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Abreviaturas:

1K

2KA

2KS

ABD o LBD
ADFR

AG

B3LYP
Ca?

CTD

DFT

EDTA

LNS

Lpl

Lp2

Mem
Mk-801 o Diz
NMDAR
NTD o ATD
PCP

PDB
PDBQT
R.S.M.D
SO

SS

SSH

TMD

Zn%*

1 knucle (conformacién nudillo)

2 knucle asymmetric (conformacién nudillo asimétrica doble)
2 knucle symetric (conformacién nudillo simétrica doble)
Dominio de unién a agonistas o ligandos

AutoDockFR

Acido galico

Becke de tres parametros, Lee-Yang-Parr

lones Calcio

Dominio terminal C

Teoria funcional de densidades

Explayed (conformacién extendida)

Acido etilendiaminotetraacético

Laboratorio Nacional de Supercémputo del sureste de México
Laptop con procesador Intel(R) Core(TM) i5-10300H a 2.50GHz
Laptop con procesador Intel(R) Core(TM) i7-8750H a 2.20GHz
Memantina

Dizocilpina

Receptor de N-metil-D-aspartato

Dominio terminal N 0 amino

Fenciclidina

Protein Data Bank

Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)
Distancia media cuadratica minima

Splayed Open (conformacion con ATD abierto)

Super Splayed (conformacién con ATD muy abierto)

Secure Shell Client

Dominio Transmembranal

lones Zinc



1. Resumen

El uso de las herramientas bioinformaticas ha permitido avances impresionantes en
la ciencia y en particular en la medicina, gracias a ello, los ensayos in silico han
cobrado valor en las investigaciones, brindando predicciones cada vez mas exactas
a medida que avanza la tecnologia, permitiendo estudiar fenbmenos bioquimicos
de forma precisa, los cuales antes solo eran comprobables mediante la
experimentacion directa. Sin lugar a duda, el uso de métodos computacionales ha
abaratado el costo de la investigacién y acelerando el proceso de obtencidén de

resultados.

El presente trabajo describe la evaluacion tedrica mediante ensayos in silico del
acido galico dentro del complejo NMDAR como posible tratamiento de los efectos
neurodegenerativos generados por el sindrome metabdlico, comparando su
afinidad por el receptor NMDA con dos farmacos inhibidores de referencia mediante
el uso de dos programas distintos de acoplamiento molecular en dos equipos de
computo con distintas capacidades de procesamiento. Debido a que el receptor
NMDA es una estructura proteica compleja, la cual varia su topologia dependiendo
de la concentracion de iones Zn?* y la presencia de protones en el medio (Jalali-
Yazdi et al., 2018); estos cambios conformacionales permiten la apertura y el cierre
del canal i6nico en el dominio TMD, por lo que se estudio la afinidad del &cido galico
y los ligandos de referencia en 8 conformaciones distintas del receptor, cada una
representando condiciones fisiolégicas distintas que afectan la afinidad de la

proteina por ligandos.

Las afinidades obtenidas del acoplamiento molecular del acido gélico fueron un
poco menores a la de ambos farmacos y se demostrd que interacciona en comun
con varios residuos de aminoacidos tanto de la dizocilpina como de la memantina,
lo cual sugiere que la ya reportada (Sarkaki et al., 2014) actividad neuroprotectora

del &cido gélico se da por medio de su unién al NMDAR.



2. Introduccion:

La bioinformética es la rama de la biologia encargada del almacenamiento, la
manipulacion y el andlisis de bases de datos con informacion biologica (Pool &
Esnayra, 2000); esta disciplina ha dado origen a la quimica computacional, la cual
tiene sus raices en la mecanica cuantica, donde se calculan aproximaciones de la
ecuacion de Shrodinger para poder predecir la probabilidad de la posicion de las
particulas subatomicas y con ello establecer la geometria molecular de compuestos
guimicos no registrados, su energia, su reactividad y las posibles interacciones que
generen con otras moléculas; logrando modelar eventos biolégicos a escala atdbmica
(Szabo & Ostlund, 2012) (Lewars, 2011). Estos modelos son llamados in silico y
buscan emular el comportamiento natural de las moléculas, simulando su accién
dentro de un sistema biolégico mediante el uso de programas computacionales sin
necesidad de llevar a cabo experimentacion con los organismos vivos a estudiar,
logrando extrapolar resultados en menos tiempo reduciendo el uso de recursos.
Gracias a estas herramientas, es posible evaluar de forma visual interacciones a
nivel molecular, lo que nos permite la comprension de fenémenos que no han podido
explicarse de manera experimental (Colquitt et al., 2011). Esto es especialmente (til
en el analisis de moléculas bioldgicas como farmacos y proteinas blanco (Lee et al.,
2014), este es el caso del presente estudio, donde se analizaran las interacciones
entre la proteina conocida como Receptor de N-metil-D-aspartato o “NMDA” y sus

distintas conformaciones junto con el &cido galico y distintos farmacos de referencia.

De acuerdo con los datos oficiales publicados por el gobierno de México, el 70% de
los mexicanos padecen sobrepeso y casi una tercera sufre de este padecimiento,
causando no solo problemas en la salud de los afectados, sino también pérdidas
economicas de hasta 26 billones de ddlares s6lo en México en el 2019, segun el
World Obessity Atlas, esperando aumentar hasta 160 billones para el 2060,
representando un problema mayor para la salud de los mexicanos. El sindrome
metabdlico o SM es un desorden metabdlico resultante del aumento en la

prevalencia de la obesidad, al cual se el atribuye resistencia a la insulina con flujo



excesivo de &acidos grasos, estando asi fuertemente ligado con la diabetes y
enfermedades cardiovasculares (Eckel et al., 2005), las cuales, junto con el COVID-
19, fueron las tres principales causas de muerte en México en el 2021 segun el
INEGI. Si bien el método principal para tratar el sindrome metabdlico es el aumento
de actividad fisica y la reduccién de peso, buscar nuevos farmacos para tratar con

el sindrome metabdlico es de vital importancia para la salud en México.

3. Justificacion:

Partiendo de la premisa expuesta por investigaciones anteriores (Caporal
Hernandez & Samuel Trevifio Mora, 2018), la presencia de &cido galico muestra
una actividad neuro protectora dentro de modelos murinos con sindrome
metabdlico. Otras investigaciones sugieren que el rol antineurodegenetativo del
acido galico se debe a su actividad bloqueadora dentro del receptor NMDA en
células cerebrales (Sarkaki et al., 2014), hipétesis que a su vez es apoyada por otras
investigaciones relacionadas con la actividad antineurodegenetatia del acido galico
(Ban et al, 2008).

Sin embargo, la informacion referente a como el acido gélico interacciona con el
receptor son deficientes; por lo que se propone el estudio in silico de dichas
interacciones, mediante acoplamiento molecular, comparando dichas interacciones
con aquellas presentadas por farmacos de referencia como la dizocilpina y la

memantina, cuyas interacciones ya han sido reportadas dentro del receptor.

De igual manera, se sabe que la sobreactivacién del receptor NMDA trae consigo
una gran variedad de patologias derivadas de la muerte neuronal (Rothman &
Olney, 1987) y una forma de contrarrestar estos efectos es mediante el uso de
farmacos antagonistas, aunque muchos de ellos, como la dizocilpina, causan dafio
neuronal si la exposicion es prolongada y no se usa algun otro compuesto para
prevenirla; por lo que si el acido gélico presenta una actividad neuroprotectora,
investigaciones sobre su funcionamiento pueden conducir al desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de neuropatias relacionadas con el mal

funcionamiento del receptor NMDA.



4. Antecedentes:

El receptor de N-metil-D-aspartato o NMDAR (figura 1) es uno de los tres receptores
de glutamato ionotrépicos, los cuales tienen como funcibn mediar la
neurotransmision excitatoria, siendo los NMDAR piezas claves en el funcionamiento
del sistema nervioso central (Paoletti et al., 2013). El receptor NMDA se caracteriza
por necesitar dos agonistas unidos a la vez para activarse, los cuales son: el
glutamato para la subunidad N2 y la glicina para la subunidad N1 (Paoletti et al.,
2013). A pesar de que existen distintas conformaciones para los NMDAR, todos
poseen una estructura tetramérica similar conformada por los dominios: NTD
(dominio N terminal) ABD (Dominio de union a agonistas), TMD (Dominio
transmembranal) y CTD (Dominio C terminal); cada dominio presenta distintos sitios
de union a farmacos agonistas y antagonistas, como se muestra en la figura 2, sin
embargo, el TMD contiene el canal idnico y la regién de inhibicion por los farmacos
de referencia (Paoletti et al., 2013).

El mal funcionamiento del receptor NMDA esta asociado a diversos desordenes
neuroldgicos y psiquiatricos, entre los que se encuentran: derrame cerebral, dolor
patologico, enfermedades neurodegenerativas y esquizofrenia (Paoletti et al.,
2013). Es por esto que asegurar un buen funcionamiento del receptor NMDA es

indispensable para la salud publica.

El acido galico es un polifenol enddgeno en plantas, cominmente encontrado en
uvas, moras, té y vino, aunque también se ha demostrado que esta presente en
algunos arboles como robles y castafias; se trata de un cristal blanco amarillento
con una masa molecular de 170.12g/mol, cuyo punto de ebullicion es de 250°C y
solubilidad en agua de 1.1% a 20°C (Verma et al., 2013). Este compuesto presenta
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti mutagénicas y anticancerigenas
en varias rutas bioquimicas y farmacologicas (Verma et al., 2013), por lo que se
cree que pueda estar implicado en la proteccion contra enfermedades

neurodegenerativas.

El farmaco de referencia “MK-801" o dizocilpina, fue descubierta en 1982,

describiéndose como una droga con propiedades anticonvulsivas, anestésicas y



neuro protectoras, la cual sirve como un bloqueador del NMDAR mediante unién de
tipo no competitiva al sitio de unién PCP, regulando el flujo de iones Ca?* por el
canal del NMDAR (Srebro et al., 2019). Aunque la dizocilpina no es usada como
farmaco clinico debido a que induce vacuolizacion neuronal y efectos psicotropicos,
sin embargo, su alta especificidad y eficiencia, hacen que sea muy usada en la
investigacion de los NMDAR (Srebro et al., 2019) .

La memantina, al igual que la dizocilpina, es un antagonista del NMDAR, tiene
afinidad moderada al mismo, es de unién tipo no competitivo y voltaje dependiente;
es utilizado como regulador de entrada de los iones Ca?* por el canal NMDAR,
produciendo un efecto neuroprotector (Robinson & Keating, 2006). Es utilizado
como medicamento para tratar el Alzheimer moderado y grave, el cual puede
provocar dolores de cabeza, constipacion, e insomnio como efectos secundarios,

pero en raros casos presenta efectos adversos serios (Robinson & Keating, 2006).

Tanto la memantina como el MK-801 presentan actividad bloqueadora del canal del
receptor NMDA, dicha funcién es distinta a la otros tipos de farmacos agonistas del
NMDAR, como es el caso del ifenprodil, el cual tiene la funcién de inhibir la

activacion del receptor (Paoletti et al., 2013).

El receptor NMDA varia su topologia dependiendo de la concentracion de iones Zn?*
y la presencia de protones en el medio como se muestra en la figura 3 (Jalali-Yazdi
et al., 2018); estos cambios conformacionales permiten la apertura y el cierre del
canal iénico en el TMD.

Figura 1.

“Receptor NMDA y sus dominios”



El receptor NMDA se puede dividir principalmente en tres dominios: el ATD o

dominio terminal amino (también conocido como dominio terminal N o
NTD), el LBD o dominio de unién de ligandos (también conocido como
dominio terminal de agonistas o ABD) y el TMD o dominio transmembranal.
Muchos investigadores incluyen un cuarto dominio justo debajo del TMD
conocido como el Dominio terminal C (CTD). Recuperado de “Arquitectura,
simetria y organizacion de los dominios del receptor NMDA GIluN1—
GIuN2B.” Recuperado de Lee et al, 2014.

Figura 2.

“Sitios de union a agonistas y antagonistas dentro del receptor NMDA”
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Recuperado de Paoletti et al, 2013.

Figura 3.

“Distintas conformaciones del receptor NMDA”
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Cambios en la topologia del receptor NMDA segun las concentraciones de iones
zinc y protones, se puede observar una clara alteracion en las 4 cadenas
gue conforman la proteina, formando asi cada una de las conformaciones:
nudillo (1K), nudillo simétrico doble (2KS), nudillo asimétrico doble (2KA),
extendida (E), extendida 2 (E2), con ATD abierto (SO) y con ATD muy
abierto (SS). Figura realizada usando el software UCSF Chimera (Pettersen
et al, 2004)

El receptor NMDA presenta sitios de union a estas moléculas en cada dominio,
dentro de las cuales los antagonistas, moléculas que se encargan de frenar o
disminuir el efecto de este receptor (Pharmacology guide), son de especial
importancia como medicamentos preventivos contra desérdenes neuroldgicos
(Olney et al., 1991).

Se ha probado que los medicamentos antagonistas de referencia, como la
dizocilpina, se unen al motivo conservado en los residuos SYTANLAAF de la
proteina (Chang & Kuo, 2008), presente en el TMD, bloqueando el canal de forma
no competitiva, pues se sabe que el NMDAR es una proteina muy sensible que debe
ser regulada correctamente para evitar la incidencia de neuropatias (Paoletti et al.,

2013), por lo que un farmaco con una afinidad demasiado alta podria ser perjudicial.

El acoplamiento molecular ha sido una herramienta que se ha vuelto indispensable

en el disefio de nuevos farmacos, aumentando mucho la eficiencia y disminuyendo



el costo de este proceso (Fan et al., 2019), al igual que aportando nuevas
perspectivas para la seleccion de farmacos competentes, como lo es la simulacion
de las distintas conformaciones adoptadas tanto por el ligando como por la proteina
durante el acoplamiento, brindandonos una perspectiva mucho mas profunda de

estas interacciones (Ferreira et al., 2015).

5. Hipotesis:
El acido gélico presentara una afinidad parecida a la de los farmacos de referencia
e interactuara con el receptor NMDA en la misma zona del TMD como un
antagonista no competitivo al igual que los farmacos de referencia, bloqueando el
canal i6nico y demostrando su actividad neuroprotectora.

6. Objetivo general:

Evaluar mediante ensayos in silico la interaccion del acido géalico dentro del receptor
NMDA para correlacionar su efectividad en el sitio de unién a antagonistas validado

mediante docking multiplataforma en 7 conformaciones de apertura.

7. Objetivos particulares:

Preparar los ligandos y receptores para logar un acoplamiento molecular
preciso.

2. Minimizar las estructuras proteicas de rata obtenidas del PBD, usandolas
como plantilla para el modelado de las proteinas humanas.

3. Obtener los modelos de proteina humana, y minimizarlos.

4. Modificar los tipos de enlaces de los ligandos y adicionar hidrégenos vy
calcular cargas para las proteinas.

5. Realizar una optimizacion molecular a los ligandos.
Establecer las coordenadas y cajas de puntos para el uso de Vina y
seleccionar el pocket donde se encuentra el motivo SYTANLAAF para el
software ADFR.

7. Acoplar los ligandos con los receptores mediante dos programas distintos de
acoplamiento molecular (Vina y ADFR) y dos equipos de cOmputo con
capacidades distintas.



8. Interpretar los resultados de los acoplamientos y las interacciones entre estos
complejos, comparando los resultados obtenidos dependiendo del software

y hardware utilizado.

9. Marco Teodrico

10.1 Quimica computacional

A partir de los multiples avances que se han logrado en la bioinformatica y el
desarrollo de equipos y programas computaciones aptos para trabajos mas precisos
y robustos. Gracias a estos avances, se ha utilizado la computacion para
comprender procesos a nivel molecular, dando origen a la quimica computacional
basada en la mecanica cuantica, donde es posible calcular aproximaciones de la
ecuacion de Shrodinger para poder predecir la probabilidad de la posicion de las
particulas subatomicas y con ello establecer la geometria molecular de compuestos
quimicos no registrados, su energia, su reactividad y las posibles interacciones que
generen con otras moléculas; logrando extrapolar procesos mecanisticos a escala
atobmica que dificilmente pueden ser comprobados mediante ensayos
experimentales (Szabo & Ostlund, 2012) (Lewars, 2011). La quimica computacional
ha permitido una gran cantidad de avances en las ciencias de la salud, donde
destaca el disefio de farmacos, el cual se ha beneficiado ampliamente de la
simulacién de interacciones moleculares, el modelado molecular y el estudio de
sistemas bioquimicos complejos de manera mas rapida y eficiente (Ferreira et al.,
2015).

10.2 Optimizacion molecular

La ecuacidon de Shrodinger y sus derivados, se apoyan de una funcion conocida
como Hamiltoniano, el cual, tiene como objetivo describir la energia atémica
tomando en cuenta a las energias cinéticas del electrén y el nucleo, las repulsiones
entre nucleos, las atracciones nucleo-electron y las repulsiones entre electrones,
representando finalmente la ecuacién (1), donde r~ representa los electrones y R”

representa los nucleos.

1) By~ ,R™) = EY(r~,R")



La resolucién completa de la ecuacion de Shrodinger solo ha funcionado para
describir el comportamiento de los atomos de hidrégeno, pero no para sistemas con
atomos con mas de un electrén, debido a que no puede hallar soluciones exactas
para sistemas que involucren tres o0 mas particulas que interactian entre si. Por lo
tanto, cualquier solucion que podamos encontrar para moléculas o &tomos
polielectronicos solo puede ser una aproximacion a las verdaderas soluciones
reales de la ecuacion de Shrddinger (Leach, 2001), como lo es la teoria funcional
de densidades (DFT).

La DFT, es un método tedrico quimico-cuantico que ha sido utilizado ampliamente
en la bioinformatica para calcular la frecuencia de vibracién de las moléculas y
utilizarla para la interpretacion de resultados experimentales (Andersson & Uvdal,
2005) basandose en la aproximacién de la ecuacién de Shrodinger mediante la
modificacién de un Hamiltoniano para describir particulas subatémicas en sistemas
polielectrénicos (Hohenberg & Kohn, 1964). Los métodos DFT hibridos son
especialmente buenos para los estudios de propiedades de energia basales; la
aproximacion Becke de tres parametros Lee-Yang-Parr (B3LYP) es el método DFT
hibrido méas ampliamente utilizado, el cual normalmente se utilizé con el conjunto
base 6-31G(d) a finales del siglo pasado y principios de este, considerandose un
calculo robusto que requiere de buena potencia computacional, dando a cambio una
optimizacién precisa; sin embargo, la capacidad de los sistemas informaticos ha
aumentado exponencialmente desde entonces, por lo que se han realizado
modificaciones en el conjunto base utilizado por el método B3LYP, obteniendo
resultados mas precisos en el célculo de frecuencias vibratorias moleculares
(Andersson & Uvdal, 2005). En el presente trabajo, se utilizé el método B3LYP con
el conjunto base 6-311+G(d,p), el cual requiere de mucha capacidad computacional
pero da resultados mucho mas precisos que los conjuntos base estandar como 6-
31G(d), ya que su margen de error al calcular las frecuencias teéricas va de un

93.4% con porcentaje de error igual o menor a 2% usando 6-311+G(d,p) contra



57.5% con porcentaje de error igual o menor al 2% usando 6-31G(d) (Andersson &
Uvdal, 2005).

Las moléculas utilizadas como ligandos en este trabajo (acido galico, memantina y
dizocilpina) son relativamente pequefas y se encuentran formadas por atomos de
C, N, Hy O fuertemente unidos entre si, lo cual es requisito para utilizar el método
B3LYP (Andersson & Uvdal, 2005). Se consider6 necesaria una optimizacion
molecular a estos ligandos para asegurar una correcta interaccidbn con los
receptores, puesto que son moléculas pequefias y, por lo tanto, los equipos de
computo pueden realizar un modelado mucho mas acercado a procesos nhaturales

mediante el uso de ecuaciones que resuelvan estructuras a escala atdmica.

10.2 Modelado comparativo o por homologia

A principios del nuevo milenio, se tenian alrededor de 850 000 secuencias proteicas
descritas, de las cuales se conocia aproximadamente el 1% de sus estructuras
tridimensionales (Schwede et al., 2003), esta diferencia sigue siendo algo normal
hasta el dia de hoy, pues obtener una estructura tridimensional mediante métodos
convencionales como la cristalografia de rayos X es bastante costoso y dificil, es
por ello que el modelado por homologia, el cual utiliza estructuras proteicas ya
conocidas para deducir aquellas con una secuencia parecida, es de gran

importancia para obtener una estructura tridimensional proteica bastante precisa.

Modeller es un programa para modelamiento comparativo de proteinas el cual
funciona mediante la satisfaccion de sus restricciones espaciales

(https://salilab.org/modeller/). ElI modelamiento comparativo utiliza estructuras

proteicas determinadas experimentalmente para predecir la conformacion de otras
proteinas con secuencias de aminoacidos parecidas, esto se debe a que
normalmente un cambio pequefio en la secuencia de aminoacidos genera un
cambio pequefio en la estructura tridimensional, siendo que para moléculas muy
parecidas, el modelamiento comparativo produce modelos con un R.S.M.D de
apenas 1 Armstrong (Sali & Blundell, 1993). Existen distintos métodos de
modelamiento comparativo, como pueden ser: por fragmentos de cuerpos rigidos,

construccion de modelos con todos los atomos mediante restriccion de distancias,


https://salilab.org/modeller/

etc. En este caso estamos utilizando el método de satisfaccion de restricciones
espaciales, el cual se utiliza en el alineamiento de secuencias objetivo con plantillas
homologas de una estructura conocida (Sali & Blundell, 1993). Ejemplificando, el

método de satisfaccion de restricciones especiales funciona de la siguiente manera:
Figura 4.

“Modelado proteico comparativo por la satisfaccion de restricciones espaciales”
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Método utilizado por Modeller para realizar modelamiento comparativo mediante el
método de satisfaccidn de restricciones espaciales. Recuperado de: “Comparative
protein modelling by satisfaction of spacial restraints”. Recuperado de Sali &
Blundell, 1993.

Asumamos que se necesita calcular un modelo X a partir de las plantillas A, By C.
Primero, las estructuras tridimensionales son comparadas; para indicar las
caracteristicas espaciales de la estructura conocida, los residuos de aminoacidos
son representados utilizando el formato del programa JOY, donde: las letras
MAYUSCULAS representan residuos de aminoéacidos inaccesibles, mientras que
las letras mindsculas representan a los que si son accesibles; de igual forma, un
subrayado representa un enlace hidrégeno hacia el carbonilo de la cadena central,
las Negritas representan un enlace hidrogeno hacia el nitrégeno de la cadena
central, una tilde (~) representa un enlace de hidrégeno entre cadenas laterales, las
cursivas representan un angulo diédrico positivo en la cadena central (Sali &
Blundell, 1993). Asi, la secuencia desconocida es alineada con las estructuras

relacionadas para posteriormente transferir sus caracteristicas espaciales a la



secuencia desconocida y asi obtener las restricciones espaciales de esta estructura
(Sali & Blundell, 1993).

El mapeo de puntos nos asegura que el acoplamiento molecular sera realizado en
el lugar indicado, en este caso no se pudo estandarizar un solo mapeo para cada
conformacion debido a que las proteinas fueron modeladas y su posicionamiento
espacial variaba, aunque si se utilizdO una misma caja de puntos para cada mapeo,
invariable en cada conformacion, promoviendo que los ligandos interaccionaran en
los mismos lugares al presentar las mismas condiciones. Se eligi6 que el
acoplamiento molecular proporcionara 10 resultados para seleccionar el mas

convincente y descartando los errores.

Swissmodel (Schwede et al., 2003), al igual que Modeller, es un programa que
utiliza modelado por homologia; este programa se caracteriza por presentar una
interfaz amigable con el usuario y trabajar con la menor cantidad de informacion
proporcionada por el usuario, en algunos casos, Unicamente una secuencia
proteica. Este programa sigue una metodologia de cuatro pasos catalogada como
“‘ensamblaje rigido de fragmentos” que repite hasta lograr alcanzar un modelo ideal:
seleccién de plantilla, alineamiento entre objetivo y plantilla, construccion del

modelo y evaluacion (Schwede et al., 2003).

10.3 Vinay ADFR

La medicina computacional ha cobrado gran importancia en las tltimas décadas por
su eficiencia en el desarrollo de farmacos de manera mas efectiva al llevar a cabo
simulaciones in silico de las interacciones farmaco-receptor mediante el uso de
softwares, dando libertad al disefio y prueba de nuevos o ya conocidos compuestos
guimicos sin necesidad llevar a cabo experimentos en laboratorios. El proceso de
reconocimiento de ligandos y receptores se basa en la coincidencia de formas
espaciales y de energia, determinar la conformacion de unién correcta de ligandos
y receptores en la formacion de estructuras complejas es la base para el disefio de
farmacos y el estudio de su mecanismo de accion (Lin et al., 2020). Una de las

mayores herramientas utilizadas actualmente para llevar a cabo los estudios de



estas interacciones es el docking o acoplamiento molecular, el cual consiste en una
serie de procedimientos que buscan predecir el enlace no covalente entre
moléculas, normalmente una macromolécula o receptor y una molécula pequefia o
ligando (Trott & Olson, 2010). El fundamento general de los softwares de docking
molecular recae en combinar algoritmos de busqueda que evallen energéticamente
cada una de las conformaciones o poses generadas en el ligando dentro de la
cavidad del receptor, sumado a un campo de fuerzas, es posible obtener un
ordenamiento de los resultados calificado como “ranking” de las afinidades mas
favorables fisicoquimicamente (Salmaso & Moro, 2018). Dentro de los programas
de acoplamiento molecular, la serie de programas de AutoDock Suite destaca por
su versatilidad y amplio uso en la investigacion. AutoDock Vina es un programa
disefiado por el Dr. Oleg Trott, este software es especialmente bueno para realizar
acoplamiento molecular (Trott & Olson, 2010); Vina es superior a otros programas
de acoplamiento molecular como AutoDock 4 (también de AutoDock Suite) al
presentar un RMSD promedio menor y dar resultados mucho mas rapido, ademas
de destacar por la facilidad en su uso, convirtiéndose en uno de los programas de
acoplamiento molecular mas usados de la década pasada. Sin embargo, en el 2015
fue lanzado AutoDock FR (ADFR), un programa de acoplamiento molecular que
destaca por la flexibilidad conferida a los receptores, caracteristica no presente en
otros programas como Vina, donde si bien el ligando se puede considerar flexible,
al receptor se le considera una estructura rigida que no presenta cambios
estructurales, limitando la capacidad del programa para demostrar las interacciones
entre el ligando y la proteina. ADFR utiliza la funcion de puntajes de AutoDock 4
implementada en una libreria C++ para Python, al igual que su propio algoritmo
genético, el cual tiene la capacidad de evolucionar y aprender a medida que va
resolviendo lo que se le pide, eficientizando alin mas el procedimiento y refinando
los resultados; de igual forma, una de sus caracteristicas mas sobresalientes es el
arbol de flexibilidad, el cual permite el estudio de distintos movimientos moleculares

entre el ligando y el receptor (https://ccsb.scripps.edu/adfr/).

La flexibilidad en el receptor es de suma importancia para el presente estudio debido

al recientemente descubierto cambio en la topologia de los receptores NMDA segun



las condiciones fisiolégicas en la que se encuentre (Ravindranath et al., 2015), es
por esto que se considera pertinente hacer una comparacion entre los resultados
de ambos programas, los cuales tienen distintos procesos y metodologias para

realizar el acoplamiento molecular.

Se han utilizado distintos modelos para ejemplificar el funcionamiento de los
acoplamientos moleculares, pero el méas sencillo y Gtil hasta el momento es el de
los modelos de “llave y cerradura” (Tripathi & Bankaitis, 2017), los cuales se

muestran en la figura 5.
Figura 5.

“Representacion de los distintos modelos de interaccion ligando-proteina”
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En modelo de llave y cerradura, el receptor y el ligando permanecen rigidos; en el
modelo de encaje inducido el ligando se alinea con los residuos activos del
receptor para inducir los cambios conformaciones que generaran una respuesta;
finalmente, en la cerradura de combinacién, tanto la proteina como el ligando se

adaptan en busqueda de la conformacién que de la union mas estable posible.



Recuperado de: “lllustration of ‘Lock and Key’ (top), Induced fit (middle) and
Combination Lock (bottom) model of protein-ligand binding interaction.”
Recuperado de Tripathi & Bankaitis, 2017.

De acuerdo con esta analogia, un acoplamiento molecular rigido es representado
por el modelo “llave y cerradura”, un acoplamiento molecular en Vina es similar al
modelo de “encaje inducido” debido a la flexibilidad concedida al receptor dentro del
sitio de union y un acoplamiento molecular por “cerradura de combinacién” es similar
al uso de ADFR, pues se le concede flexibilidad tanto al receptor como al ligando,
se considera que este ultimo es un modelo mas acertado para demostrar las

interacciones proteina-ligando (Tripathi & Bankaitis, 2017).

10.4 MolProbity

La construccion de modelos proteicos tridimensionales proveen informacion vital
sobre la disposicién atémica de las proteinas y con ello, se vuelve un paso
indispensable para poder realizar andlisis bioinformaticos sobre su afinidad con
ligandos, pero estos modelos no se encuentran exentos de errores que pueden
alterar significativamente la naturaleza de la molécula, volviéndola no apta para
analisis bioinformaticos y dando lugar a la malinterpretacién de resultados obtenidos
en procesos delicados como el acoplamiento molecular; es por ello que se necesita
evaluar los modelos obtenidos tanto de cristalografia como de modelado por
homologia (Chen et al., 2010). MolProbity (Williams et al., 2018) es un programa
bioinforméatico que se encarga de calificar los resultados de la estructura
tridimensional obtenida del proceso de modelado, mediante célculos en su
estructura, como la validacién usando diagrama de Ramachandran y el criterio de
rotdmeros de aminoacidos de cadena lateral, logrando asi un correcto
posicionamiento de las partes que conforman la proteina en sus distintos angulos
posibles Phi (®) y Psi (y), al igual que un analisis de contacto de todos los atomos,
incluyendo hidrégenos, dado que su adicion en los calculos nos confiere la
seguridad de evitar falsos negativos por colisiones entre atomos, normalmente

pasadas por alto al no tomarlos en cuenta.



Al modelar las proteinas humanas a partir de homdélogos provenientes de otra
especie, a pesar de que la similitud entre la secuencia de ambas proteinas es
cercana al 100%, no se puede estar seguro de que la proteina se encuentra en
condiciones ideales para un proceso tan delicado como lo es el acoplamiento
molecular, tomando en cuenta que uno de los factores considerados por la
validacion es el espacio entre atomos, el cual afecta directamente la afinidad de los
receptores por el ligando; por lo anterior, se decidio validar las proteinas obtenidas

en busca de posibles errores criticos que afectaran la calidad de los resultados.

10. Metodologia

11.1 Capacidad de coOmputo y sistemas operativos

Dentro de las limitaciones del estudio se consiguid un equipo con procesador
Intel(R) Core(TM) i5-10300H a 2.50GHz el cual se identificara posteriormente como
Lpl pararealizar el acoplamiento molecular en ADFR y otro con procesador Intel(R)
Core(TM) i7-8750H a 2.20GHz el cual se identificara posteriormente como Lp2.
Ademas, se contd con acceso remoto a un nodo del Laboratorio Nacional de
Supercomputo del Sureste de México (LNS) mediante un canal cifrado dentro de la
aplicacion SSH Secure Shell Client; el LNS opera con la distribucion RedHat
Enterprise Linux version 6.6 y los paquetes de softwares extras instalados dentro
del nodo de operacion también pertenecen a GNU. Los softwares utilizados dentro
las diferentes etapas metodoldgicas provienen de una licencia libre y de cédigo
abierto GNU/GPL por lo cual se realiz6 la adaptacion del equipo computacional a la
distribucion Ubuntu 20.04.3 LTS (sistema operativo con kernel en Linux basado en
Debian).

11.2 Preparacion de receptor

Se seleccionaron los receptores de rata de acuerdo a sus conformaciones, las
cuales se muestran en la tabla 1, al igual que la proteina de humano obtenida de la
base de datos Protein Data Bank (PDB) con el ID: 6IRA, la cual funcionara como
objetivo para el modelado molecular. Primero, se minimizaron las proteinas
obtenidas de la rata, usando los parametros de la libreria dunbrack con el programa

Modeller (Sali & Blundell, 1993), para lograr una mejor aproximacion en el estado



fisicoquimico de las estructuras se utilizé de Modeller debido a que las proteinas de
rata no presentaban una estructura cristalografica completa, dejando huecos en
zonas importantes para las interacciones entre receptor y ligando. Las moléculas
descargadas de PDB carecen de los datos necesarios para llevar a cabo el
acoplamiento molecular, por lo que es necesario agregarle hidrogenos, ocultarle los
hidrogenos no polares, ya que, si bien debe reconocer los impedimentos estéricos
por la ocupacion de todos los atomos, son solo los hidrogenos polares aquellos que
generan interacciones de tipo puente de hidrogeno dentro de la cavidad; y modelar
las secuencias faltantes para un correcto acoplamiento molecular. Una vez se
obtuvieron las moléculas minimizadas, solicitamos al programa Swissmodel
(Schwede et al., 2003) modelar los receptores de homo sapiens, basandose en su
secuencia nucleotidica, a partir de los modelos tridimensionales de los receptores
de rattus norvegicus. Puesto que los receptores NMDA estan conformados por un
tetramero de dos pares de cadenas idénticas, se requiri6 modelar cada par de
secuencias por separado. Una vez se obtuvieron todas las cadenas de cada
proteina, se volvieron a minimizar utilizando Modeller. Se unieron las cadenas
minimizadas utilizando su secuencia proteica en un archivo de texto. Se visualiz6 el
resultado de la molécula completa en UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004),

comprobando que cada cadena minimizada correspondiera a la proteina completa.

Para comprobar la mejora en la orientacion de las cadenas laterales de los
aminoacidos y la disminucion de solapamiento entre ellos se validaron las
estructuras proteicas en MolProbity (Williams et al., 2018). Finalmente, se
convirtieron las proteinas al formato .pdbqt requerido por AutoDockTools y ADFR
(Morris et al., 2009).

Tabla 1.

“Distintas conformaciones de los receptores NMDA y su respectivo PDB ID”

Receptor PDB ID Resolucion
NMDAR_2KS 6MMR 513 A
NMDAR_2KA 6MML 7.14 A




NMDAR_1K 6MMK 6.08 A
NMDAR_E 6MMM 6.84 A
NMDAR_E2 6MMH 8.21A
NMDAR_SO 6MMI 8.93 A
NMDAR_SS 6MMJ 16.5 A

Distintas conformaciones del receptor NMDAR pertenecientes a la especie Rattus
norvegicus, con sus respectivos IDs y resoluciones. Todas las proteinas provienen
de (Jalali-Yazdi et al., 2018).

11.3 Preparacion de ligandos

Se creb el acido galico a partir de su matriz Z en el software GaussView (Gaussian
09), utilizando como andamio la estructura PubChem CID: 370. Los farmacos de
referencia dizocilpina (mk-801) y memantina fueron obtenidos directamente del
PDB, con los ID: BMK y 377, respectivamente. Posteriormente, se le agregaron
hidrogenos y se calculd la carga de los ligandos utilizando el Software
AutoDockTools, acto seguido, se utilizo el cluster del LNS para realizar las
optimizaciones moleculares de todos los ligandos con la metodologia B3LYP con el
conjunto base 6-31+G(d,p). Finalmente, se convirtieron los ligandos al formato
.pdbqt, el cual incluye torsiones, cargas e hidrégenos polares explicitos, usando
AutoDockTools; este formato es utilizado por los dos softwares de acoplamiento

molecular.

11.4 Docking
11.41 AutoDock Vina

Para realizar los acoplamientos moleculares en AutoDock Vina nos apoyamos de
un receptor NMDA con los farmacos antagonistas de referencia unidos al motivo
SYTANLAAF, el cual fue obtenido del PDB con el ID: 5UN1 (Song et al., 2018). El
archivo de referencia fue descargado y visualizado en UCSF Chimera, como se

muestra en la figura 6.
Figura 6.

“Receptor NMDA con Dizocilpina interaccionando con el motivo SYTANLAAF”



Se recorto la imagen y se eliminaron residuos innecesarios dentro del archivo para
una mejor visualizacion de la zona de interés. La dizocilpina se encuentra

remarcada en verde. Recuperado de Song et al., 2018.

Debido a que las proteinas utilizadas fueron modeladas y minimizadas, no
conservaron las coordenadas espaciales de las proteinas descargadas, por lo que
para construir las cajas de unién o “gridbox” se utilizé el apoyo de la interfaz de

AutoDockTools, como se muestra en la figura 7.
Figura 7.

“Construccion de las gridbox utilizando AutoDockTools”



Debido a que cada proteina presenta posiciones distintas dentro del sistema de
coordenadas de AutoDockTools, se determiné la posicién de cada caja de unién
de forma manual. Cada caja de union fue formada con dimensiones de 20x20x20

puntos con un espacio de 1 armstrong. (Morris et al., 2009)

Una vez definidas las cajas de union de cada conformacién se realizé el
acoplamiento molecular mediante Autodock Vina via Linux y se visualizaron los

resultados en UCSF Chimera.

11.42 AutoDock FR

Se utilizo la herramienta AGFRgui para asignar los bolsillos 0 “pockets” dentro del
receptor, cada bolsillo representa un area de posible acoplamiento molecular, se
selecciono el bolsillo que correspondiera al area de acoplamiento de los farmacos
de referencia, por lo que fue un proceso automaético a diferencia de la construccién
de las cajas de union en Vina, las cuales se definieron de forma manual; se utilizd
un relleno o “padding” de 8.00 A. para establecer la gridbox alrededor del bolsillo, lo
gue nos generd un archivo target o .trg, el cual fue reconocido por ADFR para correr

el acoplamiento molecular. El acoplamiento en LP1 se corrié a 50 repeticiones de



2.5 millones de evaluaciones de algoritmo genético cada una, mientas que en LNS

fueron 100 repeticiones de 2.5 millones de evaluaciones de algoritmo genético.
Figura 8.

“Diagrama general de la metodologia”
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Entre corchetes se muestran los programas utilizados para llevar a cabo el proceso,
en gris se muestran los procesos de preparacion de ligandos, en naranja se
muestran los procesos de preparacion de receptores y en azul se muestran los

procesos referentes al acoplamiento molecular y el analisis de resultados.

11. Resultados y discusiones

9.1 Modelado por homologia

Después de modelar y minimizar a los receptores, se validaron sus estructuras
tridimensionales usando el software MolProbity (Williams et al., 2018), el cual
“puntud” los resultados de cada uno de los receptores tras la minimizacion de los
mismos, mostrando una mejora en la organizacién espacial de los residuos
disminuyendo el contacto entre ellos, corrigiendo los angulos, las torsiones, las
distancias de enlace con lo que se obtuvo una puntuacion favorable para todos ellos

(ver anexos).



9.2 Acoplamiento molecular en Vina

Los resultados obtenidos mediante AutoDock Vina utilizando Lp2 se muestran en la

tabla 2 y la figura 9.

Tabla 2.

“Afinidades obtenidas del acoplamiento molecular de los ligandos con los receptores

utilizando AutoDock Vina en laptop.”

Conformacién Ligandos y afinidades (Kcal/mol)
proteica del Dizocilpina Memantina Acido gélico
receptor NMDA
2KS -7.1 -5.6 -5.0
2KA -7.5 -6.2 -5.1
1K -6.8 -5.4 -5.5
El -7.1 -5.7 -5.1
E2 -7.1 -5.6 -5.7
SO -6.9 -5.6 -5.0
SS -6.7 -5.6 -4.7

Cada acoplamiento molecular en AutoDock Vina arrojo 10 resultados, de entre los

gue se eligio el mejor, tomando en cuenta afinidad y posicion.

Figura 9.

“Afinidades obtenidas del acoplamiento molecular de los ligandos con los receptores

utilizando AutoDock Vina en laptop.”
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Los resultados del acoplamiento molecular en Vina mostraron una clara tendencia
de afinidades: la dizocilpina es el farmaco mas afin al receptor NMDA, seguido por
la memantina y finalmente el acido galico; las varianzas entre los valores obtenidos
por cada conformacién no son muy grandes, obteniendo los valores mas altos para
la dizocilpina en la conformacion 2KA, los cuales son muy cercanos a los resultados
reportados en otro articulo (Espadinha et al., 2020), donde utilizando el NMDAR
GIuN1/GIuN2B, se obtuvieron valores de afinidad de -7.4kcal/mol para MK-801
(Dizocilpina) y -6.1kcal/mol para Memantina, esto tiene sentido pues se ha
demostrado que la afinidad de algunos medicamentos varia segun el tipo de
receptor NMDA utilizado (Paoletti & Neyton, 2007), pero en el caso especifico de
Dizocilpina y Memantina, la afinidad no cambia entre los receptores NMDA
GIuN1/GIuN2B y NMDA GIuN1/GIuN2A.

Figura 10.

“‘Resultados del acoplamiento molecular usando AutoDock Vina”



;

En cada imagen el &cido gélico se muestra en azul, la memantina en rosa y la
dizocilpina en verde. Los resultados en Vina demuestran que los tres ligandos estan
interaccionando en el mismo hueco dentro del dominio TMD. De igual manera, se
puede apreciar que en las conformaciones E, E2, SO y SS el canal se ve menos
simétrico que en las conformaciones 1K, 2KA y 2KS, lo cual se fundamenta en su
cambio conformacional mostrado en la figura 3, el cual es reportado en el articulo
propuesto por (Jalali-Yazdi et al.,, 2018); este cambio en el canal afecta la
probabilidad apertura o cierre del canal y, por lo tanto, puede afectar la afinidad de
la proteina por los ligandos.

Figura 11.

“Acoplamiento molecular de la dizocilpina en el receptor 2KS junto con los

residuos con los que interacciona, utilizando el software AutoDock Vina.”



Se puede observar que la dizocilpina interacciona con la treonina 646 mediante
puentes de hidrégeno y mediante fuerzas de Van der Waals con la misma treonina
646 (aungue en otra parte de la molécula), y 648 (en dos partes de la misma
molécula), con la valina 644 (en dos partes de la misma molécula), con la alanina

645 y con la leucina 642.
Figura 12.

“Acoplamiento molecular de la memantina en el receptor 2KS junto con los

residuos con los que interacciona, utilizando el software AutoDock Vina.”
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La memantina interactué Gnicamente mediante fuerzas de Van der Waals, y lo hizo
con los residuos: Valina 644, Metionina 641, leucina 642, treonina 646 y alanina
645.

Figura 13.



“Acoplamiento molecular del acido galico en el receptor 2KS junto con los residuos

con los que interacciona, utilizando el software AutoDock Vina.”
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El acido gélico interactu6 mediante puentes de hidrégeno con los residuos: leucina
615, asparagina 614 (en dos partes diferentes) y 616; ademas, se presentaron

interacciones de Van der Waals con la leucina 642, la fenilalanina 613, la metionina

641 y la valina 639.

9.3 Acoplamiento molecular en ADFR

Figura 14.

“Resultados obtenidos de los acoplamientos moleculares usando ADFR”
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Dentro de cada acoplamiento molecular, se eligieron los resultados con el tamafo
de cluster mas grande, lo cual hace referencia a la cantidad de veces que un
acoplamiento presento6 la misma posicion y afinidad, es por esto que los resultados
en el LNS presentan figuras méas grandes, al haber realizado mas repeticiones, se
presentaron clusteres mas grandes. Se puede observar que los resultados entre
equipos de computo fueron muy similares, lo cual sirve de prueba para demostrar
la exactitud de los acoplamientos. De igual manera, se puede observar una clara

tendencia en afinidad: Dizocilpina>Memantina>Acido galico.
Figura 15.

“Acoplamiento molecular de la dizocilpina en el receptor 2KS junto con los

residuos con los que interacciona, mediante el software ADFR.”
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Se puede observar que el grupo amino de la dizocilpina interacciona mediante
puentes de hidrogeno con un grupo hidroxilo de una serina, mencionada como
Serina 616. De igual manera, se pueden observar interacciones de Van der Waals
con varios otros aminoacidos como la isoleucina 619, valina 619 y 617, la glicina
610, 618 y 622 y asparagina 614.

Figura 16.



“Acoplamiento molecular de la memantina en el receptor 2KS junto con los

residuos con los que interacciona.”
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El grupo amino de la memantina interaccion6 eficientemente con el grupo hidroxilo
de la isoleucina 619 mediante un puente de hidrégeno, al igual que presentd
interacciones de van der Waals con la prolina 618, la glicina 618 y 622, la valina 617
y 619, la serina 616 y la asparagina 621.

Figura 17.

“Acoplamiento molecular del acido galico en el receptor 2KS junto con los residuos

con los que interacciona.”
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El &cido gélico interaccion6 mediante puentes de hidrégeno con la valina 617
(hidroxilo-hidroxilo), la valina 619 (hidroxilo-amino) y la glutamina 620 (hidroxilo-
hidroxilo, hidroxilo-amino), ademas de presentar interacciones de van der Waals

con la serina 616, la leucina 611, la isoleucina 619 y la prolina 618.

12. Discusion:
De acuerdo con lo propuesto en otros articulos (Jalali-Yazdi et al., 2018), se nos

menciona que las conformaciones 2KA, 2KS presentan una mayor probabilidad de
tener el canal i6nico abierto, estado en el que interaccionan los farmacos
antagonistas para bloquear el canal (Lipton, 2006); seguidos de las conformaciones
E y E2 Yy, finalmente, las conformaciones 1K, SO y SS, en las cuales el canal i6bnico
tiene mas probabilidades de encontrarse cerrado. Sin embargo, dentro los
resultados obtenidos utilizando AutoDock Vina no se encuentra una tendencia clara
en cuanto a los valores de afinidad, pues si bien parece haber una tendencia de
mayor afinidad hacia las conformaciones con el canal i6nico abierto, el &cido galico
no la sigue y la memantina no cambia mucho sus valores de afinidad de acuerdo
con las conformaciones, siendo la conformacion 2KA el resultado mas
representativo y cercano a lo reportado por (Espadinha et al.,, 2020). Estos

resultados pueden deberse a varias razones: la naturaleza del acoplamiento, ya que



la construccion de la caja de puntos fue manual; el que Vina no toma en cuenta la
flexibilidad de los residuos dentro de la proteina; el enorme tamafio de la proteinay
su gran cantidad de espacios para la interaccion de ligandos; el que el equipo de
computo (Lp2) no fue tan potente como el LNS y no se muestra el tamafio de los
clusteres para cada resultado, debido a que se tuvo que elegir arbitrariamente entre
los resultados obtenidos de cada acoplamiento, como se menciond anteriormente.
Es por esto que se considerod importante utilizar ADFR para obtener mas resultados,
ya que la construccién de los sitios de unién a ligandos es mas precisa y los
receptores son flexibles, resultando en datos mas exactos.

Los resultados de afinidad obtenidos utilizando ADFR varian considerablemente en
comparacion con los obtenidos en AutoDock Vina, donde ahora el acido gélico
interacciona mas fuertemente con las conformaciones abiertas (2KS y 2KA) pero la
dizocilpina y la memantina presentan interacciones fuertes con las conformaciones
con el canal cerrado, pues en la conformacion E2 se obtuvo el valor de afinidad mas
alto para ambas biomoléculas, sin embargo, estos resultados son normales debido
a que (Jalali-Yazdi et al., 2018) prueba en su articulo que la dizocilpina se mantiene
mas tiempo ligada al receptor en concentraciones altas de zinc, y son justamente
estas conformaciones (E2, SO, SS) las que presentan concentraciones altas de zinc
(ver figura 25 en anexos), siendo la conformacion E2 aquella que tiene mayor
probabilidad de presentar el canal abierto, ademas de ser la mas parecida a las
conformaciones 2KS y 2KA. En cuanto a los valores de afinidad, se puede notar que
los valores reportados distan de otras investigaciones (Espadinha et al., 2020), sin
embargo, esto también es normal debido a que estas investigaciones reportaron
una unica conformacion, la cual se puede notar tiene la zona ATD cerrada, como en
las figuras 1y 2, por lo que puede ser alguna de las conformaciones tipo “knucle”
(1K, 2KS o 2KA), por consiguiente, el resultado de la conformacion 2KA en
AutoDock Vina es el mas parecido a lo reportado en dichas investigaciones, sin
embargo, (Jalali-Yazdi et al., 2018) menciona que los cambios conformacionales
entre 2KS y 2KA son minimos, por lo que su afinidad por los ligandos deberia ser
igual, como se ve en los resultados de ADFR, donde la conformacién 2KS fue la

gue mas se acerco a lo reportado por (Espadinha et al., 2020).



En cuanto a los resultados de las interacciones en Vina, podemos observar que en
las figuras 11, 12 y 13 se presentan interacciones con residuos en comun entre los
ligandos: la treonina 646 reacciona mediante puentes de hidrogeno y fuerzas de
Van der Waals con la dizocilpina y mediante fuerzas de Van der Waals con la
memantina; de igual manera, la dizocilpina y la memantina comparten interacciones
de Van der Waals con la valina 644 y la alanina 645; por su parte, la memantina y
el acido galico interactian con la metionina 641 mediante fuerzas de Van der Waals;
finalmente los tres ligandos comparten interacciones de Van der Waals con la
leucina 642, lo cual nos demuestra que se posicionaron en la misma parte del canal

iGnico, como se puede apreciar en la figura 10.

Por su parte, en los resultados obtenidos en ADFR (figuras 15, 16 y 17) se puede
observar que los tres ligandos interaccionan con residuos en comun: el AG presenta
puentes de hidrogeno con la valina 617 y 619, mientras que la dizocilpina y la
memantina interaccionan con el mismo residuo mediante fuerzas de van der Waals;
la mem y el AG presentan interacciones de van der Waals con la prolina 618; la
mem presenta puentes de hidrégeno con la isoleucina 619 mientras el AG y la diz
presentan interacciones de van der Waals; la diz presenta un puente de hidrogeno
con la serina 616 y el AG y la mem interaccionan mediante fuerzas de van der
Waals; la mem y la diz presentan interacciones de Van der Waals con las glicinas
618y 622.

En lo que respecta a las interacciones en comun entre Vina y ADFR, tenemos
Unicamente la asparagina 614 del AG en Vina y la dizocilpina en ADFR, lo cual nos
indica que el sitio de interaccion proteina-ligando del software Vina y ADFR fue muy
cercano entre si, sin embargo, no fue exactamente el mismo, pues no hubo ninguna
otra coincidencia, a pesar de tratarse de los mismos ligandos interaccionando con
la misma proteina; esto a su vez se explica las diferencias obtenidas para las
afinidades de cada interaccion (tabla 2 y figura 9 para Vina y figura 14 para ADFR).
Sin embargo, existieron muchas coincidencias entre los ligandos al usar el mismo
programa de acoplamiento, demostrandonos que en cada caso (Vina y ADFR) los

ligandos si se encuentran interaccionando en el mismo sitio dentro de la proteina.



Algo que cabe resaltar es que tanto la dizocilpina como la memantina presentan
grupos amino, los cuales facilitan y fortalecen interacciones con grupos hidroxilo de
los residuos proteicos, como se ve en las figuras 15 y 16, pero son los grupos
hidroxilo del &cido galico los que le permiten interaccionar con otros grupos hidroxilo
y con grupos amino, sin embargo, estas interacciones pueden no ser tan fuertes
como las de los farmacos de referencia, resultando en una afinidad general menor,
sin embargo, cabe resaltar que una afinidad menor no significa que el acido galico
sea una peor opcion para el tratamiento de neuropatias relacionadas con el mal
funcionamiento del receptor NMDA, ya que son los agonistas no competitivos los
gue regulan el mal funcionamiento del canal, bloqueando a los agonistas de forma
no permanente, ya que, debido a la alta sensibilidad del receptor, si el ligando se
uniera de forma definitiva, se producirian otras neuropatias (Rothman & Olney,
1987).

Asi, estos resultados demuestran la eficiencia de ambos programas para obtener
acoplamientos moleculares con las distintas conformaciones del receptor NMDA,
obteniendo resultados distintos para cada conformacion, lo cual tiene su base tanto
en la construccién de los sitios de union a ligandos (manual para Vina y automatica
para ADFR) como en la naturaleza del software de acoplamiento; sin embargo,
utilizando ambos softwares de acoplamiento, la tendencia de mayor afinidad para la
dizocilpina y menor afinidad para el acido galico se mantuvo de forma general y la
unién al mismo sitio dentro del canal en todas las conformaciones se puede
observar de forma superficial en Vina (figura 10) y de forma especifica tanto en Vina
(figuras 11, 12 y 13) como en ADFR (figuras 15, 16 y 17).

13. Conclusiones

Se modelaron los receptores de humano a partir de los de rata, validando los
resultados y obteniendo calificaciones aceptables (arriba de 0.91) para todos los

modelos.

Se realizaron acoplamientos moleculares con resultados satisfactorios con el 4cido

galico al presentar interacciones con residuos en comun con los farmacos de



referencia, al igual que afinidades menores pero similares a los mismos, las cuales

variaron muy poco entre programas y equipos de computo.

Se logré demostrar que el acido gélico puede tener una actividad reguladora del
canal mediante su union a la misma zona del dominio TMD que los farmacos de
referencia, demostrando la tesis propuesta por Karen Caporal (Caporal Hernandez
& Samuel Treviiilo Mora, 2018).

14. Perspectivas
A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se espera que se

lleven a cabo més investigaciones con respecto a las propiedades neuroprotectoras
del &cido gdlico, ya que su uso presenta una alternativa prometedora al uso de

farmacos.

De igual forma, se espera que los posteriores estudios in silico con el receptor
NMDA tomen en cuenta las distintas conformaciones que puede tomar dependiendo
de las condiciones en las que se encuentre, ya que estos cambios afectan

claramente la afinidad de los ligandos por el receptor.
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16. Anexos

Figura 18.
“Resultados de la validacion del receptor NMDA 2KS”
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MolProbity score” 0.92 100 percentile” (N=27675. 0A - 99A)
[CB deviations >0.25A 14 0.46% Goal: 0
Bad bonds: [573617a T 0028 Goal: 0%
ad e [orsssos [ose% Joou o

. ICis Prolines: 0/136 0.00% Expected: <1 per chain, or <5%
Peptide Omegas = =
[Cis nonProlines: 1/3096 [0.03% Goal: <0.05%
. o ICaBLAM outliers 129 4.0% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria =

ICA Geometry outliers ‘__lGoal: <0.5%

Additional validations

(Chiral volume outliers

[0/3972 [

|Waters with clashes

Joro 0.00%

Figura 20.

“Resultados de la validacion del receptor NMDA 1K”

[See UnDowser table for details

All-Atom Clashscore, all atoms: ‘Io ‘llﬂﬂm percentile‘ (N=1784, all resolutions)
Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
Poor rotamers |22 [0.78% |Goal: <0.3%
Favored rotamers |2695 9591% |Goal: ~982%
Ramachandran outliers ‘__lGoal <0.05%
. Ramachandran favored ‘ _lGoal: >98%
G‘;:’;Z‘{‘;y Rama distribution Z-score 2,192 0.13 Goal: abs(Z score) < 2
MolProbity score .95 100 percentile” (N=27675, 0A - 994)
Cp deviations >0.25A 10 [0.33% Goal: 0
Bad bonds: /26174 0.01% Goal: 0%
Bad angles: ‘ _lGoal: <0.1%
. Cis Prolines: 0/ 136 0.00% [Expected: <1 per chain, or <3%
Peptide Omegas - -
Twisted Peptides: 3/3232 0.09% Goal: 0
. L CaBLAM outliers 122 3.8% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria = e
CA Geometry outliers ‘__l(}oal <0.5%
. o Chiral volume outliers 10/’3972 |
Additional validations ‘Waters with clashes [o0 [0.00% |See UnDowser table for details

Figura 21.

“‘Resultados de la validacion del receptor NMDA E1”



All-Atom Clashscore, all atoms: HO ”100th percentile* (N=1784, all resolutions)

Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers 19 0.68% Goal: <0.3%
Favored rotamers 2716 196.65% Goal: >98%
Ramachandran outliers 0.34% Goal: <0.05%
”Ramachandran favored ‘__'Goal >98%

Protein IRama distribution Z-score -2.30+0.13 Goal: abs(Z score) < 2

Geometry =
IMolProbity score 0.91 100%™ percentile” (N=27675, 0A - 994)
CB deviations >0.25A .43% Goal: 0
Bad bonds: \—_IGoal: 0%
Bad angles: [F70735508 T 048% T Goal: <0.1%
Cis Prolines: 0/136 0.00% [Expected: <1 per chain, or <5%

Peptide Omegas Cis nonProlines: 1/3096 0.03% Goal: <0.05%
Twisted Peptides: 1/3232 0.03% Goal: 0
) o CaBLAM outliers 4.0% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria =
ICA Geometry outliers ‘__IGoal <0.5%
Add valid Chiral volume outliers ‘ 0/3972

Waters with clashes o0 0.00% ”See UnDowser table for details

Figura 22.

‘Resultados de la validacion del receptor NMDA E2”

All-Atom Clashscore, all atoms: "0 "1()0‘h percentile” (N=1784, all resolutions)
Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers 20 [0.71% Goal: <0.3%
Favored rotamers 2706 96.30% Goal: >98%
[Ramachandran outliers |__|Goal: <0.05%
| Ramachandan fvore B e Go o
Gl:l:i::ry Rama distribution Z-score -2.34=0.13 Goal: abs(Z score) < 2
MolProbity score” 0.93 100 percentile® (N=27675. 0A - 994)
(CP deviations >0.25A 14 0.46% Goal: 0
Bad boncs T S
Bad angles: |__|Goal: <0.1%
" (Cis Prolines: 0/136 0.00% Expected: <1 per chain, or <5%
Peptide Omegas - -
Twisted Peptides: 2/3232 0.06% Goal: 0
. - \CaBLAM outliers 3.7% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria =
ICA Geometry outliers |__|Goal <0.5%
il alidats (Chiral volume outliers | 0/3972 |
Waters with clashes "0/0 "0.00% ”See UnDowser table for details

Figura 23.

“‘Resultados de la validacion del receptor NMDA SO”

All-Atom Clashscore, all atoms: |o 100 percentile® (N=1784, all resolutions)
Contacts (Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers [16 [o57% [Goal: <0.3%
Favored rotamers [2710 96.44% [Goal: >98%
[Ramachandran outliers ‘__|Gnal: <0.05%
. [Ramachandran favored ‘__|Goal: >98%
Glzl;;eelt.;y [Rama distribution Z-score ‘ -2.10=0.13 \Goal: abs(Z score) < 2
MolProbity score” Jo.s1 100 percentile” (N=27675, 0A - 994)
(CB deviations ~0.25A [17 0.56% Goal: 0
Bad bonds: [Erae17a T 002% T Goal: 0%
Badangles 70ssses Jodsteooni 0%
Peptide Omegas (Cis Prolines: ‘ 0/136 0.00% |2Expected: =1 per chain, or <5%
] . [CaBLAM outliers [124 3.9% [Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria -
ICA Geometry outliers ‘__|Goal: <0.5%
(Chiral volume outliers ‘ 0/3972 |

Additional validations

(Waters with clashes

“0/0 M0.00% ||See UnDowser table for details

Figura 24.

“Resultados de la validacion del receptor NMDA SS”



All-Atom Clashscore, all atoms: 0 HIOO“‘ percemile* (N=1784, all resolutions)
Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
Poor rotamers 13 0.46% Goal: <0.3%
[Favored rotamers 2718 96.73% Goal: >98%
[Ramachandran outliers 15 0.46% Goal: <0.05%
[Ramachandran favored 3020 93.56% ‘Goal: ~98%
. [Rama distribution Z-score -2.22+0.13 Goal: abs(Z score) < 2
Geometry < = =
MolProbity score 0.92 J 100t percentile’ (N=27675, 0A - 99A)
CP deviations >0.25A 12 0.40% Goal: 0
Bad bonds: 3/26174 0.01% Goal: 0%
[Bad angles: 154 /35508 0.43% Goal: <0.1%
(Cis Prolines: 0/ 136 0.00% [Expected: <1 per chain, or <5%
Peptide Omegas Cis nonProlines: 2/3096 0.06% |Goal: <0.05%
Twisted Peptides: 2/3232 0.06% :Goal: 0
" o CaBLAM outliers 133 4.1% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria :
CA Geometry outliers 46 1.43% [Goal: <0.5%
. o Chiral volume outliers 0/3972
Additional validations - - = - -
Waters with clashes 0/0 |0.00°o See UnDowser table for details

Se puede observar que la validacion marcé que no hubo ningun choque o “Clash”
entre los atomos, los choques harian inviable el uso de los receptores, debido a que
en la naturaleza no se pueden dar colisiones entre &tomos, es por esto que es
importante realizar una validacion al modelar una molécula, en especial si es
grande. Se puede concluir que los resultados son favorables y por lo tanto las
proteinas modeladas son aptas para su uso, pues ninguna obtuvo una puntuacion
menor a 0.91, por lo que el programa las marca en color verde en cada imagen.

Figura 25.

“Distribucién de la poblacion del receptor entre varias conformaciones”

I GluN1 (A)
GIUN1 (C)
GIUN2A (B)
GIUN2A (D)

Dataset

N1/N2A
100 uM EDTA

N1/N2A
1 M ZnCl,

N1/N2A
1 mM EDTA

N1/N2A
1 mM ZnCl,

N1/N2A

1 mM ZnCl,
3 mM EDTA
N1/N2A/N2A*
1 mM EDTA

NA/N2AN2A*
1M ZnCl,

NA/N2A
1M ZnCl,

[JpH80 [ JpH74 [ JpH6.1

Distribucion de las distintas conformaciones del receptor NMDA variando la
concentracion de protones, la concentracion de iones Zinc y la concentracion de

9%




EDTA agregado (para contrarrestar el efecto antagonista del Zinc). Figura
recuperada de (Jalali-Yazdi et al., 2018).



