picos pronunciados a 15ns, pero a partir de los 50 ns empieza a

estabilizarse también hasta el final de la simulacion (Figura 3.19) (90).
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Figura 3.19:
En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas el
RMSD en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para GLP -1y
amarillo para GLP — 1 Amida.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.28:
Promedio del RMSD para cada proteina con DM a 100ns con su respectiva desviacion
estandar.
RMSD
Ligando Average X RMSD (nm)
RMSD
GLP-1 0.63 0.10
GLP -1 Amida 0.57 0.03

Fuente: Elaboracién propia

3.5.2.2.2. RMSF

Las fluctuaciones cuadraticas media de la proteina evaltan el movimiento que
hay de los residuos o aminoacidos a lo largo de la simulacion de dindmica
molecular, al reconocer y analizar este diagrama podemos reconocer que

residuos presentan menos vibracion, que indica estabilidad en estos mismos
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(Figura 3.20), los residuos que presentan mayor vibracion son generalmente los
extremos de GLP — 1y GLP — 1 Amida.

Figura 3.20:
En el eje de las abscisas esta el numero de residuo en el eje de las ordenadas la distancia
promedio de la vibracién en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para
GLP -1y amarillo para GLP — 1 Amida.
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Fuente: Elaboracion propia
3.5.2.2.3. Radio de Giro

El radio de giro nos indica la compactacion de una proteina. Si es que con el
tiempo el valor del radio de giro tiende a ascender es signo de que se estd
descompactando y si los picos descienden significa que la estructura se esta
compactando. En el diagrama (Figura 3.21) se puede observar que GLP — 1 no
presenta variaciones significativas hasta el final de la simulacién, lo que nos dice
que esta proteina esta compactada, por otro lado, GLP — 1 Amida, presenta un
pico a los 15ns, pero a partir de punto empieza un proceso de compactacion hasta
el final de la simulacion molecular (90).
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Figura 3.21:
En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100 ns, en el eje de las ordenadas el Rg

en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para GLP — 1y amarillo para

GLP -1 Amida.
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Fuente: Elaboracion propia
Tabla 3.29:

Promedios obtenidos de las DM a 100ns para cada proteina, los valores son mostrados con

su respectiva desviacion estandar.

Radio de Giro
Ligando Average RG X RG (nm)
GLP-1 0.93 0.02
GLP -1 Amida 0.85 0.05

Fuente: Elaboracién propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

3.6. Dinamica molecular del receptor intermenbranal GLP - 1R
36.1. GLP-1R

Las estructuras secundarias obtenidas después de 100ns de DM para GLP — 1R mostro
diferentes caracteristicas las cuales se pueden visualizar en la Figura 3.22 para su
mayor comprension se coloco también la estructura secundaria obtenida después de la
minimizacion de energia, se observo que luego de la simulacion de dinamica molecular
se obtuvieron menos estructuras secundarias teniendo 28 hélices a, 26 interacciones
hélice — hélice, 4 puentes disulfuro, 78 giros B, 7 giros y y una hoja B que consta de
dos hebras, en otras palabras, en la estructura obtenida se perdieron 2 hélices a, 3
interacciones hélice - hélice y 12 giros vy, se generaron 2 giros B mas. Los giros
generados no se encontraban en la estructura cuando esta se habia minimizado, solo
después de su dindmica molecular y ain mantiene su longitud de 4 residuos (26).

Figura 3.22:

A la izquierda se encuentra la representacion de la estructura secundaria de GLP - 1R
luego de haber realizado la minimizacién energética, a la derecha se encuentra la
estructura secundaria de GLP — 1R luego de haber realizado su dinamica molecular.
Obtenido del servidor PDBsum.
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Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.30:
Se muestra el nimero hélices a, giros P y giros y de GLP — 1R después de ser sometida a
simulacidon de DM. Como referencia también se muestran los datos obtenidos de GLP — 1R

después de la minimizacion.

Estructuras Secundarias
GLP1 - Receptor

Helicesa Girosp  Girosy  Hojas Interacciones Puentes

helice - helice disulfuro
Minimizacion 30 76 12 1 29 4
Dinamica Molecular 28 78 7 1 26 4

Fuente: Elaboracion propia
3.6.1.1. Estructura terciaria

Después de efectuar las DM con parametros fisioldgicos de temperatura a 309.65K°
y 1bar de presion se puede visualizar en la Figura 3.23 como GLP — 1R va perdiendo
su estructura terciaria inicial. Es un resultado esperado debido a que en la
simulacion de dindmica molecular los residuos interactuan entre si y la proteina
encuentra su forma mas estable. Al realizar un RMSD con el programa UCSF
Quimera para comparar todas las estructuras finales con la estructura inicial de la
minimizacion. El programa toma 491 pares de atomos que tienen las estructuras
iniciales de la minimizacion y estos se comparan con las otras estructuras finales
para ver si siguen conservando las mismas posiciones de esos pares de atomos. Las
coincidencias entre estos 491 pares de atomos en las diferentes estructuras
obtenidas (Tabla 3.31) disminuyen debido a las interacciones en el tiempo de la
simulacion de dinamica molecular y las posiciones que va tomando cada residuo en

el sistema (26).
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Tabla 3.31:
RMSD entre las estructuras minimizadas y la final después de someter las proteinas a

Dinamica Molecular. Estos datos fueron obtenidos usando el software UCSF Chimera.

Proteina RMSD
GLP-1R Entre 111 pares de atomos 1.37

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3.23:
A la izquierda se encuentra la representacion de la estructura terciaria de GLP — 1R luego
de haber realizado la minimizacidn energética, a la derecha se encuentra la estructura

terciaria de GLP - 1R luego de haber realizado su dinamica molecular.

Fuente: Elaboracion propia

Para analizar la estabilidad estructural de GLP1R se utilizé algunos indicadores de

equilibrio estructural como el RMSF, RMSD Yy radio de giro.
3.6.1.2. Analisis de estructura terciaria

3.6.1.2.1. RMSD

Calculando el RMSD total de GLP — 1R, se analizaron los valores obtenidos,
estos fueron analizados con Xmgrace y graficados con GNUplot, obteniendo un
promedio de estos valores. Para GLP — 1R se observan picos a 30ns y 50ns lo
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que demuestra pequefia desestabilidad en la estructura, a partir de ese tiempo la

estructura empieza su estabilidad hasta llegar a los 100ns sin tener picos
pronunciados (Figura 3.24).
Figura 3.24:

En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas el

RMSD en nm. La proteina esté representada por el color azul para GLP - 1R.

RMSD
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.32:
Promedio del RMSD para la proteina con DM a 100ns con su respectiva desviacion
estandar.
RMSD
Receptor Average RMSD X RMSD (nm)
GLP-1R 0.41 0.09

Fuente: Elaboracién propia

3.6.1.2.2. RMSF

Las fluctuaciones cuadraticas media de la proteina evaltan el movimiento que
hay de los residuos o aminoacidos a lo largo de la simulacion de dindmica

molecular, al reconocer y analizar este diagrama podemos reconocer que
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residuos presentan menos vibracion, que indica estabilidad en estos mismos, los
residuos que presentan mayor vibracidn son generalmente los extremos de GLP
— 1R (90).

Figura 3.25:
En el eje de las abscisas esta el niumero de residuo en el eje de las ordenadas la distancia

promedio de la vibracién en nm. La proteina esta representada por el color azul para GLP

-1R.
RMSF
1.2 GLP1I-R ——
0.9 1
§ 0.6
0.3
0 : : : :
0 100 200 300 400 500
Residue

Fuente: Elaboracion propia
3.6.1.2.3. Radio de giro

El radio de giro nos indica la compactacion de una proteina. Si es que con el
tiempo el valor del radio de giro tiende a ascender es signo de que se esta
descompactando y si los picos descienden significa que la estructura se esta
compactando. En la Figura 3.26 se logra observar que a un tiempo de 35ns y
80ns se observan picos ascendentes que indican una descompactacion de nuestra
proteina, pero al llegar a los 100ns hay picos que descienden indicando que la

proteina esta llegando a tu punto preciso de compactacion (26).
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Figura 3.26:
En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas el Rg en

nm. La proteina esté representada por el color azul para GLP - 1R.

Radius of Gyration

36 GLPI-R — —
34
=
£
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Mo30
3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Time (ns)
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 3.33:

Promedio obtenido de la DM a 100ns para la proteina, los valores son mostrados con su

respectiva desviacion estandar.

Radio de Giro
Receptor Average RG X RG (hm)
GLP - 1R 3.18 0.02

Fuente: Elaboracion propia
3.7. Acoplamiento molecular

Para el acoplamiento molecular se utilizd6 AutoDock Vina, que es una herramienta
computacional que intenta predecir la union no covalente de macromoléculas 0, méas
frecuentemente, de una macromolécula (receptor) y una molécula pequefia (ligando) de
manera eficiente, a partir de sus estructuras no unidas, este software nos brinda la energia
de union del ligando a nuestro receptor, variando con esta energia la posicién en la que se

encuentra (90).
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Como proteina diana se utilizé a nuestra GLP — 1R que consta de 491 amino&cidos, esta
proteina esta incrustada en una membrana, por lo que se eligié como zona de acoplamiento
solo la zona extracelular donde se realizo el acoplamiento molecular de nuestras 2 formas
activas de hormona similar al glucagon tipo 1y los 10 metabolitos secundarios presentes

en el maiz morado (11).

Figura 3.27:
Representacion gréfica de la zona donde se realizara el acoplamiento molecular en GLP —
1R.

Fuente: Elaboracion propia

Estas estructuras cuaternarias se enviaron al servidor PDBsum en donde se puede obtener
las diferentes interacciones como enlaces de hidrogeno, puentes de sal e interacciones
hidrofobicas.

3.7.1. Acoplamiento de GLP -1 con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando GLP — 1y la proteina diana GLP —
1R usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.28) mediante la energia de afinidad que nos brinda este
programa como se logra ver en la Tabla 3.33.
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Figura 3.28:

Acoplamiento molecular de GLP — 1 con su receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de los residuos
interactuantes siendo la cadena A perteneciente a GLP — 1R y la cadena B perteneciente a

GLP-1.

Chain A Chain B

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.33:
Energia de Afinidad generada entre el ligando GLP - 1y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
GLP -1 (98) -6.6

Fuente: Elaboracion propia
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Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.34), se puede ver que GLP — 1

presenta 288 interacciones hidrofébicas, 19 enlaces de hidrogeno y 2 puentes de sal

Tabla 3.34:

Contactos entre GLP — 1Y GLP - 1R después de ser sometida a acoplamiento molecular.

Contactos entre GLP -1y GLP - 1R

Proteinas Residuos Interacciones Enlacesde  Puentes
Interactuantes Hidrofobicas Hidrogeno de Sal
GLP-1 26 288 19 2
GLP-1R 36

Fuente: Elaboracion propia
3.7.2.  Acoplamiento de GLP — 1 Amida con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando GLP — 1 Amida y la proteina diana
GLP — 1R usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la
mejor posicion del ligando (Figura 3.29) mediante la energia de afinidad que nos
brinda este programa como se logra ver en la Tabla 3.34
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Figura 3.29:
Acoplamiento molecular de GLP — 1 Amida con su receptor intermenbranal, de color
verde el ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de los
residuos interactuantes siendo la cadena A perteneciente a GLP — 1R y la cadena B

perteneciente a GLP — 1 Amida.

Chain A Chain B
Ala1? @D @ Leul?

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.35:
Energia de Afinidad generada entre el ligando GLP — 1 Amiday la proteina diana GLP —
1R brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de Afinidad
GLP — 1 Amida (980) -6.6

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.35), se puede ver que GLP — 1 Amida

presenta 273 interacciones hidrofobicas, 16 enlaces de hidrogeno y 1 puente de sal.

Tabla 3.36:
Contactos entre GLP — 1 Amida Y GLP — 1R después de ser sometida a acoplamiento

molecular.

Contactos entre GLP — 1 Amiday GLP - 1R

Proteinas Residuos Interacciones  Enlaces de Puentes
Interactuantes Hidrofobicas  Hidrogeno de Sal
GLP -1 Amida 30 273 16 1
GLP-1R 42

Fuente: Elaboracién propia

3.7.3.  Acoplamiento de CDA con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando CDA y la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.30) mediante a la energia de afinidad que nos brinda
este programa como se logra ver en la Tabla 3.37.
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Figura 3.30:
Acoplamiento molecular de CDA con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la
interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.37:
Energia de Afinidad generada entre el ligando CDA y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
CDA (934) -7.8

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.38) se puede ver que CDA presenta
68 interacciones hidrofébicas, 4 enlaces de hidrogeno y no se generd ningln puente de

sal.
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Tabla 3.38:

Contactos entre CDA y GLP — 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre CDA - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de sal
Hidrofébicas Hidrogeno
CDA (934) 68 4 0

Fuente: Elaboracion propia
3.7.4. Acoplamiento de CDM con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando CDM vy la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.31) mediante la energia de afinidad que nos brinda este

programa como se logra ver en la Tabla 3.39.

Figura 3.31:
Acoplamiento molecular de CDM con su el receptor intermenbranal, de color verde el

ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la

interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.39:
Energia de Afinidad generada entre el ligando CDM y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
CDM (478) -8.7

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber gque interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.40) se puede ver que CDM presenta
87 interacciones hidrofobicas, 14 enlaces de hidrogeno y no se generé ningln puente
de sal.

Tabla 3.40:

Contactos entre CDM Y GLP - 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre CDM — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
CDM (478) 87 14 0

Fuente: Elaboracion propia
3.7.5. Acoplamiento de CGS con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando CGS y la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.32) mediante a la energia de afinidad que nos brinda

este programa como se logra ver en la Tabla 3.41.
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Figura 3.32:
Acoplamiento molecular de CGS con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la
interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.41:
Energia de Afinidad generada entre el ligando CGS y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
CGS (211) -8.5

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.42) se puede ver que CGS presenta
52 interacciones hidrofobicas, 12 enlaces de hidrogeno y no se gener6 ningln puente

de sal.
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Tabla 3.42:

Contactos entre CGS Y GLP — 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre CGS - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de sal
Hidrofobicas Hidrogeno
CGS (211) 52 12 0

Fuente: Elaboracion propia
3.7.6.  Acoplamiento de PDA con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando PDA vy la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.33) mediante a la energia de afinidad que nos brinda
este programa como se logra ver en la Tabla 3.43.

Figura 3.33:
Acoplamiento molecular de PDA con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la
interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.43:
Energia de Afinidad generada entre el ligando PDA y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
PDA (286) -7.6

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.44), se puede ver que PDA presenta
39 interacciones hidrofdbicas, 7 enlaces de hidrogeno y no se generé ningln puente de
sal.

Tabla 3.44:

Contactos entre PDA'y GLP — 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular

Contactos entre PDA — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PDA (286) 39 7 0

Fuente: Elaboracion propia
3.7.7.  Acoplamiento de PDM con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando PDM y la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.34) mediante a la energia de afinidad que nos brinda

este programa como se logra ver en la Tabla 3.45.
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Figura 3.34:
Acoplamiento molecular de PDM con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la
interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.45:
Energia de Afinidad generada entre el ligando PDM vy la proteina diana GLP — 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
PDM (442) -8.8

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.46), se puede ver que PDM presenta
85 interacciones hidrofobicas, 7 enlaces de hidrogeno y no se generd ningln puente de

sal.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Ay UNIVERSIDAD

i CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Tabla 3.46:

Contactos entre PDA y GLP - 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre PDM — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de sal
Hidrofobicas Hidrogeno
PDM (442) 85 7 0

Fuente: Elaboracion propia

3.7.8. Acoplamiento de PEG con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando PEG y la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.35) mediante a la energia de afinidad que nos brinda

este programa como se logra ver en la Tabla 3.47.

Figura 3.35:
Acoplamiento molecular de PEG con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la

interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.47:
Energia de Afinidad generada entre el ligando PEG y la proteina diana GLP — 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
PEG (680) -8.6

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber gque interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.48), se puede ver que PEG presenta
96 interacciones hidrofébicas, 9 enlaces de hidrogeno y no se generd ningln puente de
sal.

Tabla 3.48:

Contactos entre PDA y GLP — 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre PEG — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PEG (680) 96 9 0

Fuente: Elaboracion propia
3.7.9. Acoplamiento de PEM con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando PEM vy la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.36) mediante a la energia de afinidad que nos brinda

este programa como se logra ver en la Tabla 3.49
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Figura 3.36:
Acoplamiento molecular de PEM con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la
interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.49:
Energia de Afinidad generada entre el ligando PEM y la proteina diana GLP — 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
PEM (167) -8.6

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.50), se puede ver que PEM presenta
73 interacciones hidrofébicas, 8 enlaces de hidrogeno y no se gener6 ningun puente de
sal.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Ay UNIVERSIDAD

i CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Tabla 3.50:

Contactos entre PEM y GLP - 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre PEM — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PEM (167) 73 8 0

Fuente: Elaboracion propia

3.7.10. Acoplamiento de PGG con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando PGG vy la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.37) mediante a la energia de afinidad que nos brinda
este programa como se logra ver en la Tabla 3.51.

Figura 3.37:
Acoplamiento molecular de PEM con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la

interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracién propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Xk UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

Tabla 3.51:
Energia de Afinidad generada entre el ligando PGG y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
PGG (748) -8.2

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.52), se puede ver que PGG presenta
51 interacciones hidrofébicas, 10 enlaces de hidrogeno y no se generé ningln puente
de sal.

Tabla 3.52:

Contactos entre PGG y GLP — 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre PGG - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PGG (748) b1 10 0

Fuente: Elaboracion propia
3.7.11. Acoplamiento de PMG con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando PMG vy la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.38) mediante a la energia de afinidad que nos brinda

este programa como se logra ver en la Tabla 3.53.
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Figura 3.38:
Acoplamiento molecular de PMG con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la
interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.53:
Energia de Afinidad generada entre el ligando PMG y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
PMG (358) -8.5

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.54), se puede ver que PMG presenta
76 interacciones hidrofébicas, 6 enlaces de hidrogeno y no se generd ningln puente de

sal.
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Tabla 3.54:

Contactos entre PMG y GLP - 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre PMG - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PMG (358) 76 6 0

Fuente: Elaboracion propia

3.7.12. Acoplamiento de POG con GLP - 1R

Se hizo acoplamiento molecular entre el ligando POG vy la proteina diana GLP — 1R
usando AutoDock Vina para obtener 1000 resultados, esto para elegir la mejor
posicion del ligando (Figura 3.39) mediante a la energia de afinidad que nos brinda
este programa como se logra ver en la Tabla 3.55.

Figura 3.39:
Acoplamiento molecular de POG con su el receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la

interaccion del metabolito secundario con los residuos presentes en GLP - 1R.
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Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.55:
Energia de Afinidad generada entre el ligando POG y la proteina diana GLP - 1R
brindada por AutoDock Vina.

Ligando Energia de
Afinidad
POG (651) -8.4

Fuente: Elaboracion propia

Se utilizo es servidor PDBsum para visualizar y saber que interacciones se han
generado en esta estructura cuaternaria (Tabla 3.56), se puede ver que POG presenta 5
interacciones hidrofdbicas, 10 enlaces de hidrogeno y no se generd ningln puente de

sal.

Tabla 3.56:

Contactos entre POG y GLP — 1R después de ser sometido a acoplamiento molecular.

Contactos entre POG - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de sal
Hidrofobicas Hidrogeno
POG (651) 5 10 0

Fuente: Elaboracion propia
3.8. Dinamica molecular de estructuras cuaternarias

La formacion del complejo proteina - ligando se da con el reconocimiento molecular, el
cual es un proceso mediante el cual macromoléculas interactian con moléculas pequefias
a través de interacciones no covalentes para formar un complejo especifico. Las
macromoléculas que usan reconocimiento molecular son las proteinas, estan presentes en
varias actividades, principalmente realizan sus funciones biol6gicas al unirse o
interaccionar de forma fisica con algun ligando, que es cualquier molécula capaz es unirse

a la proteina.

Para la simulacion de dindmica molecular de GLP — 1R - ligando se utiliz6 el paquete
GROMACS 2022.3 y el campo de fuerza en su version OPLSAA-Lipid.ff. Una vez
obtenido el complejo de proteina-ligando se colocd una caja para limitar el sistema, se
solvato con moléculas de agua modelo TIP3 de 3 puntos y se procedio a utilizar el script
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perl water_deletor.pl, el cual elimina las moléculas de agua dentro del nicleo hidrofébico
de la bicapa, se afiadieron iones para neutralizar la carga del complejo para luego realizar
la minimizacion de energia con el método Steepest Descent el cual se encarga de evaluar
las fuerzas debidas a las posiciones atomicas modificando estas para alcanzar un minimo
de energia, Para la dindmica molecular se utilizé el acoplamiento de temperatura V-rescale
y el acoplamiento de presién Parrinello-Rahman para mantener los sistemas en un entorno
estable a temperatura fisioldégica de 309.65K° y 1bar de presion. Sus constantes de
acoplamiento se establecieron a 0.1 para temperatura y 0.2 para presion. Se utilizo el
algoritmo Particle Mesh Ewald PME para evaluar las interacciones electroestaticas de largo
alcance y de Van der Waals, el radio de corte para la interaccion de Van der Waals y
coulombicas se establecieron en 1.0nm. Se realizo la simulacion de dindmica molecular de
100ns para cada complejo, las trayectorias se almacenaron cada 10ps y ademés se
calcularon diferentes analisis de sus estructuras al finalizar cada simulacion, como el
RMSD (desviacion cuadratica media), RMSF (fluctuaciones cuadraticas medias) y Radio
de Giro (73).

3.8.1. Dinédmica molecular de CDA con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose.(Figura 3.40) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.57) se puede ver que
CDA presenta 39 interacciones hidrofdbicas, a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular se redujo en 29 interacciones hidrofébicas, no presenta
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento

molecular, y en caso de puentes de sal no se generé ninguno.
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Figura 3.40:
Dinamica molecular de CDA con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.57:

Contactos entre CDA y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre CDA - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
CDA (934) 39 0 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza célculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la union
y posterior dinamica molecular del complejo CDA-GLP - 1R, se evaluo las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se comparo la estructura terciaria de GLP — 1R posterior

a su Dinamica molecular con la estructura cauternaria de CDA-GLP — 1R posterior a
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su dinamica molecular, se observa un cambio en la densidad electronica de la proteina

en la zona donde esta el lingando, debido a la interaccion de este complejo (90)..

Figura 3.41:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo CDA - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

-10kT/e

Fuente: Elaboracion propia
3.8.2. Dinamica molecular de CDM con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica moleular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniendose.(Figura 3.42) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructrua cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.58) se puede ver que
CDM presenta 71 interacciones hidrofobicas, a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular se redujo en 16 interacciones hidrofobicas, presenta 5 enlaces
de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento molecular se

redujo en 8 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se genero ninguno
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Figura 3.42:
Dinamica molecular de CDM con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y
de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.58:
Contactos entre CDM y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre CDM - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
CDM (478) 71 5 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza célculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la union
y posterior dinamica molecular del complejo CDM-GLP - 1R, se evaluo las

superficies electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando
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genera algun cambio en la superficie, se comparo la estructura terciaria de GLP — 1R
posterior a su Dinamica molecular con la estructura cauternaria de CODM-GLP — 1R
posterior a su dinamica molecular, se observa que no hubo algun cambio de la densidad
electronica en la zona donde existe la interaccion con el ligando y la proteina (90).

Figura 3.43:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo CDM - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.3. Dinamica molecular de CGS con GLP — 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica moleular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniendose.(Figura 3.44) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructrua cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.59) se puede ver que CGS
presenta 91 interacciones hidrofobicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular aumentaron en 39 interacciones hidrofobicas, presenta 5
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular se redujo en 8 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se genero

ninguno.
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Figura 3.44:
Dinamica molecular de CGS con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.59:

Contactos entre CGS y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre CGS - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
CGS (211) 91 5 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la union
y posterior dinamica molecular del complejo CGS-GLP — 1R, se evaluo las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se comparo la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dinamica molecular con la estructura cauternaria de CGS-GLP — 1R posterior a
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su dinamica molecular, se observa un cambio en la densidad electronica de la proteina

en la zona donde esta el lingando, debido a la interaccion de este complejo (91).

Figura 3.45:
A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo CGS - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

R

Fuente: Elaboracion propia
3.8.4. Dinamica molecular de PDA con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando se alejo de la proteina, esto dando a entender que no se logré
ninguna interaccion entre el ligando y la proteina diana.(Figura 3.46) ademas se evalud
las interacciones entre proteina y ligando luego de la simulacion(Tabla 3.60) se puede
ver que PDA no presenta interacciones hidrofobicas a diferencia de la estructura
obtenida del acoplamiento molecular donde existian 39 interacciones hidrofébicas, no
presenta enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular donde existian 7 enlaces de hidrogeno y tampoco presenta

ningan puente de sal (91).
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Figura 3.46:
Dinamica molecular de PDA con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.60:

Contactos entre PDA 'y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre PDA - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PDA (286) 0 0 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la unién
y posterior dinamica molecular del complejo PDA-GLP — 1R, se evaluo las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se compard la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dinamica molecular con la estructura cuaternaria de PDA-GLP — 1R posterior a
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su dinamica molecular, se observa que no hubo algun cambio de la densidad
electronica debido a que en este complejo, el ligando PDA se alejo de la proteina y no

hubo alguna interaccion (91).

Figura 3.47:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PDA - GLP -
1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.5. Dinamica molecular de PDM con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose.(Figura 3.48) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.61) se puede ver que
PDM presenta 69 interacciones hidrofébicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular disminuyeron en 16 interacciones hidrofébicas, presenta 1
enlace de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular se redujo en 6 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se generd

ninguno.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
Q=B CATOLICA
TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Figura 3.48:
Dinamica molecular de PDM con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.61:

Contactos entre PDM y GLP - 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre PDM — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de sal
Hidrofobicas Hidrogeno
PDM (442) 69 1 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la unién
y posterior dinamica molecular del complejo PDM-GLP — 1R, se evalud las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se compard la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dindmica molecular con la estructura cuaternaria de PDM-GLP — 1R posterior a
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su dinamica molecular, se observa que no hubo algun cambio de la densidad

electronica en la zona donde existe la interaccion con el ligando y la proteina.

Figura 3.49:
A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PDM - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.6. Dinamica molecular de PEG con GLP — 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando se alejé de la proteina, dandonos a entender que se formaron
muy pocas o ninguna interaccién entre proteina-ligando(Figura 3.50) ademas se evalu6
las interacciones que se pudieron haber generado luego de la simulacion(Tabla 3.62)
se puede ver que PEG presenta 4 interacciones hidrofobicas a diferencia de la
estructura obtenida del acoplamiento molecular disminuyeron en 95 interacciones
hidrofébicas, no presenta enlaces de hidrogeno a comparacién de la estructura obtenida

del acoplamiento molecular donde existian 9 enlaces de hidrogeno (91).
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Figura 3.50:
Dinamica molecular de PEG con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.61:

Contactos entre PEG y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre PEG — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PEG (680) 4 0 0

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la unién
y posterior dindmica molecular del complejo PEG-GLP — 1R, se evalud las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se compard la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dinamica molecular con la estructura cuaternaria de PEG-GLP — 1R posterior a

su dindmica molecular, se observa que no hubo algin cambio de la densidad
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electronica debido a que en este complejo, el ligando PEG se alej6 de la proteina y
aunque presenta una minuscula interaccién, no es significativa para la variacion de la

densidad electronica (91).

Figura 3.51:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PEG - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.7. Dinamica molecular de PEM con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aln se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo alun seguia
manteniéndose.(Figura 3.52) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.62) se puede ver que
PEM presenta 78 interacciones hidrofobicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular aumentaron en 5 interacciones hidrofobicas, presenta 2
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular se redujo en 6 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se generd

ninguno (91).
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Figura 3.52:
Dinamica molecular de PEM con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.62:

Contactos entre PEM y GLP — 1R después de ser sometido a dindmica molecular.

Contactos entre PEM - GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PEM (167) 78 2 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualiz6 utilizando el programa VMD. En la unién
y posterior dinamica molecular del complejo PEM-GLP — 1R, se evaluo las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera

algun cambio en la superficie, se compard la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
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a su Dindmica molecular con la estructura cuaternaria de PEM-GLP — 1R posterior a
su dindmica molecular, se observa un cambio en la densidad electrénica de la proteina

en la zona donde esté el ligando, debido a la interaccion de este complejo (91).

Figura 3.53:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PEM - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

— E— |
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Fuente: Elaboracion propia
3.8.8. Dinamica molecular de PGG con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose.(Figura 3.54) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacién(Tabla 3.63) se puede ver que PGG
presenta 69 interacciones hidrofébicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular aumentaron en 18 interacciones hidrofdbicas, presenta 4
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular se redujo en 6 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se genero

ninguno.
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Figura 3.54:
Dinamica molecular de PGG con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de la interaccion del

metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.63:

Contactos entre PGG y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre PGG — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PGG (748) 69 4 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la unién
y posterior dinamica molecular del complejo PGG-GLP — 1R, se evaluo las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se compard la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dindmica molecular con la estructura cuaternaria de PGG-GLP — 1R posterior a
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su dindmica molecular, se observa un cambio en la densidad electrénica de la proteina

en la zona donde esta el ligando, debido a la interaccion de este complejo (91).

Figura 3.55:
A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PGG - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.9. Dinamica molecular de PMG con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose.(Figura 3.56) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacién(Tabla 3.64) se puede ver que
PMG presenta 58 interacciones hidrofdbicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular disminuyeron en 16 interacciones hidrofdbicas, presenta 4
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular se redujo en 2 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se generd

ninguno.
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Figura 3.56:
Dinamica molecular de PMG con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion gréfica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.64:

Contactos entre PMG y GLP — 1R después de ser sometido a dindmica molecular.

Contactos entre PMG — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
PMG (358) 58 4 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la union
y posterior dinamica molecular del complejo PMG-GLP — 1R, se evalud las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algun cambio en la superficie, se compard la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dinamica molecular con la estructura cuaternaria de PMG-GLP — 1R posterior a
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su dinamica molecular, se observa que no hubo algun cambio de la densidad

electronica en la zona donde existe la interaccion con el ligando y la proteina (91).

Figura 3.57:
A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo PMG - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

— — ]
-10kT/e 10kT/e
Oy
TR
L 'ﬁ' P
o) 2 X

Fuente: Elaboracion propia
3.8.10. Dinamica molecular de POG con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose.(Figura 3.58) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacién(Tabla 3.65) se puede ver que POG
presenta 37 interacciones hidrofobicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular disminuyeron en 18 interacciones hidrofdbicas, presenta 3
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular se redujo en 7 enlaces de hidrogeno y en caso de puentes de sal no se genero

ninguno.
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Figura 3.58:
Dinamica molecular de POG con el receptor intermenbranal, de color verde el ligando y de
color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de la interaccion del
metabolito secundario con los residuos presentes en GLP — 1R.
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.65:

Contactos entre POG y GLP — 1R después de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre POG — GLP - 1R

Ligando Interacciones Enlaces de Puentes de
Hidrofobicas Hidrogeno sal
POG (651) 37 3 0

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza calculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la unién
y posterior dindmica molecular del complejo POG-GLP — 1R, se evalué las superficies
electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando genera
algin cambio en la superficie, se comparo la estructura terciaria de GLP — 1R posterior
a su Dindmica molecular con la estructura cuaternaria de POG-GLP — 1R posterior a
su dinamica molecular, se observa que hubo cambios de la densidad electrénica en la
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zona donde existe la interaccion con el ligando y la proteina, ademés de cambios a lo

largo de esta misma, producido por dicha interaccion (91).

Figura 3.59:
A laizquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo POG - GLP —
1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.11. Dinamica molecular de GLP -1 con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose.(Figura 3.60) ademas se evaluo las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.65) se puede ver que GLP
— 1 presenta 119 interacciones hidrofobicas a diferencia de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular disminuyeron en 169 interacciones hidrofobicas, presenta 12
enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento
molecular disminuyeron en 7 enlaces de hidrogeno y por ultimo presenta 3 puentes de
sal a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento molecular aumento en 1

puente de sal (91).
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Figura 3.60:

Dinamica molecular de GLP — 1 con su receptor intermenbranal, de color verde el ligando
y de color naranja el receptor, al costado su representacion grafica de los residuos
interactuantes siendo la cadena A perteneciente a GLP — 1R y la cadena B perteneciente a
GLP-1.
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Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.65:

Contactos entre GLP — 1y GLP — 1R despues de ser sometido a dinamica molecular.

Contactos entre GLP-1-GLP -1R

Proteinas Residuos Interacciones Enlacesde Puentes de
Interactuantes Hidrofobicas Hidrogeno Sal
GLP-1 17 119 12 3
(98)
GLP-1R 26

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza célculos electrostéaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. EI modelo se visualizo utilizando el programa VMD. En la union
y posterior dinamica molecular del complejo GLP — 1-GLP — 1R, se evalu6 las
superficies electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando
genera algun cambio en la superficie, se comparo la estructura terciaria de GLP — 1R
posterior a su Dindmica molecular con la estructura cuaternaria de GLP — 1-GLP - 1R
posterior a su dindmica molecular, se observa que hubo cambios de la densidad

electronica en la zona donde existe la interaccion con el ligando y la proteina (91).
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Figura 3.61:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo GLP -1 -
GLP - 1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.8.12. Dinamica molecular de GLP — 1 Amida con GLP - 1R

Luego de realizar la simulacion de dinamica molecular a 309.15K° y 1bar se puede
observar que el ligando aun se mantiene cerca a la proteina, dando a entender que, a
pesar de las condiciones de temperatura y presion, el complejo aun seguia
manteniéndose (Figura 3.62). Ademas se evalud las interacciones que se han generado
en esta estructura cuaternaria luego de la simulacion(Tabla 3.66 ) se puede ver que
GLP — 1 Amida presenta 201 interacciones hidrofobicas a diferencia de la estructura
obtenida del acoplamiento molecular disminuyeron en 72 interacciones hidrofobicas,
presenta 22 enlaces de hidrogeno a comparacion de la estructura obtenida del
acoplamiento molecular aumento en 6 enlaces de hidrogeno y por ultimo presenta 4
puentes de sal a comparacion de la estructura obtenida del acoplamiento molecular

aumento en puentes de sal (91).
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Figura 3.62:
Dinamica molecular de GLP — 1 Amida con su receptor intermenbranal, de color verde el
ligando y de color naranja el receptor, al costado su representacion gréafica de los residuos
interactuantes siendo la cadena A perteneciente a GLP — 1R y la cadena B perteneciente a
GLP -1 Amida.
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Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.66:
Contactos entre GLP — 1 Amida y GLP — 1R después de ser sometido a dindmica

molecular.

Contactos entre GLP —1 Amida - GLP - 1R

Proteinas Residuos Interacciones Enlacesde  Puentes de
Interactuantes Hidrofobicas Hidrogeno Sal
GLP-1 26
Amida (980) 201 22 4
GLP-1R 32

Fuente: Elaboracion propia

La superficie electrostatica de GLP — 1R se determind empleando APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) que realiza célculos electrostaticos de Poisson-Boltzmann
sobre biomoléculas. El modelo se visualizé utilizando el programa VMD. En la union
y posterior dinamica molecular del complejo GLP — 1 Amida-GLP — 1R, se evalud las
superficies electroestaticas de la proteina para analizar si la interaccion con el ligando
genera algun cambio en la superficie, se comparo la estructura terciaria de GLP — 1R
posterior a su Dindmica Molecular con la estructura cuaternaria de GLP — 1 Amida-
GLP — 1R posterior a su dinamica molecular, se observa que hubo cambios de la
densidad electronica en la zona donde existe la interaccion con el ligando y la proteina
(92).
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Figura 3.63:
A la izquierda se presenta la superficie electroestatica de solo GLP — 1R luego de su
dinamica molecular y a la derecha, la superficie electroestatica del complejo GLP -1
Amida - GLP - 1R. Obtenido del servidor APBS.

Fuente: Elaboracion propia

3.9. Estabilidad estructural de estructuras cuaternarias

Para analizar la estabilidad estructural de todos los complejos de proteina ligando se utilizd
indicadores como el RMSD, RMSF, radio de giro. Ademas de separar por grupos, siendo
el primero las interacciones entre metabolitos secundarios — receptor, para seguir con el

segundo grupo que incluye hormonas — receptor.
3.9.1. Estabilidad estructural del complejo metabolitos secundarios - receptor
3.9.1.1. RMSD

Calculando el RMSD total de cada complejo de interaccién metabolito secundario-
proteina, se analizaron los valores obtenidos y fueron analizados con Xmgrace y
grafico con GNUplot obteniendo un promedio de estos valores. Para el complejo
PEM-GLP — 1R se logra observar que es una estructura que presenta muchos picos
a partir de 30ns y 70ns que nos indica que existe mucho movimiento de los atomos
en la interaccion, en el caso del complejo PEG- GLP — 1R se observa un pico
significativo a los 60ns, pero a partir de ese momento la estructura empieza a ser
estable hasta el final de la simulacion de dinamica molecular. Para los demas
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complejos no se observan picos significativos, indicando que sus estructuras se

mantienen estables desde el inicio hasta el final de la simulacién de dindmica

molecular.

Figura 3.64:
En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas el
RMSD en nm. Cada complejo esta representado por un color para CDA; verde, CDM;
amarillo, CGS; rojo, PDA; azul, PDM; morado, PEG; café, PEM; plomo, PGG; rosado,
PMG; negro y POG; naranja.
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Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.67:
Promedio del RMSD para cada complejo con DM a 100ns con su respectiva desviacion
estandar.
RMSD
Ligando Average RMSD X RMSD (nm)
CDA 0.32 0.4
CDM 0.50 0.12
CGS 0.40 0.06
PDA 0.42 0.09
PDM 0.40 0.06
PEG 0.54 0.17
PEM 0.70 0.23
PGG 0.32 0.04
PMG 0.44 0.12
POG 0.50 0.13

Fuente: Elaboracion propia
3.9.1.2. RMSF

Las fluctuaciones cuadraticas media de la proteina evalGa el movimiento que hay
de los residuos 0 aminoéacidos a lo largo de la simulacion de dinamica molecular, al
reconocer y analizar este diagrama podemos reconocer que residuos presentan
menos vibracion, que indica estabilidad en estos mismos, los residuos que presentan
mayor vibracion son generalmente los extremos del complejo metabolito
secundario-GLP — 1R.
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Figura 3.65:

En el eje de las abscisas esta el niumero de residuo en el eje de las ordenadas la distancia
promedio de la vibracién en nm. Cada complejo esta representado por un color para CDA,;
verde, CDM; amarillo, CGS; rojo, PDA; azul, PDM; morado, PEG; café, PEM; plomo,
PGG; rosado, PMG; negro y POG; naranja.
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Fuente: Elaboracion propia

3.9.1.3. Radio de Giro

El radio de giro nos indica la compactacion de una proteina ademas de visualizar la
desnaturalizacion de una proteina. Si es que con el tiempo el valor del radio de giro
tiende a ascender es signo de que se esta desnaturalizando vy si los picos descienden
significa que la estructura se esta compactando. En el caso del complejo PEM-GLP
— 1R se observa un grafico muy vacilante, a partir de 40 ns la estructura se
descompacta hasta un tiempo de 90ns, que es donde empieza su compactacion hasta
el final de la dindmica molecular. En el caso del complejo PMG-GLP — 1R se logra
observar que esta compactada, pero a partir de 80ns comienza su descompactacion
hasta el final de la dinamica molecular. Para los demas complejos todos se

mantienes en estabilidad en su compactacion (26).
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Figura 3.66:

En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas el Rg en
nm. Cada complejo esté representado por un color para CDA; verde, CDM; amarillo,
CGS; rojo, PDA; azul, PDM; morado, PEG; café, PEM; plomo, PGG; rosado, PMG; negro
y POG; naranja.

Radius of Gyration

CbA — CGS —PDM  PEM PMG ——
38 | CDM PDA —— PEG — PGG POG

Rg (nm)

Time (ns)

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.68:
Promedios obtenidos de las DM a 100ns para los complejos, los valores son mostrados con

su respectiva desviacion estandar.

Radio de Giro
Ligando Average RG X RG (nm)
CDA 3.15 0.02
CDM 3.20 0.05
CGS 3.10 0.03
PDA 3.13 0.03
PDM 3.10 0.03
PEG 3.17 0.05
PEM 3.40 0.07
PGG 3.07 0.02
PMG 3.19 0.07
POG 3.19 0.02

Fuente: Elaboracién propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




X s UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CREeR —caToLicA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

3.9.2. Estabilidad estructural del complejo hormona-proteina
3.9.21. RMSD

Calculando el RMSD total de cada complejo de interaccién hormona-proteina, se
analizaron los valores obtenidos y fueron analizados con Xmgrace y graficados con
GNUplot obteniendo un promedio de estos valores. Para el complejo GLP — 1 -
GLP - 1R se logra observar que es una estructura estable, sin picos significativos,
que nos indica que la estructura esta en un estado altamente estable. Pasa lo mismo
con el complejo GLP — 1 Amida - GLP — 1R, se observa que al igual que el otro
complejo, no presenta picos y a lo largo de la simulacidn se mantiene en un estado

estable.

Figura 3.67:
En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100ns, en el eje de las ordenadas el
RMSD en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para GLP -1y

amarillo para GLP — 1 Amida.

RMSD
2
GLP-1 ——
L6 ] GLP-1 AMIDA
E 12
a
(g 0.8 ;
a4
. _WNWMMWMWWW A A
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Time (ns)

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.69:
Promedio del RMSD para cada proteina con DM a 100ns con su respectiva desviacion
estandar.
RMSD
Ligando Average X RMSD (nm)
RMSD
GLP-1 0.28 0.05
GLP -1 Amida 0.33 0.02

Fuente: Elaboracion propia
3.9.22. RMSF

Las fluctuaciones cuadraticas media de la proteina evalta el movimiento que hay
de los residuos 0 aminoacidos a lo largo de la simulacion de dinamica molecular, al
reconocer y analizar este diagrama podemos reconocer que residuos presentan
menos vibracion, que indica estabilidad en estos mismos, los residuos que presentan

mayor vibracion son generalmente los extremos del complejo hormona-receptor.

Figura 3.68:
En el eje de las abscisas esta el niumero de residuo en el eje de las ordenadas la distancia
promedio de la vibracion en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para
GLP -1y amarillo para GLP — 1 Amida.

RMSF
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Residue

Fuente: Elaboracion propia
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3.9.2.3. Radio de Giro

El radio de giro nos indica la compactacion de una proteina ademas de visualizar la
desnaturalizacion de una proteina. Si es que con el tiempo el valor del radio de giro
tiende a ascender es signo de que se esta desnaturalizando y si los picos descienden
significa que la estructura se esta compactando. En el caso de GLP — 1-GLP - 1R
se observa que a lo largo de la dindmica molecular a partir de los 75ns empieza a
descompactarse, pero no con una gran diferencia. En caso de GLP — 1 Amida-GLP
— 1R se observa que es muy estable desde el inicio hasta el final de la dinamica

molecular (26).

Figura 3.69:
En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a 100 ns, en el eje de las ordenadas el Rg
en nm. Cada proteina esta representada por un color, verde para GLP — 1y amarillo para
GLP -1 Amida.

Radius of Gyration
3.8
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Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.70:
Promedios obtenidos de las DM a 100ns para cada proteina, los valores son mostrados con

su respectiva desviacion estandar.

Radio de Giro
Ligando Average RG X RG (nm)
GLP-1 3.14 0.04
GLP -1 Amida 3.07 0.02

Fuente: Elaboracion propia
3.10. Calculo de energia de afinidad en estructuras cuaternarias
3.10.1. Energia de afinidad en el complejo CDA-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de CDA-GLP — 1R se obtuvo una energia de unién de -715.976 +/- 39.509
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, lo que nos da indicios de una union
espontanea. Si profundizamos en las energias que se observa, las energias

electrostaticas son méas negativas que las energias de van der Waals (91).

Tabla 3.71:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccion del complejo CDA-GLP — 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

CDA-GLP - 1R
Energia de van der Waals ~ -176.737 +/- 13.851 kJ/mol
Energia electrostatica -551.602 +/- 42.528 kJ/mol
Energia de solvatacion polar ~ 205.788 +/- 29.265 kJ/mol
Energia SAV -173.141 +/- 23.562 kJ/mol
Energia de unién -715.976 +/- 39.509 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo CDA-GLP — 1R vy se logré apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccion de la proteina GLP — 1R ha sido representado
con método de dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos.
A cada residuo se le calculd su energia MM/PBSA 'y este se representa por una escala
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de colores que va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas
tonalidades rojas se vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre
los residuos, la que indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza
muchas tonalidades rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente
favorables (91).

Figura 3.70:
Visualizacion de la contribucién de energia de cada residuo en la interaccion CDA-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

| 10 kl/mol

I -10 kj/meol

Fuente: Elaboracién propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo CDA-GLP —
1R, siendo estos 13 residuos interaccionantes con el CDA, ningun residuo creo enlaces

de hidrogeno con el ligando, sus energias son variantes, pero predominan las energias
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negativas siendo los Unicos con energia positiva Trp100, Val104, Pro105 GIn106 Y
Cys135.

Tabla 3.72:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion CDA-GLP — 1R, las energias en

kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

CDA-GLP -1R
Leu27 -1293  Glu134 -38.36
Phe28 -6.63 Cysl135 15.45
GIn35 -11.18  Glu137 -74.96
Trp100 0.08 Met213 -6.39
Vall104 7.84 Tyr214 -28.34
Pro105 5.00 Thr 216 -16.67

GIn106 14.66

Fuente: Elaboracion propia
3.10.2. Energia de afinidad en el complejo CDM-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM/PBSA, para la
interaccion de CDM-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -900.330 +/- 48.412
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable y una de las mas altas en los metabolitos
secundarios, esta energia nos da indicios de una unién espontanea. Si profundizamos
en las energias que se observa, las energias electrostaticas son mas negativas que las

energias de van der Waals (91).

Tabla 3.73:
Energia de unién (kJ/mol) de la interaccion del complejo CDM-GLP - 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

CDM-GLP -1R
Energia de van der Waals -277.334 +/- 17.652 kJ/mol
Energia electrostéatica -578.383 +/- 50.111 kJ/mol
Energia de solvatacion polar ~ 226.573 +/- 26.401 kd/mol
Energia SAV -246.621 +/- 27.855 kJ/mol
Energia de union -900.330 +/- 48.412 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo CDM-GLP — 1R y se logré apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
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residuo que participa en la interaccién con CDM ha sido representado con método de
dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculd su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se
vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).

Figura 3.71:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion CDM-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

I -10 Kjfmal

Fuente: Elaboracién propia
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Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo CDM — GLP1
Receptor, siendo estos 19 residuos interaccionantes con el CDM, de este numero total
de 19 residuos solo 4 residuos forman enlaces de hidrogeno (Tpr100, Val104, Glu137
y Serl44). Las energias del total de residuos son variantes, pero predominan las

energias negativas siendo solo 4 residuos los que presentan energias positivas (91).

Tabla 3.74:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion CDM-GLP - 1R, las energias en
kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron
un enlace de hidrogeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

CDM-GLP - 1R
Trp100 825  Cysl35 1649
Vall04 ~ -69.47  Ser13s -2.61
Glu137  -2165  Lys139  49.90
Ser144 -30.04  Glyl4l  -12.72
Ala101 548  Gluld2  -82.76
Ser103 1046 Argld3  28.44
Prol05  -2649  Serlds -7.02
GIn106 4.04 Prol46  -33.91
Ser133 141 Thr216 -8.17

Glul34 -17.12

Fuente: Elaboracién propia
3.10.3. Energia de afinidad en el complejo CGS-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de CGS-GLP — 1R se obtuvo una energia de unién de -700.325 +/- 46.314
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, aunque no tan alta como CDM, esta
energia nos da indicios de una union espontanea. Si profundizamos en las energias que
se observa, las energias electrostaticas son més negativas que las energias de van der
Waals (91).
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Tabla 3.75:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccion del complejo CGS-GLP — 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

CGS-GLP - 1R
Energia de van der Waals -202.722 +/- 26.148 kJ/mol
Energia electrostéatica -475.852 +/- 38.489 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 183.906 +/- 17.309 kJ/mol
Energia SAV -184.589 +/- 26.283 kJ/mol
Energia de union -700.325 +/- 46.314 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo CGS-GLP — 1R y se logré apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccion con CGS ha sido representado con método de
dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculé su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras méas tonalidades rojas se
vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).
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Figura 3.72:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion CGS-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

| 10 klfmaol

I -10 kjfmal

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo CGS-GLP —
1R, siendo estos 16 residuos interaccionantes con el CGS, de este nimero total de 16
residuos solo 5 residuos forman enlaces de hidrogeno (GIn29, Glul37, Lys139,
Ser215, GIn219). Las energias del total de residuos son variantes, pero predominan las

energias negativas siendo solo 7 residuos los que presentan energias positivas.
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Tabla 3.76:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion CGS-GLP - 1R, las energias en
kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron
un enlace de hidrogeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

CGS-GLP-1R

GIn29 -5.87 Tprl00 9.39
Glu137 -47.19 Ser103 15.41
Lys139 61.92 Val104 41.04
Ser215 -5.99 Ser138 15.77
GIn219 -1.01 Glul42 -40.49
Leu27 -15.49 Argl43 62.73
Phe28 -7.44 Met213 -5.76
Ala32 4.35 Tyr214  -102.23

Fuente: Elaboracion propia
3.10.4. Energia de afinidad en el complejo PDA-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de PDA-GLP — 1R se obtuvo una energia de unién de -226.349 +/- 135.563
kJ/mol, esta es una energia bastante baja, es la energia de union menos favorable de
los metabolitos secundarios, esto es debido a que el ligando no permanecio con alguna
interaccion con la proteina GLP — 1R, esta energia nos da indicios que no se logr6 una
union. Si profundizamos en las energias que se observa, las energias electrostaticas

son mas negativas que las energias de van der Waals (91).
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Tabla 3.77:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccion del complejo PDA-GLP — 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

PDA-GLP - 1R
Energia de van der Waals -76.231 +/- 51.969 kJ/mol
Energia electrostéatica -95.646 +/- 64.160 kd/mol
Energia de solvatacion polar 29.597 +/- 32.614 kJ/mol
Energia SAV -74.082 +/- 70.480 kd/mol
Energia de unién -226.349 +/- 135.563 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo PDA-GLP — 1R vy se logré apreciar
como el metabolito se aleja de la proteina, causando que la interaccion con el receptor
sea inexistente. A cada residuo se le calculé su energia MM/PBSA y este se representa
por una escala de colores que va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). En la
estructura se visualiza que el metabolito secundario se alejé de la proteina, dejando
atras cualquier interaccion que haya podido tener con la proteina, en el momento del
acoplamiento, pero la proteina ain mantiene zonas pintadas de rojo las cuales en algun

momento interaccionaron con el metabolito (91).
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Figura 3.72:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PDA-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

I -10 kJfmol

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo PDA — GLP —
1R, al estar PDA alejado de GLP — 1R no logra interaccionar con este, por lo que
ningln residuo de la proteina diana esta en contacto con el metabolito secundario, no
habiéndose formado interacciones hidrofobicas, enlaces de hidrogeno ni puentes de

sal.
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Tabla 3.78:
No se encontraron residuos de GLP — 1R que tengan alguna interaccion con el metabolito
secundario, debido a que PDA se alejo de la proteina. Brindado por la herramienta
MM/PBSA.

PDA -GLP-1R

Fuente: Elaboracion propia
3.10.5. Energia de afinidad en el complejo PDM-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de PDM-GLP — 1R se obtuvo una energia de unién de -856.726 +/- 49.016
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, aunque no tan alta como CDM, pero
muy cercana a esta, esta energia nos da indicios de una union espontanea. Si
profundizamos en las energias que se observa, las energias electrostaticas son mas

negativas que las energias de van der Waals (91).

Tabla 3.79:
Energia de unién (kJ/mol) de la interaccion del complejo PDM-GLP - 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

PDM-GLP - 1R
Energia de van der Waals -246.966 +/- 20.733 kJ/mol
Energia electrostéatica -585.024 +/- 45.212 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 243.684 +/- 23.502 kJ/mol
Energia SAV -241.399 +/- 31.399 kJ/mol
Energia de unién -856.726 +/- 49.016 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo PDM-GLP — 1R vy se logré apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccion con PDM ha sido representado con método de
dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculd su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se
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vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).

Figura 3.73:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PDM-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

| 10 k)lfmal

I -10 Kjfmal

Fuente: Elaboracién propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo PDM-GLP —
1R, siendo estos 15 residuos interaccionantes con el PDM, de este nimero total de 15
residuos solo 1 residuo forma enlace de hidrogeno (GIn106). Las energias del total de
residuos son variantes, pero predominan las energias negativas siendo solo 5 residuos

los que presentan energias positivas (91).
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Tabla 3.80:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion PDM-GLP — 1R, las energias en
kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron
un enlace de hidrogeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

PDM-GLP - 1R
GIn106 21.15 Glu137 -49.52
Pro31 -2.87 Serl38 -2.29
Ala32 -20.26 Glu142 -72.40
GIn35 -23.46 Serl44 -25.93
Trp100 -21.84 Tyr214 -47.74
Ser103 0.11 Thr216 -13.10

Val104 33.42 GIn219 1.79
Cys135 7.76

Fuente: Elaboracion propia
3.10.6. Energia de afinidad en el complejo PEG-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM/PBSA, para la
interaccion de PEG-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -398.989 +/- 144.812
kJ/mol, esta es una energia bastante baja, es la segunda energia de uniéon menos
favorable de los metabolitos secundarios, esto es debido a que el ligando presenta una
interaccion muy baja con la proteina GLP — 1R, esta energia nos da indicios que no se
logré una unién. Si profundizamos en las energias que se observa, las energias

electrostaticas son méas negativas que las energias de van der Waals (91).

Tabla 3.81:
Energia de unién (kJ/mol) de la interaccion del complejo PEG-GLP - 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

PEG-GLP -1R
Energia de van der Waals -94.181 +/- 47.377 kd/mol
Energia electrostatica -246.828 +/- 107.387 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 52.329 +/- 50.569 kJ/mol
Energia SAV -98.211 +/- 54.072 kd/mol
Energia de union -398.989 +/- 144.812 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia
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Se visualizo la pelicula de la DM del complejo PEG-GLP — 1R y se logré apreciar
como el metabolito se aleja de la proteina, causando que la interaccion con el receptor
sea muy baja. A cada residuo se le calcul6 su energia MM/PBSA y este se representa
por una escala de colores que va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). En la
estructura se visualiza que el metabolito secundario se alejo de la proteina, provocando
que la interaccién que tiene con la proteina sea muy baja, pero GLP — 1R aiin mantiene
zonas pintadas de rojo las cuales en algun momento interaccionaron con el metabolito
(92).

Figura 3.74:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PEG-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo PEG-GLP —
1R, siendo estos 2 residuos interaccionantes con PEG, de este numero total de 2
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residuos que presentan energias negativas, ninguno forma enlaces de hidrogeno o
puentes de sal, esto debido a que se encuentran alejados de la proteina diana, causando

que no pueda interaccionar con el ligando en su totalidad (91).

Tabla 3.82:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion PEG-GLP - 1R, las energias en

kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

PEG-GLP -1R
Phe390 -53.89
Phe394 -25.50

Fuente: Elaboracion propia
3.10.7. Energia de afinidad en el complejo PEM-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM/PBSA, para la
interaccion de PEM-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -767.861 +/- 55.206
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, aunque no tan alta como CDM, esta
energia nos da indicios de una union espontanea. Si profundizamos en las energias que
se observa, las energias electrostaticas son mas negativas que las energias de van der
Waals (91).

Tabla 3.83:
Energia de unién (kJ/mol) de la interaccion del complejo PEM-GLP — 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

PEM-GLP - 1R
Energia de van der Waals -222.333 +/- 14.073 kJ/mol
Energia electrostatica -445.492 +/- 71.418 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 146.636 +/- 37.148 kJ/mol
Energia SAV -222.363 +/- 27.297 kJ/mol
Energia de union -767.861 +/- 55.206 kJ/mol

Fuente: Elaboracién propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo PEM-GLP — 1R y se logr6 apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccién con PEM ha sido representado con método de
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dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculé su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se
vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).

Figura 3.75:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion PEM-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

|1u|-cyma| A/’ AP //.P
)% Q}\C
j ¢ L\ "
(§725

I -10 kjfmol
Fuente: Elaboracion propia
Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo PEM-GLP —

1R, siendo estos 14 residuos interaccionantes con el PEM, de este nimero total de 14

residuos solo 2 residuos forman enlaces de hidrogeno (GIn35, Ser103). Las energias
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del total de residuos son variantes, pero predominan las energias negativas siendo solo

7 residuos los que presentan energias positivas (91).

Tabla 3.84:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion PEM-GLP - 1R, las energias en
kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron

un enlace de hidrogeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

PEM-GLP - 1R
GIn35 -12.64 Glul36 -48.12
Ser103 30.82 Lys139 52.22
Tyr78 2.67 Glu142 -72.02

Trp100 39.92  Tyr214 2529
Val104 1819  Thr216  -57.81
GIn106 2.61 GIn219  -8.02
Cys135 0.43 GIn220  -6.49

Fuente: Elaboracion propia
3.10.8. Energia de afinidad en el complejo PGG-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de PGG-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -762.580 +/- 51.859
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, aunque no tan alta como CDM, esta
energia nos da indicios de una unién espontanea. Si profundizamos en las energias que
se observa, las energias electrostaticas son méas negativas que las energias de van der
Waals (91).

Tabla 3.85:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccion del complejo PGG-GLP — 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

PGG-GLP - 1R
Energia de van der Waals -188.147 +/- 15.795 kJ/mol
Energia electrostatica -573.683 +/- 55.572 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 206.079 +/- 37.946 kJ/mol
Energia SAV -185.842 +/- 26.767 kJ/mol
Energia de union -762.580 +/- 51.859 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia
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Se visualizo la pelicula de la DM del complejo PGG-GLP — 1R y se logré apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccion con PGG ha sido representado con metodo de
dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculé su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se
vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).

Figura 3.76:
Visualizacion de la contribucién de energia de cada residuo egn la interaccion PGG-GLP —
1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

I -10 kJfmal

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre PGG-GLP — 1R, siendo
estos 15 residuos interaccionantes con PGG, de este nimero total de 15 residuos solo
4 residuos forman enlaces de hidrogeno (Pro95, Glul37, Lys139, Ser215). Las
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energias del total de residuos son variantes, predominan las energias negativas siendo
solo 9 residuos los que presentan energias positivas, pero siendo estas en su mayoria
pequerias (91).
Tabla 3.86:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion PGG-GLP - 1R, las energias en

kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron

un enlace de hidrogeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

PGG-GLP -1R
Pro95 1.52 Val104 13.71
Glu137 -85.27 Glu134 24.18
Lys139 59.64 Cys135 16.19

Ser215 0.84 Glu136 -61.97
GIn35 1.59 Tyr214 -45.16
Cys94 9.43 Thr216 -11.44
Trp100 -14.67 GIn219 4.26
Alal01 =2;88

Fuente: Elaboracion propia
3.10.9. Energia de afinidad en el complejo PMG-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de PMG-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -783.850 +/- 44.869
kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, aunque no tan alta como CDM, esta
energia nos da indicios de una unién espontanea. Si profundizamos en las energias que
se observa, las energias electrostaticas son méas negativas que las energias de van der
Waals (91).
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Tabla 3.87:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccion del complejo PMG-GLP — 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

PMG-GLP - 1R
Energia de van der Waals -224.296 +/- 20.857 kJ/mol
Energia electrostéatica -532.445 +/- 42.460 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 212.249 +/- 20.144 kJ/mol
Energia SAV -214.975 +/- 28.030 kJ/mol
Energia de union -783.850 +/- 44.869 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo PMG-GLP — 1R y se logré apreciar
como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccion con PMG ha sido representado con método de
dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculé su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se
vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).
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Figura 3.77:
Visualizagcidn de la contribucidn de energia de cada residuo en la interaccion PMG-GLP —

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo PMG-GLP —
1R, siendo estos 16 residuos interaccionantes con el PMG, de este nimero total de 16
residuos solo 4 residuos forman enlaces de hidrogeno (Ser103, Cys135, Serl38,
Tyr214). Las energias del total de residuos son variantes, pero predominan las energias

negativas siendo solo 7 residuos los que presentan energias positivas (91).
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Tabla 3.88:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion PMG-GLP - 1R, las energias en
kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron
un enlace de hidrogeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

PMG-GLP - 1R
Ser103 16.02 GIn106 21.73
Cys135 11.53 Glu137 -69.64
Ser138 -1.13 Lys139 74.32
Tyr214 -78.13 Glu142 -68.78
Phe28 -15.36 Serl44 -5.75
GIn35 3.09 Met213 -6.37
Trp100 15.71 Ser215 -4.96
Val104 29.98 Thr216 -2.17

Fuente: Elaboracion propia
3.10.10. Energia de afinidad en el complejo POG-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM/PBSA, para la
interaccion de POG-GLP — 1R se obtuvo una energia de unién de -603.124 +/- 121.304
kJ/mol esta es una energia bastante favorable, aunque no tan alta como CDM, esta
energia nos da indicios de una unién espontanea. Si profundizamos en las energias que
se observa, las energias electrostaticas son méas negativas que las energias de van der
Waals (91).

Tabla 3.89:
Energia de unién (kJ/mol) de la interaccion del complejo POG-GLP - 1R. Brindado por la
herramienta MM/PBSA.

POG-GLP - 1R
Energia de van der Waals -121.779 +/- 27.677 kJ/mol
Energia electrostatica -515.083 +/- 140.823 kJ/mol
Energia de solvatacion polar ~ 189.736 +/- 71.953 kJ/mol
Energia SAV -139.125 +/- 44.332 kJ/mol
Energia de unién -603.124 +/- 121.304 kJ/mol

Fuente: Elaboracién propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo POG-GLP — 1R vy se logré apreciar

como el metabolito mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
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residuo que participa en la interaccion con PMG ha sido representado con método de
dibujo Beta para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo
se le calculd su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que
va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se
vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (91).

Figura 3.78:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion POG-GLP -

1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

| -10 kjfmaol

Fuente: Elaboracion propia
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Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo POG-GLP —
1R, siendo estos 13 residuos interaccionantes con POG, de este numero total de 13
residuos solo 2 residuos forman enlaces de hidrogeno (Pro105, GIn106). Las energias
del total de residuos son variantes, pero predominan las energias negativas siendo 8
residuos los que presentan energias positivas, pero siendo estas en su mayoria

pequerias (91).

Tabla 3.90:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion POG-GLP — 1R, las energias en
kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que formaron

un enlace de hidrégeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

POG-GLP - 1R

Pro105 -2.91 Cys135 3.92
GIn106 12.83 Glul36 -50.04

Pro31 0.83 Glu137 -67.55
Ser103 1.40 Ser138 -11.91
Vall04 14.26 Lys139 25.91
Ser133 2.50 Arg140 41.34
Glul34 -39.99

Fuente: Elaboracién propia
3.10.11. Energia de afinidad en el complejo GLP - 1-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de GLP — 1-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -873.449 +/-
134.278 kJ/mol, esta es una energia bastante favorable, esta energia nos da indicios de
una union espontanea. Si profundizamos en las energias que se observa, las energias

electrostaticas son méas negativas que las energias de van der Waals (92).
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Tabla 3.91:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccion del complejo GLP — 1-GLP — 1R. Brindado por
la herramienta MM/PBSA.

GLP -1-GLP -1R

Energia de van der Waals -389.636 +/- 34.751 kJ/mol
Energia electrostéatica -811.719 +/- 199.024 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 896.717 +/- 93.977 kJ/mol
Energia SAV -507.776 +/- 81.740 kJ/mol
Energia de unién -873.449 +/- 134.278 kd/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de 1a DM del complejo GLP — 1-GLP — 1R y se logré apreciar
como el ligando mantiene su interaccion con el receptor de manera estable. Cada
residuo que participa en la interaccion con GLP — 1 ha sido representado con método
de dibujo Beta, los residuos del ligando estan representados con el método de dibujo
Licorice para observar los atomos que tienen contactos con el receptor, de esta forma
se puede visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada residuo se le
calculd su energia MM/PBSA y este se representa por una escala de colores que va
desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas tonalidades rojas se vean
en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos, la que
indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza muchas tonalidades

rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables (92).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

REPQSITORIO DE

TESIS UCSM

Figura 3.79:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion GLP — 1-GLP

— 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de las energias.

| 10 k)/mol

I -10 kj/mol

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo GLP — 1-GLP
— 1R, siendo estos 26 residuos interaccionantes con GLP — 1, de este nimero total de
26 residuos solo 10 residuos forman enlaces de hidrogeno (GIn35, Arg52, Glu77,
Trpl100, GIn106, Arg130, Glul34, Cys135, Serl144, GIn220) y solo 3 residuos (Arg52,
Argl130, Glul34) forman puentes de sal. Las energias del total de residuos son
variantes, pero predominan las energias negativas siendo solo 8 residuos los que
presentan energias positivas (92).
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Tabla 3.92:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion GLP — 1-GLP — 1R, las energias
en kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los que
formaron un enlace de hidrdgeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

GLP-1-GLP-1R

GIn35 -18.00 Cys94 -0.17
Arg52 -143.76 Leu98 -2.33
Glu77 91.81 Alal01 151
Trp100 2.18 Glul36 63.08

GIn106 28.12 Glu137 -30.20
Argl130 -106.72 Lys139 -47.75
Glul34 W4 Argl43 -14.15
Cys135 224838 Ser145 -14.67

Serl44 NS Tyr214 -4.08
GIn220 -62.07 Thr216 -56.32
Pro31 -6.95 Gly386 -6.46

Asp76 9511  Arg389  -18.77
Tyr78 24.05 Phe390  -51.76

Fuente: Elaboracion propia
3.10.12. Energia de afinidad en el complejo GLP —1 Amida-GLP - 1R

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM/PBSA, para la
interaccion de GLP — 1 Amida-GLP — 1R se obtuvo una energia de union de -1534.886
+/- 151.373 kJ/mol, esta es la energia mas alta de las hormonas y también de los
flavonoides, esta energia nos da indicios de una unién espontanea. Si profundizamos
en las energias que se observa, las energias electrostaticas son mas negativas que las

energias de van der Waals (92).
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Tabla 3.93:
Energia de union (kJ/mol) de la interaccién del complejo GLP — 1 Amida-GLP - 1R.
Brindado por la herramienta MM/PBSA.

GLP -1 Amida-GLP - 1R

Energia de van der Waals -657.006 +/- 33.862 kJ/mol
Energia electrostatica -1327.550 +/- 180.210 kJ/mol
Energia de solvatacion polar 1284596 +/- 82.664 kJ/mol
Energia SAV -750.746 +/- 74.159 kJ/mol
Energia de unién -1534.886 +/- 151.373 kJ/mol

Fuente: Elaboracion propia

Se visualizo la pelicula de la DM del complejo GLP — 1 Amida-GLP — 1R y se logrd
apreciar como el ligando mantiene su interaccién con el receptor de manera estable.
Cada residuo que participa en la interaccion con GLP — 1 Amida ha sido representado
con método de dibujo Beta, los residuos del ligando estan representados con el método
de dibujo Licorice para observar los &tomos que tienen contactos con el receptor, de
esta forma se puede visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A cada
residuo se le calculd su energia MM/PBSA vy este se representa por una escala de
colores que va desde rojo (-10 kJ/mol) hasta azul (10 kJ/mol). Mientras mas
tonalidades rojas se vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre
los residuos, la que indica una mayor energia de union. En la estructura se visualiza
muchas tonalidades rojas lo que corresponde a que las interacciones son altamente
favorables (92).
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Figura 3.80:
Visualizacion de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccion GLP -1
Amida-GLP - 1R en una escala de colores que va desde 10 a -10 kJ/mol segun el valor de

las energias.

Fuente: Elaboracion propia

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan entre el complejo GLP — 1
Amida-GLP — 1R, siendo estos 32 residuos interaccionantes con GLP — 1 Amida, de
este nimero total de 32 residuos solo 13 residuos forman enlaces de hidrogeno (GIn29,
Gly30, GIn35, GIn106, Pro128, Arg130, Glu134, Cys135, Glul36, Gly141, Glul42,
Ser144, GIn220) y solo 3 residuos (arg130, glu136, glu142) forman enlaces de puentes
de sal. Las energias del total de residuos son variantes, pero predominan las energias
negativas siendo solo 10 residuos los que presentan energias positivas (92).
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Tabla 3.93:
Residuos que han tenido algun contacto en la interaccion GLP — 1 Amida-GLP - 1R, las
energias en kJ/mol se encuentran al costado de cada residuo y resaltados en azul son los
gue formaron un enlace de hidrégeno. Brindado por la herramienta MM/PBSA.

GLP -1 Amida-GLP - 1R

GIn29 -82.53 Tyr78 64.66
Gly30 -33.03 Pro95 18.40
GIn35 -17.32 Tpro6 -45.22
GIn106 -87.96 Leu9s 0.99
Pro128 14.77 Trpl00 -21.43
Argl130 -203.94 Alal01 -4.97
Glu134 -8.60 Vall04 28.27
Cys135 15.63 Pro105 -116.04
Glu136 -30.30 Gly107 -62.00
Gly141 -23.22 His108 -69.06
Glu142 -106.31 Leul27 29.04
Serl44 -22.64 Glul37 24.12
GIn220 -51.23 Lus139 -48.14
Phe28 -30.98 Tyr214 -49.03
Pro31 -24.69 Ser215 5.56
Asp76 109.53 Ala217 -42.58

Fuente: Elaboracion propia
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CONCLUSIONES

® Se obtuvo la estructura terciaria de cada proteina de la base de datos Protein Data Bank, GLP — 1
presenta una secuencia aminoacidica de 31 residuos, en su estructura secundaria tiene una hélice a,
dos giros B, un giro vy, en el diagrama de ramachandran presente un 96.2% en la regién mas
favorecida, con ese porcentaje llega a ser una estructura de buena calidad. GLP — 1 Amida presenta
una secuencia aminoacidica de 30 residuos, en su estructura secundaria tiene dos hélices a, una
interaccion helice-helice, cuatro giros B y un giro v, en el diagrama de ramachandran presenta un
64.0% en la region mas favorecida, por lo que con ese porcentaje no llegd a ser una estructura de
buena calidad. Por ultimo, GLP — 1R, presenta una secuencia aminoacidica de 491 residuos, en su
estructura secundaria tiene veintinueve hélices o, treinta y siete interacciones helice-helice, cuarenta
y dos giros B, ocho giros y, cinco B strands, dos B sheets y cuatro puentes disulfuro, en el diagrama
de ramachandran presenta un 83.2% en la region més favorecida, por lo que con ese porcentaje no
llegd a ser una estructura de buena calidad. Se obtuvo los metabolitos secundarios del maiz morado
mencionados en Mazewski, Liang, & Gonzalez de Mejia, 2017 (81), Paulsmeyer, M., Chatham, L.,
Becker, T., West, M., West, L., & Juvik, J, 2017 (82), y Ramirez, LB; Salcedo, HER; Aulis, MFF;
Lopez, MAR; Ocana, AN; Radillo, 2018 (83). Para la obtencion de sus estructuras en formato .pdb
se utilizo para graficarlos la herramienta GaussView.

® Cuando se realiz6 la minimizacion se observd una mayor estabilidad estructural debido al
reacomodamiento de los atomos de cada una de las proteinas, como lo son GLP — 1, GLP — 1 Amida
y GLP — 1R, este efecto de la optimizacion se reflejé debido a que no se encontraron Bad Contacts
entre los 4tomos de las proteinas. La estructura de GLP — 1 presenta un RMSD de 0.573 A con
respecto a la estructura obtenida en el Protein Data Bank por lo que se concluye que son estructuras
muy estables, en el analisis del diagrama de ramachandran, la estructura presento un 96% en las
regiones mas favorecidas. La estructura de GLP — 1 Amida presenta un RMSD de 0.741 A con
respecto a la estructura obtenida en el Protein Data Bank por lo que se concluye que son estructuras
muy estables, en el analisis del diagrama de ramachandran, la estructura presento un 84% en las
regiones mas favorecidas, por lo que la minimizacion mejora el porcentaje. La estructura de GLP —
1R presenta un RMSD de 1.285 A con respecto a la estructura obtenida en el Protein Data Bank por
lo que se concluye que son estructuras muy estables, en el anélisis del diagrama de ramachandran,
la estructura presento un 78.5% en las regiones méas favorecidas por lo que con ese porcentaje no
Ileg0 a ser una estructura de buena calidad

e La preparacion de cada metabolito secundario del maiz morado para su acoplamiento y posterior

dinamica molecular inicio al obtener la topologia en el servidor LigParGen con el cual se
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reparametrizo el campo de fuerza OPLSAA de GROMACS, seguidamente mediante el programa
Gaussian y una serie de funcionales se obtuvieron las cargas de Hirshfeld con las cuales los
metabolitos estan listos para el acoplamiento y posterior dinamica molecular.

e Serealizo la DM a 100ns para la estabilizacion de cada una de las proteinas existiendo un cambio
en la estructura secundaria de estas, en GLP — 1 se originaron dos hélices a, una interaccion hélice
— hélice, seis giros B y un giro y, para GLP — 1 Amida se originaron dos hélices a, cinco giros p y
un giro vy, por ultimo, para GLP — 1R se originaron veintiocho hélices a, veintiséis interacciones
hélice — hélice, cuatro puentes disulfuro, setenta y ocho giros B, siete giros y y una hoja . Después
de la DM se obtuvo un equilibro estructural para cada una de las proteinas, esto se ve reflejado en
sus andlisis de RMSF, Radio de Giro y por ultimo RMSD, en el cual para GLP — 1, GLP — 1 Amida
y GLP — 1R tienen un promedio de 0.63, 0.57 y 0.41 nm respectivamente.

e Pararealizar el acoplamiento molecular se utilizé la herramienta AutoDock Vina, se escogieron las
mejores estructuras brindadas las cuales presentaban la mejor energia de union para que se dé una
interaccién favorable en la unién ligando-proteina, se realizé 1000 simulaciones de acoplamiento
para cada ligando. Ademas, todos los complejos presentaron un nimero elevado de enlaces de
hidrogeno, puentes de sal y contractos hidrofébicos entre los complejos de las estructuras
cuaternarias.

o Después de realizar la dinamica molecular a 100 ns de las estructuras cuaternarias se concluyé que
el complejo ligando-proteina en su mayoria mostro estabilidad de union, al hacer un anélisis de los
contactos después de la simulacién de dinamica molecular, el metabolito secundario CDM fue uno
de los que presentaron mayores contactos hidrofobicos asi también como enlaces de hidrogeno, en
el caso de las hormonas GLP — 1y GLP — 1 Amida, se observé que GLP — 1 Amida presento
muchos mas contactos por la proteina diana a comparacién de GLP — 1.

e Los analisis MM/PBSA mostraron que en la gran mayoria de estructuras cuaternarias se
presentaron energias favorables, siendo el metabolito secundario con mejor energia de union
Cianidina-3-0(3,6-O-dimalonilglucosido) — CDM, con una energia de -900.330 kJ/mol, en
comparacion, para las hormonas GLP — 1 y GLP — 1 Amida que presentaron energias de -873.449
kJ/mol y -1534.886 kJ/mol respectivamente, por lo anterior se puede concluir que CDM tiene una
mejor interaccion y una mejor energia de union con GLP — 1R que la hormona GLP — 1, pero es
menor a GLP — 1 Amida,

e Se puede concluir del siguiente trabajo que 8 de los 10 metabolitos secundarios del maiz morado
presentan un potencial antidiabético, siendo el mejor CDM debido a las interacciones que presenta,

como lo son los contactos hidrofébicos, puentes de hidrogeno y también a la energia de unién
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favorable calculada con MM/PBSA, superando a GLP — 1. Estos metabolitos secundarios presentan
aptitudes para ser usados como anélogos de GLP — 1.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar una investigacion experimental para la corroboracién de los resultados
obtenidos en este trabajo, pudiendo utilizarse para la obtencién de flavonoides presentes en el maiz
morado la técnica de extraccidn acuosa o etanolica, siguiendo por una diluciény su posterior lectura
de absorbancia a una longitud de 510 a 700nm. La evaluacién en la interaccion con GLP — 1R se
daria en un estudio in vivo de ratones db/db, a los cuales se les deberia administrar flavonoides del
maiz morado, haciendo una evaluacion en un periodo de tiempo con las pruebas de medicion de
glucosa e insulina en sangre con el equipo Accu-check Active de Roche y un kit ELISA de insulina
de ratdn respectivamente.

e Los resultados y conclusiones de este trabajo de investigacion tedrica son para realizar una
evaluacion en la interaccion de GLP — 1 con su receptor intermenbranal, ademas de la interaccion
de metabolitos del maiz morado con el receptor intermenbranal de GLP — 1, para luego hacer una

comparacion en su energia de union.

e Para la obtencion de resultados mas caracteristicos de la interaccion de GLP — 1 con GLP - 1Ry
metabolitos secundarios con GLP — 1R, se recomiendo aumentar el tiempo de las dinamicas
molecular de estos complejos hasta 500ns.
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