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Simbolos y abreviaturas

PAF: Factor activador de plaquetas

PAFR: Receptor del factor activador de plaquetas

HxR: Receptores de histamina

H1R: Receptor de histamina tipo 1

H2R: Receptor de histamina tipo 2

H3R: Receptor de histamina tipo 3

H4R: Receptor de histamina tipo 4

FcyRIIIL: CD16 (del inglés cluster of differentiation 16), receptor Fc gamma tipo II1
FcyRIV: receptor Fc gamma tipo IV

IgE: Inmunoglobulina E

IgG1: Inmunoglobulina G tipo 1

IgG2: Inmunoglobulina G tipo 2

DPPI: Dipeptidil peptidasa |

RAE: Real Academia Espafiola

Th: Células colaboradoras a las células encargadas de coordinar la respuesta inicial frente a los
patogenos

Th1: Linfocitos Thl

TH2: Linfocitos Th2

IFN-g: Interferdon y, también 1lamado interferén inmunitario o de tipo 11
pKi: log de constante de afinidad

LTB4: Leucotrieno B4

ECF-A: Factor quimiotactico anafilactico eosinofilo

NCF-A: Factor quimiotactico anafilactico neutréfilo

PMN: Leucocitos polimorfonucleares humanos

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

UNIPROT: Repositorio central de datos gratuito sobre proteinas.
PDB: Protein Data Bank

pdb ID: cédigos del protein data bank

HIP: Histidina en forma basica

HIE: Histidina en forma acida

HIS: Histidina en forma neutra

IA: Inteligencia artificial



ADRBI: Protein del Receptor adrenérgico £ acoplado con epinefrina

7BTS: Proteina del Receptor 7 adrenérgico humano

5ZKP: Estructura cristalina del receptor de PAF humano

M3: Receptor muscarinico de acetilcolina

4U15: Receptor Muscarinico de acetilcolina

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

kcal/mol: kilocalorias por mol

Flip: libre giro

SR 27417: N,N-dimetil-N'-(3-piridinilmetil)-N'-[4-[2,4,6-tris(1-metiletil)fenil]-2-tiazolil]-1,2-
etanodiamina

ABT-491: (4-etinil-N, N-dimetil-3-[3-fluoro-4-[(2-metil-1H-imidazo-[4,5-c]piridin-1-
il)metil]benzoil]-1H - clorhidrato de indol-1-carboxamida)

a-m: Interaccion pi-pi
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RESUMEN

La anafilaxia es un cuadro clinico grave cuya aparicion tiene dos subtipos reacciones
anafilactoides y shock anafilactico, este tiltimo es shock distributivo producido por la pérdida
inicial de fluidos intravasculares secundario al aumento de la permeabilidad vascular,
vasodilatacion y depresion. Dichas reacciones pueden comprometer la vida del paciente que
la presenta. Dentro de la diversidad de mediadores involucrados en la respuesta de la
anafilaxia, pocos de estos pueden ser utilizados para categorizar su nivel de gravedad. La
Histamina y el Factor Activador de Plaquetas (PAF, por sus siglas en Inglés) presentan una
correlacion entre su concentracion y la gravedad del padecimiento; considerando esta
informacion, en este trabajo se llevo a cabo un analisis in silico de la interaccion de histamina
y PAF con sus respectivos receptores (HIR, H2R, H3R y H4R) y el receptor del factor
activador de plaquetas (PAFR, por sus siglas en Inglés), a fin de evaluar la pertinencia de su
empleo como elemento de reconocimiento. El estudio incluy6 el modelado por homologia de
los receptores que no se encuentran en bases de datos (H2R, H3R y H4R). Al comparar las
energias de estabilidad para los receptores de histamina (HxR, por sus siglas en Inglés)
evidenciaron que H4R mostr6 la mayor valor negativo con -1089.32 kcal/mol y para PAFR
fue de -978.31 (kcal/mol). De los HxR, H4R y H3R fueron los modelos mas estables seguidos
de PAFR. H2R fue exhibido como el modelo menos estable, lo cual predice un menor
acoplamiento con las simulaciones de interaccion, posteriormente fue confirmado pues dicho
receptor mostrd nula interaccion con la histamina. Las simulaciones de interaccion de los
demas receptores modelados con los ligandos histamina y los agonistas de PAF (mcPAF,
PAF-C16-d4 y C18-PAF) mostraron las energias de acomplamiento (EA) de cada complejo
ligando-receptor: H3R=-6.253, H4R=-6.023, H1R -5.178. Respecto al complejo PAFR-PAF,
los agonistas de PAF usados en este trabajo mostraron un buen acoplamiento, obteniendo EA
de C18-PAF=-8.284, PAF-C16-d4 =-8.061 y mcPAF=-6.497, lo anterior revelo la afinidad
del receptor por CI18-PAF y PAF-C16-d4. Por lo tanto H3R, H4R, PAFR y HIR
respectivamente fueron seleccionados para el disefio del biosensor para determinar el riesgo
de anafilaxia grave. Finalmente, considerando los resultados obtenidos, se propone un disefio
de biosensor utilizando la estrategia de flujo lateral (FIA, por sus siglas en Inglés), con
obtencion de informacion cualitativa (cromatografica) y cuantitativa al acoplar dicho
dispositivo a un lector UV-vis. Un dispositivo que determine el riesgo de anafilaxia ofrece
una atencidn temprana y oportuna mediante esta informacion pronostica.
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INTRODUCCION
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La anafilaxia es una respuesta fisioldgica exacerbada por la exposicion a diferentes factores,
entre los que se encuentran: alimentos, exposicion al aire frio, ejercicio fisico, algunos
venenos de origen animal, farmacos o vacunas, anti inflamatorios no esteroideos, opioides,
entre otros. La anafilaxia puede ser el resultado de reacciones alérgicas agudas, las cuales
son mediadas por IgE (via inmunoldgica) que resulta en la liberacion sistémica repentina de
mastocitos y mediadores inmunologicos [1-3]. Asi mismo, puede estar asociada con
mecanismos inmunologicos dependientes de IgGl e IgG2 que activan la cascada de
sefalizacion hacia basofilos y neutréfilos, resultando igualmente, en la liberacion de
mediadores inmunologicos [4]. No obstante, la anafilaxia puede darse por otras vias no
inmunologicas las cuales no han sido totalmente esclarecida, sin embargo se conocen la
activacion directa por mastocitos y basofilos, por trastornos de las células méstiles primarias

causadas por mastocitosis sistémica, sindrome de activacion de mastocitos [5]

Por otra parte, la anafilaxia presenta en el cuerpo humano dos subtipos de reacciones:
anafilactoides y shock anafilactico. Las reacciones anafilactoides no estan mediadas por
inmunoglobulina E, que es la ruta que realiza el sistema inmune frente a la hipersensibilidad
tipo 1 asociada a procesos alérgicos, no obstante, conducen a una sintomatologia clinica
similar a esta condicion. Segun el consenso de la Organizacion Mundial de Alergia (WAO,
por sus siglas en Inglés), las reacciones anafilactoides se les denomina anafilaxia no
inmune[6]. El shock anafilactico por su parte, se presenta cuando el cuerpo no esta recibiendo
un flujo de sangre suficiente; es considerado de tipo distributivo, producido por la pérdida
inicial de fluidos intravasculares, secundario al aumento de la permeabilidad vascular,
vasodilatacion y depresion de los vasos sanguineos que desencadenan sintomas que incluyen:
eritema difuso, prurito, urticaria y/o angioedema; broncoespasmo; edema laringeo;
hiperperistaltismo; hipotension y / o arritmias cardiacas [7,8]. Asi mismo, pueden presentarse
otros sintomas, como nauseas, vomitos, aturdimiento, dolor de cabeza, sensacion de muerte
inminente y pérdida del conocimiento y puede ocasionar paro cardiaco; por lo que
dependiendo de sus presentaciones clinicas y niveles de gravedad es considerada

potencialmente mortal [3,8].

Actualmente no existe una prueba para determinar la susceptibilidad de los pacientes que

podrian presentar anafilaxia tanto del tipo anafilactoides como shock anafilactico debido a
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que los casos de anafilaxia se avaluan una vez el paciente ingresa en un entorno hospitalario
y sus sintomas se identifican por medio de paramétros se miden segin la Guia para el
Diagnostico y Manejo de la Anafilaxia de la WAO [9,10]. Aunado a esto, la ocurrencia de
esta condicion es generalmente fuera del entorno hospitalario, y para los pacientes
hospitalizados las metodologias y los medios para identificar y clasificar los casos de
anafilaxia son escasos, inexactos, costosos y presentan tiempos prolongados para la emisioén

de resultados [10,11].

Dentro de los biomarcadores pioneros en la determinacion de anafilaxia estdn los mediadores
preformados y neoformados, dentro de los mediadores preformados se encuentran los de la
familia de las proteasas y los proteoglicanos: histamina, triptasa, quinasa, carboxipeptidasa.
Sobre los mediadores neoformados, se produce fundamentalmente la estimulacién de la
sintesis de metabolitos lipidicos tales como prostaglandinas y leucotrienos por el acido
araquidonico. Otro tipo de mediadores implicados en la anafilaxia son la serotonina, la
bradiquinina, la calcitonina y el 6xido nitrico [4,12—14]. Sin embargo, a pesar de la variedad
de biomarcadores utilizados, no existe un biomarcador de oro para pronosticar o determinar
procesos anafilacticos, debido a que estos pueden presentar, una vida media corta, no son

especificos y no pueden utilizarse para pronostico, monitoreo o diagnostico oportuno [15,16].

Por esta razon, otros biomarcadores se han descubierto, dentro de los que destacan quimasa,
carboxipeptidasa A3, dipeptidil peptidasa I (DPPI), basogranulina y el factor activador de
plaquetas (PAF) [17,18]. PAF esta implicada en la agregacion y activacion plaquetaria que
comunmente ocurre en los procesos anafilacticos, como resultado de la interaccion con su
receptor (receptor del factor activador plaquetario, PAFR) que resulta en un aumento de la
permeabilidad vascular, colapso circulatorio y disminucion del gasto cardiaco [3,19-21]. Por
su parte, la histamina al ser un mediador involucrado en procesos inflamatorios, se considera
el indicador por excelencia de procesos alérgicos y anafilacticos [4,13,20,22]. Dichos
biomarcadores durante un proceso alérgico o anafilactico se liberan al torrente sanguineo
simultdneamente y provocan la respectiva cascada de sefializaciéon. No obstante, PAF
presenta un antagonista, el PAF acetilhidrolasa, PAF-HA (por sus siglas en Inglés) cuya

funcioén es degradar el PAF producido por las células; el valor neto de PAF serd la cantidad
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no hidrolizada por la enzima y un valor alto permite discriminar procesos anafilacticos de
procesos alérgicos. Se ha demostrado que, los valores de concentracion normales de PAF
estan entre valores normales de 127104 pg/mL pero en en pacientes con anafilaxia severa,
los niveles de PAF se estiman entre 805+595 pg/mL, lo que no ocurre con la histamina, cuyos
valores Unicamente incrementan en los procesos alérgicos y no se diferencian con la aparicién
de anafilaxia severa y por si misma no es posible identificar valores de concentracion que
permitan estratificar los procesos de anafilaxia [17,23]. En este trabajo se busco desarrollar
un analisis in silico de los receptores de histamina (HxR, por sus siglas en Inglés) y el factor
activador de plaquetas (PAFR) y sus interacciones con los ligandos (histamina y PAF) y asi
evaluar la viabilidad de utilizar los receptores involucrados en el proceso de anafilaxia
mediado como elementos de bioreconocimiento en el disefio del biosensor. Este disefio a
proponer combina las bondades de los biomarcadores, pues histamina es el indicador por
excelencia de procesos inflamatorios y PAF por su correlacion en las concentraciones con la
gravedad de la anafilaxia. De esta forma se presenta el disefio de un biosensor que permitird
diagnosticar pacientes con predisposicion a presentar anafilaxia frente a la exposicion de
ciertas sustancias de las que ya se les ha generado una respuesta de hipersensibilidad con
anterioridad, y pronosticar a personas que nunca antes se hayan expuesto a alguna sustancia
e identificar si dicho individuo podria tener un riesgo a presentar una respuesta de activacioén
de diversos mecanismos moleculares y posteriormente fisiol6gicos que en conjunto conducen

a la anafilaxia, y en sus casos mas graves, al shock anafiléctico.
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ANTECEDENTES
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La primera reaccion anafilactica que se tiene registrada histéricamente data del afio 2641
a.e.c. (antes de la era comun) y corresponde a la muerte del faradn Menes, de Mentis, el cual
tuvo una reaccidn por causa de una picadura de avispa provocando la muerte[24]. La primera
descripcion de una reaccidn inusual a las picaduras de abejas fue en 1699 y se encuentra en
un articulo en latin de Udalricus Staudigelius (Ulrich Staudigl), descrita por un monje
benedictino del monasterio de Andechs en Baviera [1]. En 1765 el Dr. Debreist registro la
muerte de un paciente tras la picadura de una abeja. Posteriormente, en 1839 Francgois
Magendie realiz6 los primeros experimentos del efecto de la exposicion ovoalbimina
(proteina de la clara del huevo que pertenece a la superfamilia proteinica de las serpinas),
dicha proteina fue inyectada en conejos y provocaba la muerte de algunos de ellos. Los
resultados se atribuyeron directamente al veneno de los animales, pero se desconocia el

proceso de seleccion [7] .

Hasta ese momento no se le habia designado algin término o explicacion concisa a dicho
fendmeno, pero en 1902 se decidié usar la palabra anafilaxia; su etimologia deriva de los
vocablos griegos Phylax (proteccion) y Ana (atras). El término fue introducido en la literatura
médica por dos investigadores franceses: Paul Portier y Charles Richet en 1902, para designar
la reaccion provocada por la inyeccion de una proteina heterdloga, previamente tolerada, por
el organismo[25]. Por este descubrimiento se les otorgd el Premio Nobel de Medicina en
1913 [26,27]. La definicion actual de anafilaxia segin la RAE es: "Sensibilidad exagerada
del organismo debida a la accion de ciertas sustancias organicas, cuando después de algin
tiempo de haber estado en contacto con ¢él, vuelven a hacerlo aun en pequeiiisima cantidad,
lo que produce desordenes fisioldgicos y a veces graves"[28]. De acuerdo con el documento
de consenso del simposio sobre la definicion y el manejo de la anafilaxia del afio 2005 y

2014, se describe como

muerte[6,9,29].

‘una reaccion alérgica de inicio rapido que puede producir la
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2.1 EPIDEMIOLOGIA
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2.1.1. Factores de Riesgo

Se observan similitudes en muchos de los factores que aumentan el riesgo de episodios
anafilacticos graves o mortales en pacientes de todo el mundo. La edad del paciente, las
enfermedades concomitantes y los medicamentos que se toman al mismo tiempo pueden
contribuir al desarrollo de una anafilaxia grave o mortal. Los cofactores pueden también
amplificar los efectos de la anafilaxia[9]. Ademas, los episodios graves o mortales de
anafilaxia pueden estar relacionados con defectos en las vias de degradacion de los
mediadores, lo que puede dar lugar a niveles elevados de triptasa, histamina, bradicinina
(debido a la baja actividad de la enzima convertidora de angiotensina sérica) y factor de

activacion de plaquetas (PAF) (debido a la baja actividad de la fosfolipasa A2 sérica) [5,9].

Se sabe que los principales causantes de anafilaxia en nifios estan relacionados por ingerir
algtin tipo de alimentos, firmacos y en menor porcentaje las picaduras por himenopteros [30].
Comenzando con la poblacién mas sensible a esta fisiopatologia un estudio mostr6 que la
incidencia de la anafilaxia en nifios de todo el mundo vari6 ampliamente, oscilando entre 1
y 761 por cada 100 000 personas-afio para la anafilaxia total y 1 a 77 por 100 000 personas-
afo para la anafilaxia inducida por alimentos [10], Para datos de poblacion en general de
acuerdo a estadisticas desde el 2002-2004 se estima que aproximadamente la anafilaxia se
presenta entre 50 a 2000 episodios por cada 100.000 personas por aino. El nimero de muertes
asociada a esta condicion se estima entre 0,33 y 3 muertes por 1.000.000 de personas al afio
[11] Sin embargo, puede ser mayor en pacientes asmaticos, adolescentes y ancianos con
comorbilidades [31]. El pobre reconocimiento de la anafilaxia y la baja frecuencia de
prescripcion de autoinyectores de adrenalina sugieren que las reacciones no se manejan de

manera Optima [32].

2.1.2. Etiologia

La mayoria de los nifios pierden la sensibilidad a la mayoria de los alimentos alergénicos
durante los primeros cinco afos de vida [33]. En 1989 un estudio mostr6 que 85% de los
nifios con alergia a la leche de vaca en los primeros dos afios de vida son tolerantes a la leche
a la edad de 3 afios [34]. La mayoria de los nifios pierden la sensibilidad a la mayoria de los

alimentos alergénicos durante los primeros cinco afios de vida [33] Un estudio presentado en
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1998, realizado por Rohrer y colaboradores, en el Instituto para la Inmunologia y la
Alergologia (Inselspital, Berna) donde 5689 sujetos fueron remitidos desde mayo de 1994
hasta octubre de 1996, a la clinica ambulatoria de inmunologia alérgica de la Universidad de
Berna identificaron agentes causales en el 93,2% de estos ataques; incluyeron medicamentos
(33,9%), picaduras de insectos (23,7%), alimentos (18,6%), ejercicio (8,5%), latex (7,6%) e
inmunoterapia (0,9%) con extractos de polen. No se pudo determinar una causa sospechosa
en 8 sujetos. Concluyendo que la causa de la anafilaxia podria determinarse en la mayoria de

los pacientes con anafilaxia. Sin embargo, las exposiciones inesperadas son frecuentes [35].

2.1.3. Recurrencia y persistencia de la anafilaxia

Las reacciones anafilactoides son el resultado de respuestas no mediadas por IgE, como las
que producen algunos agentes quimicos que de una manera inespecifica degranulan los
mastocitos; la sintomatologia que generan puede ser indistinguible de la que aparece en el
curso de un shock anafilactico [36]. La intensidad de la reaccion no solo esta influenciada
por el grado de sensibilizacion, sino también por otros factores que actiian en conjunto como
la edad, la exposicion simultanea frente diferentes alérgenos, la infeccion subyacente, la

actividad fisica o el estrés psicoldgico o la administracion de multiples medicamentos [24].

10-
84
64

4

Episodios de anafilaxia

24
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Figura 1. Los casos de anafilaxia se enumeran por edad respecto al nimero de episodios de

acuerdo al grupo de estudio de Alvarez-Perea [37].
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Alvarez Perea y colaboradores mostraron que la diferencia entre la incidencia hallada en
adultos la incidencia fue de 80 casos por cada 100.000 pacientes admitidos y en nifios la
incidencia acumulada de 12 casos por cada 10.000 pacientes admitidos lo cual es altamente
significativa (ver figura 1) [29,37]. Lo anterior permitio esclarecer los episodios de anafilaxia

tanto en poblaciones adultas como infantiles.

La anafilaxia puede ser recurrente o bifasica y esta se vuelve a presentar entre 8 a 12 horas
después del ataque inicial en hasta el 20% de los sujetos que experimentan anafilaxia. Los
investigadores han observado que los sujetos con episodios bifasicos no difirieron
clinicamente en la presentacion inicial, pero requirieron significativamente mas epinefrina
para mejorar sus sintomas iniciales en comparacion con aquellos con reacciones [38].
Comprender los posibles desencadenantes, mecanismos y factores de riesgo especificos del
paciente para la gravedad y la mortalidad es la clave para realizar una evaluacion de riesgo
adecuada en aquellos que previamente han experimentado un episodio anafilactico agudo

[39].
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2.2 FISIOPATOLOGIA
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2.2.1 Anafilaxia inmunolégica

» Anafilaxia y Alergias
Las reacciones alérgicas pueden ser leves, moderadas o graves. El primero esta relacionado
a los tipicos sintomas que afectan un area especifica del cuerpo y se caracteriza por sarpullido
con picazon, urticaria, lagrimeo de los ojos y congestion nasal, un ejemplo es el sindrome de
alergia oral, las reacciones moderadas estdn relacionadas a la propagacion de dicha
sintomatologia dirigida a otras partes del cuerpo y pueden incluir dificultad para respirar, por
ultimo una reaccidn severa es conocida como anafilaxia con compromiso cardiorrespiratorio
acompanante, pero una anafilaxia no siempre se presenta por la ingesta de algunos alimentos
[40]. Los factores de riesgo que pueden rectificarse incluyen la insuficiencia de vitamina D,
el consumo de grasa no saludable que afecta la dieta, la obesidad, el aumento de la higiene y
la exposicion a los alimentos, este ultimo es el que tiene més incidencia, pero otros problemas
de estilo de vida que conllevan a factores epigenéticos también juegan un papel [41]. En la
ultima década existen articulos relacionados a la seguridad alimentaria con respecto a los
alérgenos presentes en alimentos. Esta fisiopatologia tiene como nombre AA (Alergias
Alimentarias) que en casos mas graves pueden conducir a una anafilaxia o incluso al shock

anafilactico [30].

» Anafilaxia mediada por IgE

La hipersensibilidad ocurre cuando una exposicion subsecuente al mismo antigeno induce la
produccion de IgE a gran escala, las que se unen a los receptores Fce presentes en la superficie
de los mastocitos y basoéfilos. La interaccion de la IgE unida a mastocitos y basofilos con su
antigeno induce degranulacion y liberacion de mediadores inflamatorios, que ocasionan
alteracion en la permeabilidad capilar (urticaria, edema), vasodilatacion, broncoconstriccion,
hipotension con taquicardia y otros signos y sintomas observados en la anafilaxia [12]. Los
mastocitos se marginan posteriormente en el tejido conjuntivo, mientras que los basoéfilos
circulan en la sangre pasando a los tejidos como parte de la respuesta inflamatoria. Ambos
se caracterizan por tener granulos citoplasmaticos que contienen histamina preformada. Se
produce entonces una degranulacion de los mastocitos y basofilos, que liberan mas de 30

sustancias inmunoactivas, inmunomoduladoras e inflamatorias. La union de un antigeno con
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dos anticuerpos en la membrana del mastocito genera la activacion inmunoldgica de ésta,
induciendo la movilizacion de sus granulos citoplasméaticos hacia la membrana celular y
liberacion de su contenido, compuesto por histamina (uno de los principales mediadores

preformados liberados en una anafilaxia[16,32,42—44].
» Anafilaxia no mediada por IgE

Después de la exposicion a alérgenos, se producen anticuerpos IgE e IgG, (ver figura 2) la
IgE se une a FceR en mastocitos, para posteriormente dar una respuesta secundaria mediante
la degranulacién del mastocito y liberacion de mediadores preformados, neoformados,
histamina y PAF. Algo diferente ocurre con los basoéfilos y neutrofilos forman complejos
inmunolégicos con los antigenos gracias a los FcyRIIl y FcyRIV que son activadores de 1gG1
e IgG2 respectivamente, lo que conduce a la liberacion de PAF. Los neutréfilos también

expresan FcyRIII, y también responden a los complejos IgG1/alérgenos [4].

Liberacion de mediadores

v .
+ Histamine

Neutrophil

Figura 2. Esquema del reconocimiento de un alergeno por IgE para mastocitos, IgG1 para
Basofilos e 1gG2 para Neutrofilos, para posteriormente llevar a cabo la liberacion de

mediadores involucrado en la anafilaxia [4].
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El diagndstico de una causa especifica de anafilaxia puede estar respaldado por los resultados
de pruebas cutaneas, pruebas de IgE in vitro y/o pruebas de provocaciéon (en particular,
pruebas de provocacion doble ciego controladas por placebo) [45]. Pero las nuevas
tecnologias desarrolladas en los ultimos afios permiten obtener resultados cada vez mas
efectivos y menos comprometedores con la seguridad del paciente ademas de evitar la
incomodidad que causaban las técnicas de diagnostico convencionales. Las pruebas cutaneas
o pruebas in vitro que determinan la presencia de anticuerpos IgE especificos pueden
identificar la causa especifica de una reaccion alérgica. Las causas de las reacciones alérgicas
que se pueden definir de esta manera incluyen alimentos, medicamentos (como la penicilina
y la insulina) y picaduras de insectos. Las pruebas estandarizadas por métodos in vivo o in
vitro no estan disponibles para la mayoria de los medicamentos. Estas pruebas solo son
validas si la reaccion se debe a un verdadero evento alérgico (reaccion mediada por IgE) en

lugar de una reaccion anafilactica no mediada por IgE [45].

La aplicacion y desarrollo de nuevas tecnologias in vitro estdn disefiadas para permitir el
diagnostico sin riesgo para el paciente, lo que es especialmente ideal en el caso de reacciones
graves como la anafilaxia. El diagnéstico in vitro de anafilaxia implica, entre otras cosas,
mediciones en serie de mediadores liberados durante la anafilaxia, como triptasa, histamina,
quimasa, carboxipeptidasa A3, factor activador de plaquetas y otros productos de mastocitos.
Los desencadenantes de las reacciones alérgicas se pueden detectar mediante métodos
serologicos: IgE sérica especifica o mediante pruebas celulares que miden la liberacion de
mediadores basofilos como leucotrienos e histamina, otro método es el analisis de la
expresion de marcadores basofilos, denominada técnica probada para la activacion de
basofilos. Estas técnicas ofrecen interesantes alternativas para el diagnostico de las
reacciones alérgicas [13]. En 2008 se mostr6 que los niveles séricos de PAF se han
correlacionado directamente con la anafilaxia y la actividad sérica de PAF acetilhidrolasa se
correlaciond inversamente con la gravedad de la anafilaxia [23]. El mismo grupo de
investigadores reportd que la actividad de la acetilhidrolasa de la PAF fue significativamente
menor en pacientes con reacciones anafilacticas mortales a los cacahuates que en pacientes
en cualquiera de los grupos de control lo que concluye en que el fracaso de la PAF

acetilhidrolasa para inactivar la PAF puede contribuir a la gravedad de la anafilaxia [20,21].
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2.4 DISENO IN SILICO
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Las simulaciones han demostrado ser valiosas para descifrar los mecanismos funcionales de
las proteinas y otras biomoléculas, descubrir la base estructural de la enfermedad y disefiar y
optimizar moléculas pequenas, péptidos y proteinas [46]. Han surgido disefios creativos de
biosensores de proteinas fluorescentes que se han utilizado para medir la dindmica molecular
de macromoléculas, metabolitos y iones [47]. El impacto de las simulaciones de dinamica
molecular (MD) en la biologia molecular ha aumentado drasticamente en los tltimos afos.
Las mejoras significativas en la velocidad, precision y accesibilidad de la simulacion, junto
con la proliferacion de datos estructurales experimentales, hacen que la simulacién
biomolecular sea atractiva para los experimentadores, una tendencia particularmente notable
[48]. Los biosensores son herramientas analiticas con una gran aplicacion en salud, control
de calidad de alimentos y monitoreo ambiental. El disefio de biosensores con funcionalidad
mejorada o aplicacion en la deteccion de nuevos objetivos se ha convertido en un campo de
rapido crecimiento de las ramas de la biomedicina y la biotecnologia [48]. Las simulaciones
de dinamica molecular se han convertido en una herramienta estandar para la investigacion
biomolecular. Las simulaciones de sistemas cada vez mas grandes se realizan utilizando
condiciones de contorno mas realistas y un mejor muestreo debido a tiempos de muestreo
mas prolongados [47]. El disefio computacional de biosensores se presenta como una clave
prometedora para eliminar la brecha. Se requiere un conjunto de prediccion de estructura
confiable de los segmentos del biosensor, su estabilidad y descriptores precisos de las

interacciones moleculares para disefiar biosensores computacionalmente [46].

Para realizar el estudio y disefio de la interaccion ligando-receptor de manera in silico, se
requiere contar con el modelo tridimensional de la matriz en donde se inmovilizara los
receptores y el modelo tridimensional de las proteinas, asi como los ligandos endogenos.
Hacer un modelado de las proteinas resulta un tanto complejo por dos motivos principales,
el primero es que se requiere de la existencia de un modelo ya sea, obtenido por cristalografia,
impacto electronico o RMN (Resonancia Magnética Nuclear) y el segundo es que los datos
de referencia estén disponibles en bases de datos para llevar a cabo el procesamiento de la

informacion en softwares especializados.
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2.5 HISTAMINA, PAF, Y SUS
RECEPTORES HXR Y PAFR
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2.5.1 Histamina y PAF

» Histamina
La Histamina es el principal mediador de la cascada inflamatoria en el shock anafilactico[42].
La histamina se produce a partir de la L-histidina mediante la L-histidina descarboxilasa, que
utiliza piridoxal-5'-fosfato como cofactor, se trata de una amina biogénica que se sintetiza
exclusivamente de esta manera[49]. La histidina descarboxilasa se encuentra en varias
células del cuerpo, incluyendo la mucosa géstrica, las neuronas, las células parietales, los
mastocitos y los basoéfilos. Su expresion es amplia en estas células [42,49]. La capacidad de
producir y almacenar grandes cantidades de histamina en granulos esta presente solamente
en los basofilos y mastocitos. En estos granulos, la histamina se asocia con condroitina-4-
sulfato en los basofilos y con proteoglicanos anidénicos heparina en los mastocitos [50]. Un
estudio demostrd que las recurrencias de alergia alimentaria y la duracion de estas incrementa
en pacientes que presentan mayores niveles de histamina y triptasa, ambos biomarcadores
aumentaron sus niveles en algunos pacientes que no tenian signos de las vias respiratorias,
cardiovasculares o abdominales; los niveles de histamina se correlacionan mas que la triptasa
con los signos clinicos pero el aumento de ambos biomarcadores no esta forzosamente

asociados a la sintomatologia caracteristica del cuadro alérgico [22].

» Factor Activador de Plaquetas (PAF)
PAF es un mediador fisiopatologico en multiples trastornos inflamatorios, quimicamente es
un fosfolipido (1-0-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosforilcolina). La PAF se hidroliza
rapidamente y se degrada a un metabolito inactivo, el liso PAF, por la enzima PAF
acetilhidrolasa, cuya actividad ha demostrado correlacionarse inversamente con los niveles
de PAF y predispone a una anafilaxia grave [17,23]. Ademas de su papel en la anafilaxia, la
PAF también ha estado implicada como mediadora en enfermedades inflamatorias alérgicas
y no alérgicas, incluyendo rinitis alérgica, sepsis, enfermedad aterosclerotica y malignidad,
en las que la senalizacion PAF tiene un papel establecido [17]. El mecanismo molecular
subyacente a su funcion proinflamatoria atin no se ha aclarado completamente sin embargo
se conoce por ejemplo que puede participar en activacion del inflamasoma por PAF pero
requiere flujo de potasio y afluencia de calcio, pero no catepsina lisosémica o especies de

oxigeno reactivo mitocondrial [51] Vadas y colaboradores publicaron en 2013 que los niveles
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de PAF se elevan significativamente en proporcion a la gravedad de las reacciones alérgicas
agudas. Ni la histamina ni la triptasa mostraron correlaciones tan buenas con las puntuaciones
de gravedad como lo hizo el PAF. Lo anterior confirma el papel fundamental del PAF como
mediador de la anafilaxia [20,21]. PAF estd implicada en la agregacién y activacion
plaquetaria a través de la liberacion de aminas vasoactivas en la respuesta inflamatoria, lo
que resulta en un aumento de la permeabilidad vascular, colapso circulatorio, disminucién
del gasto cardiaco [19]. Por lo que Histamina por su variedad de receptores en diferentes
sitios del cuerpo humano y PAF por su correlacion con la gravedad de la anafilaxia son los
biomarcadores que pueden ser medidos y relacionados con la predisposicion de una persona

con riesgo a shock anafiléctico.

A continuacidn, se describen las caracteristicas mas importantes de los receptores de
Histamina y el receptor de PAF, a fin de identificar los candidatos més viables que garanticen

el mejor acoplamiento a los biomarcadores seleccionados:

2.5.1 Receptores de Histamina (HIR, H2R, H3R y H4R)

Los receptors de histamina son proteinas que pertenecen a la familia de los receptores
acoplados a la proteina G[43]. Existen cuatro tipos de receptors principalmente: HIR, H2R,
H3R y H4R (por sus siglas en Inglés) los cuales se agrupan como HxR para el conjutno de
receptores y hHxR para los subtipos [44]. La estimulacion del receptor de histamina tipo 1
(H1R) causa el efecto H1 que es la contraccion del musculo liso de las vias respiratorias,
dolor abdominal y dificultad para respirar; el HIR conduce a un aumento de la permeabilidad
vascular, media la sefializacion neurosensorial y la dilatacion. Se le ha involucrado en rinitis
alérgica, dermatitis atopica, conjuntivitis, urticaria, asmay anafilaxia [21]. A través del HIR,
la histamina aumenta la capacidad de las células presentadoras de antigenos, aumenta la
liberacion de histamina y otros mediadores de los mastocitos y basoéfilos, regula la inmunidad
humoral y el cebado de Th, la proliferacion de Thl, la produccion de IFN-g y la expresion
de moléculas de adhesion celular. y quimiotaxis de eosinofilos y neutrofilos [14]. La
estimulacion del receptor de histamina tipo 2 (H2R) en el corazén induce una reaccioén
inotropica y cronotrdpica positiva y dilata los vasos coronarios. La estimulacion simultanea

de HIR y H2R provoca sintomas como enrojecimiento de la piel, dolor de cabeza,
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disminucion de la presion arterial, los efectos de la activacion del H2R. Los receptores de
histamina tipo 3 (H3R) se encuentran en el hipotadlamo y su estimulacion dificulta la
liberacion de norepinefrina, esto luego contribuye al shock [21]. La afinidad del receptor tipo
4 (H4R) por la histamina es mucho mayor que la del receptor H1. El papel del H4R en la
anafilaxia radica en la intensificacion de la quimiotaxis de eosinofilos y mastocitos y la
expresion de moléculas de adhesion, la movilizacion y diferenciacion de monocitos,
linfocitos TH1 / TH2 y la estimulacion de la produccioén de citocinas y quimiocinas por
células dendriticas y linfocitos T [52]. Dicho receptor puede ser regulado para terapia dirigida
en el tratamiento de diversos trastornos gastrointestinales. En 2015, Deiteren et al. mostraron
que comparacion con los receptores HIR y H2R, la histamina muestra una alta afinidad por
el receptor de histamina tipo 4 en humanos, que al unirse a la histamina presenta un pKi

de7.8, y para HIR su pKi es de7 4.2 y para H2R de 4.3 [53].

2.5.2. Receptor del Factor activador de plaquetas (PAFR)

El receptor PAF muestra caracteristicas estructurales de la familia de genes rodopsina (MIM
180380) y se une al factor activador plaquetario (PAF) [51]. Se ha descubierto que el PAF
regula negativamente sus propios receptores en las plaquetas y en las células de Kupffer
cultivadas ademads de que el pretratamiento de plaquetas humanas con PAF condujo a una
disminucién en la union especifica de PAF [54]. El factor de activacion plaquetario promueve
la liberacion por parte de las plaquetas de factores quimiotacticos para eosinofilos, y el de
los factores quimiotacticos como LTB4, ECF-A (Factor quimiotactico anafilactico
eosinofilo) y NCF-A (Factor quimiotactico anafilactico neutrofilo) [3]. El receptor del factor
activador plaquetario estd acoplado a la proteina G, esta misma modula el proceso de
transduccion de senales inducido por PAF que se une al factor activador de plaquetas.
Receptor de siete transmembranas acoplado a la proteina G (PAFR), tanto en conejos como
en plaquetas humanas y también en leucocitos polimorfonucleares humanos (PMN), aunque
el receptor PAF en los PMN humanos también puede ser diferente del de los eosinofilos

humanos [55].

La especificidad del paratopo del PAFR es aguda impidiendo la activacion del receptor por

fosfatidilcolinas. Generalmente, cualquier factor que afecte el proceso de union de PAF a su
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receptor o la subsiguiente transduccion de sefiales mediada por el receptor de PAF es
igualmente candidato como regulador de receptores de PAF especificos [54]. PAF activa las
células, incluidos los monocitos, a través de un tnico receptor caracterizado molecularmente,
el receptor PAF (PAFR), a concentraciones extremadamente bajas. El PAFR reconoce el
residuo corto, un residuo de acetato, en la posicion 2 del fosfolipido. Esta especificidad aguda

impide la activacion del receptor por otras fosfatidilcolinas relacionadas [51].

Tomando en consideracion las caracteristicas de los receptores antes descritas, se
seleccionaron a priori los receptores HIR, H2R, H3R, H4R y PAFR para comparar mediante
un estudio in silico el nivel de interaccion que cada uno de estos presenta con sus respectivos
ligandos endogenos, Histamina y PAF. Los mejores candidatos serdn seleccionados para
desarrollar una propuesta de un biosensor que permita dar un pronostico/diagndstico de
riesgo de presentar una anafilaxia o en sus casos mas graves un shock anafilactico. Es
importante destacar que hasta el momento no se encuentra descrito en literatura un
dispositivo que aborde el uso de Histamina y PAF de manera conjunta para la determinacién

de riesgo anafilactico[16,20,23,43,52,56].
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3.1 Hipotesis

Debido a que la respuetsa de la anafilaxia se presenta cuadno hay un reconocimiento de
mediadores involucrados en la respuesta fisiologica del individuo frente a la exposicion del
agente causal como alimentos, fArmacos y vacunas, se propone que un analisis in silico de la
interaccion de los receptores de histamina (H1R, H2R, H3R y H4R) y PAF permitiran
identificar la viabilidad de sus usos como elemento de reconocimeinto para el disefio de un

biosensor para pacientes con riesgo de anafilaxia grave.

3.2 Objetivo general
Realizar el disefio de un biosensor que permita pronosticar a personas con riesgo a Anafilaxia
grave, a partir del analisis in silico de los receptores de histamina y el receptor del factor

activador de plaquetas (PAF).

3.3 Objetivos particulares

e Hacer un modelado molecular de los receptores de histamina y el factor activador de
plaquetas, para conocer la naturaleza y composicion quimica, comparar sus
estructuras, identificar inconvenientes para su inmovilizacion y conocer su energia de
estabilidad.

e Realizar un docking molecular de los receptores de histamina y el recptor de PAF con
sus respectivos ligandos (histmamina y PAF: mcPAF, PAF-C16-d4 y PAF-C18) para
identificar aquellos complejos que muestra mayor energias de acoplamiento y asi

seleccionarlos en el diseno del biosensor.

e Analizar las interacciones en el sitio activo de Histamina y PAF para identificar los

enlaces quimicos que determinan las diferencias de energias de acoplamiento.
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El presente trabajo bioinformatico se dividid en tres etapas, la primera que consta del
modelado por homologia de los receptores HR2, HR3 y HR4, dado que HR1 y PAFR se
encuentras reportados en la literatura con los cédigos PDB ID: 3RZE y ID: 5ZKP [57,58].
respectivamente. La segunda fase constd en la preparacion de las proteinas a condiciones
fisiologicas. La tercera fase se desarrolld un andlisis de acoplamiento proteina ligando para
determinar la energia y modo de acoplamiento de cada uno de los ligandos endogenos

respectivamente.

4.1 Modelado por Homologia.

Se utilizo el modulo de modelado por homologia de la Suite Schrodinger con el Modulo
Prime en la plataforma Bioluminate [59,60]; utilizando para HR2 de plantilla la proteina
ADRBI1 que corresponde a la estructura del receptor adrenérgico B1 acoplado con epinefrina
con codigo PDB ID: 7BTS para HR3 y H4R se enconctré de plantilla la estructura del
receptor muscarinico de acetilcolina M3 con cédigo PDB 4U15 [61,62].

4.2 Preparacion de las proteinas.
Las proteinas obtenidas de Cristal HR1 y PAFR, asi como las proteinas modeladas HR2,
HR3 y HR4, se prepararon a condiciones fisiologicas con el modulo Protein Preparation

Wizard con la suite Piper-Prime, de acuerdo con el protocolo previamente reportado [60,63].

4.3 Docking Molecular.

Los sitios activos de las proteinas fueron asignados de acuerdo a la literatura y al cocristal en
el caso de los obtenidos del protein data bank, para el estudio de acoplamiento molecular se
utilizo un nivel de alta precision con flexibilidad en el sitio activo de acuerdo al protocolo

previamente reportado [63].
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El disefio de biosensores es un campo complejo, que involucra desde la eleccion del receptor
a fijar dependiente del elemento de reconocimiento, el tipo de matriz de soporte, el tipo de
respuesta fisicoquimica y el lector de la misma. Un biosensor debe presentar la mayoria si
no es que todas las caracteristicas sobresalientes como: sensibilidad, selectividad,
confiabilidad, tiempo de vida, operaciéon y mantenimiento, no pretratamiento de la muestra 'y
tiempo de analisis. Para el disefio de este se consideran los siguientes componentes: analito,
biorreceptor, transductor electronico (transforman la sefial analoga a una digital) y el display
que es el sistema de interpretacion y presentacion de los resultados obtenidos [48]. Dado la
busqueda de considerar el posible elevado costo, tiempo y complejidad de algunos de los
procesos del disefio de un biosensor es necesario el uso de otras herramientas,
particularmente, las herramientas bioinformaticas que han revolucionado este tipo de
disefios, debido a que permiten analizar las interacciones tanto con el ligando como con la

matriz de soporte del sensor.

Modelado de receptores:

HI1R, H2R, H3R, H4R Y PAFR
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En la figura 3, se puede observar las etapas desarrolladas para el andlisis in silico, lo cual
permitira la eleccion de los receptores de histamina y PAF adecuados como elementos de
bioreconocimiento para el prediseiio de un biosensor que permita una elevada interaccion

ligando-receptor.

5.1 Anélisis, preparacion y modelado de receptores.

De las 5 proteinas seleccionadas para este trabajo (HI1R, H2R, H3R, H4R y PAFR)
unicamente dos se encuentran en su forma cristalizada: HIR y PAFR (ver figura 4). Lo
anterior es una limitante y el estudio in silico quedaria reducido a estas dos proteinas
disponibles, pero dado que las isoformas H2R, H3R y H4R también se encuentran asociadas
a esta enfermedad, se procedi6 a modelar las estructuras de los receptores no reportados para
conocer su interaccion con la histamina. Una alternativa para esto es el uso de la homologia
molecular, proceso en el cual se puede obtener un modelo tridimensional a partir de la
secuencia de aminoacidos de una proteina, siendo la limitante, que se conozca dicha
secuencia para las 3 faltantes, de las cuales, afortunadamente se encuentran reportadas en

UNIPROT (repositorio central de datos gratuito sobre proteinas).

El nivel idéneo del pH en la sangre debe oscilar entre 7.35 y 7.45[64]. Debido a que los
modelados se hicieorn en condiciones fisiologicas se trabajo a un pH de7.4, el tipo de campo
de fuerza usada para los modelados fue OPSL4. En la figura 4 se puede observar a los
modelos cristalizados de HIR y PAFR en los cuales tienen sefalados el sitio activo en
circulos (azul para HIR y en rojo para PAFR) esta region corresponde a la region trans
membranal. En ambos casos (HIR y PAFR) las hélices verde y naranja mostradas en la figura

4 unen al sitio trans membranal con la region redonda globular.
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Figura 4. Modelos 3D correspondientes a la forma cristalizada de A) HIR pdb ID: 3RZE,
B) PAFR pdb ID: 5ZKP [57,58].

Después de obtener los modelos tridimensionales se continud con el estudio de preparacion
y optimizacion de las proteinas, a través del cual, se afadieron a cada una de las proteinas los
estados de protonacion, interacciones intermoleculares y enlaces disulfuros. Lo anterior
permitio obtener un analisis conformacional y las caracteristicas que describen la naturaleza
quimica de la proteina, y de esta forma predecir el comportamiento de los receptores frente
a las interacciones con sus respectivos ligandos. A continuacion, se presenta el estudio del

modelado molecular y procesamiento de cada uno de los receptores seleccionados.

5.1.1 Receptor de Histamina tipo 1 (HIR)

Para el receptor de histamina tipo 1, se encuentra reportado un cristal con codigo pdb 3RZE
de humano, obtenido en sistema de expresion por Komagataella pastoris, este se encuentra

cocristaliado con doxepina (un antagonista del HIR, también medicamento utilizado como
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tratamiento depresivos, ansiedad y el insomnio y tratamiento del prurito cutaneo) que se
encuentra profundamente en el sitio de unién al ligando e interactua directamente con Trp
428, un residuo clave altamente conservado en la activacion de los receptores acoplados a la
proteina G) [65,66]. Lo que ubica el sitio activo que deberd estar disponible para el

acoplamiento cuando el receptor este fijo dentro de una matriz.

Figura S. Modelo 3D del receptor de histamina tipo 1 con cédigo pdb 3RZE.

Después de obtener el modelo de cristal para preparar dicha proteina se construyen las
interacciones como primer paso, posteriormente se procede a completar los estados de
protonacion, establecer los sistemas aromaticos y formacion de los puentes de hidrégenos,
en la figura 5.1 podemos observar el resultado de estas dos etapas, donde se forman
adecuadamente las alfa hélices y la conexion entre las dos regiones. En la region de color
morada se encuentra un sitio de union (ASN 126 y LY'S 127) para el reconocimiento de (2R)-
2,3-Dihydroxypropyl(92)-Octadec-9-Enoate, la doxepin es reconocida por la regién
acoplada a la proteina G con las alfa hélices presentadas en color naranja, roja y amarilla

[57].
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Figura 5.1. Modelo 3D de HIR con codigo pdb 3RZE, A) protonado, B) estabilizado.

Con los modelos optimizados y con la formacion de puentes de hidrogeno, es necesario
establecer si el modelo es 6ptimo y particularmente, permitir el libre giro de sistemas como
histidina, cisteinas y tirosinas, por lo que al minimizar el sistema completo se obtuvo una
energia de -973.58 kcal/mol, lo que indica una alta estabilidad del sistema, lo cual lo vuelve
1doneo para el uso de este en estudios tedricos, particularmente en la figura 5.1 podemos
observar varias regiones de interés, primero en la region blanca se encuentran las histidinas
en forma basica (HIP) y con giro por partes de las tirosinas, lo que esta region tienen una alta
flexibilidad, no siendo idonea para el fijado sobre una matriz, ya que dependeria de muchas
variables, destacando el pH y la temperatura, por lo que no es idoneos el anclaje en esta

region.
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Figura 5.2. Modelo 3D minimizado H1R.

Continuando con el analisis en la regidén azul podemos observar unidades de histidina 4 pero
solo 2 con movimiento lo que permite que esta se pueda plegar, mover de arriba abajo, pero
en un volumen limitado de la region superficial, en la parte superior de la region de alfa

hélices, encontramos una region naranja que tiene una histidina en forma acida (HIE) que
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funciona como control del paso de moléculas pero de bajo volumen, mientras que en la regién
inferior, en la region roja y verde las histidinas en estado naturales presentan libre giro y da
paso a la entrada de moléculas de control, como el ligando endogeno sitio que se encuentra
en la region superior a la verde y roja, garantizando este sitio como el de acceso del ligando

enddgeno.

Al estudiar todo el modelo y todas las fases de preparacion, esta proteina resulta viable para
el acoplamiento y soporte en una matriz, pero deberan considerarse varios criterios de
exclusion o limitantes del modelo final obtenido, en primera instancia que la regién
citoplasmatica o alfa hélices moradas, no es idonea para el soporte dado la gran movilidad
obtenida, mientras que el resto de la proteina si es suficientemente estatica para un soporte
adecuado en una matriz de grafeno o de nanotubos su fuera el caso de estudio, pero se debera
garantizar que el sitio de unién debe ser en paralelo a esta region o perpendicular en la parte
superior, porque en la inferior debera estar disponible para la entrada de la histamina y lograr

asi el acoplamiento adecuado para la deteccion de los niveles del mismo.

5.1.2 Receptor de Histamina tipo 2 (H2R)

A finales de las décadas de 1970 y 1980, los antagonistas de los receptores de histamina tipo
2, revolucionaron el tratamiento de la ulcera péptica y otras enfermedades relacionadas con
el &cido gastrico lo que dejo la puerta abierta para comenzar a realizar estudios mas profundos
sobre H2R [67]. Hok et al., realizaron una gama de técnicas computacionales para revelar
una mayor afinidad de la histamina por su receptor H2 tras la deuteracion, para acomodar su
agonista endogeno histamina, este ultimo particularmente adecuado para inspeccionar las
alternancias en los patrones de enlaces de hidrogeno y las afinidades que los acompafian,
confirmando asi la relevancia del enlace de hidrégeno para la activacion del receptor H2 [68].
A pesar de ello, despues del Docking Simulation (simulacion de acoplamiento, proceso
computacional utilizado para predecir la interaccion entre dos moléculas, que nos ayuda a
predecir como se uniran las dos moléculas y para calcular la energia asociada con esta
interaccion, obteniendo informacién de como podrian ser disefiados compuestos que se unan
de manera efectiva a la proteina en cuestion[69—71]. No se llevaron a cabo una cristalizacién

o modelado base del receptor de histamina tipo 2.
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Para el caso del receptor de histamina tipo 1, al contar con el cristal el proceso de preparacion
fue directo, sin embargo, no en todos los casos se cuenta con un modelo de cristal, lo cual se
puede deber a una dificultad de estabilidad de la proteina, que no cristalice en condiciones
controladas, cristales de muy baja calidad, la no produccién suficiente de la proteina en
sistemas recombinantes o en su caso el no interés por algin grupo de investigacion
especializado en esta area, pero existe también se puede optar por modelar a partir de la
secuencia proteica si esta esta reportada, para el receptor de histamina tipo 2 es el caso,
existen dos opciones principales de modelado, uno utilizando redes neuronales para predecir
un modelo tridimensional, con la desventaja que es por parte de una inteligencia artificial

(TA) y no de un modelo biologico existente[72].

La otra opcidn es el modelado por homologia, de esta forma al analizar la secuencia del H2R
con un buscador de homologia obtuvimos su codigo pdb 7BTS que corresponde a la
estructura del receptor adrenérgico Bl (ADRBI) acoplado con epinefrina (figura 6) [61].
Podemos observar una gran similitud al HIR, una region de hélices a compactadas como
poro y una segunda regioén con hélices o anexa en una segunda region, lo que indica que

puede ser una buena plantilla de trabajo.

Figura 6. Modelo 3D de 7BTS obtenido del Protein Data Bank (PDB).
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Con la eleccion adecuada de la plantilla de modelado por homologia, realizando el
alineamiento entre las dos proteinas encontramos una identidad superior al 30%, considerado
idonea para el uso de estas herramientas (figura 7), particularmente en la regioén primera con
una zona de 47 % de identidad, aunque se puede observar que si no son los mismo
aminoacidos en el resto, son del mismo tipo, por ejemplo en lugar de una leucina se encuentra
la isoleucina o la valina, en un 30 % mas de los casos. Podemos observar en la figura 7 que
de laregion 202-206 (senalada en rojo) hay un salto de aminoacidos de acuerdo a la categoria
de cargas polares o hidrofébicas, en la region 240-257 (sefialada en azul) es donde mas
variabilidad encontramos con los aminodcidos porque la mayoria en esa region son
aminoacidos con anillos aromaticos, y se dan cambios (sustituyen) entre aquellos
hidrofobicos y aquellos aminodcidos sin carga. De la region 315 -342 hay una notable
diferencia entre aminoacidos (sefialada en verde), sin embargo, estos no afectan el modelado
pues se encuentran al final de la cadena de la proteina lo cual no impide alguna parte de la

estructura y su conformacion en los posibles sitios de union de nuestra molécula de interés.
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Con esta alta homologia encontrada se procedio a obtener el modelo como se observa en la
figura 7, a la izquierda (A) tenemos la plantilla donde se observan claramente las dos
regiones, primero la correspondiente al sitio citoplasmatico en colores desde naranja hasta
amarrillo, y en segunda parte la region verde a azul correspondiente a la region homdloga del
sitio activo del receptor de histamina, a la derecha (B) encontramos le modelo obtenido, en
dos tonos de azul, siendo el azul marino la regiones de alta identidad y las azul claro de baja
identidad las cuales estan en mayor proporcion, en rojo se encuentras las asas o loops que
estas se podrian interpretar de baja confiabilidad pero la realidad es que se debe al libre giro
de las mismas, por lo que es necesario estabilizar la proteina, es decir adicionar estados de
protonacion, tautomerias, puentes disulfuro, libertar de giro y finalmente minimizar como

fue en el caso de HR1.

Figura 7.1. Comparacion de modelos A) plantilla 7BTS

y B) modelo de H2R obtenido por homologia.
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Una vez afiadido los estados de protonacion se puede observar en la figura 7.2 en la imagen
de la izquierda (A) que las regiones en rojo disminuyeron y aunque la proteina predomina
los colores azul marino y azul claro, en primera instancia se puede esperar un acoplamiento
débil del ligando o en el peor de los casos nulopuesto que en el sitio activo tedrico las hélices
estan en colores azules claro que indican baja identidad de la estructura. En la figura 7.2, la
imagen de la derecha (B) podemos observar la molécula con las interacciones

intermoleculares necesarias (como puentes de hidrogeno entre otras) y enlaces disulfuros.

Figura 7.2. A) modelo en 3D preprocesado con estados de protonacion, B) modelo con

enlaces optimizados y puentes de hidrogeno formados.
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Figura 7.3 Modelo minimizado del receptor de H2R
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Con los modelos optimizados y con la formacion de puentes de hidrogeno, es necesario
establecer si el modelo es 6ptimo y particularmente, en este caso para el H2R se obtuvo una
energia de -851.98 kcal/mol, lo que indica una alta estabilidad del sistema, lo cual lo vuelve
idoneo para el uso de este en estudios tedricos. Tras la obtencion del modelo minimizado de
H2R (figura 7.3), podemos observar que el contenido dentro del 6valo azul hay unidades de
histidina, pero estas no generan movimiento. En las regiones encerradas con dvalos verde y
rosa podemos encontrar sitios que permiten giros, al tener movimiento permite que esta se
pueda mover, sin embargo, estas partes se ven limitadas por la region superficial. En la parte
superior de la region de alfa hélices, encontramos una region naranja que tiene dos histidinas
en su forma neutra y cuenta con varios giros en ese sitio, mientras que, en la region inferior,
en la region morada igual se encuentran giros, pero no hay histidinas, para el resto los
movimientos o presencias de histidinas son minimas, lo cual nos hace suponer que el ligando
se acopla a la zona con dvalos naranjas o morados, garantizando este sitio como el de acceso

del ligando endogeno.

Tras estudiar todo el modelo y todas las fases de preparacion, esta proteina no resulta tan
viable para el acoplamiento y soporte en una matriz, debido a que las zonas de giro estan en
el centro del poro de alfas hélices lo que podria causar un mal anclaje a la matriz que se trate
de usar, mientras que el resto de la proteina si es suficientemente estatica para un soporte
adecuado en una matriz de grafeno o de nanotubos si fuera el caso de estudio, de igual forma
que con el HIR y su posible acoplamiento a la matriz se deberd garantizar que el sitio de
union, el cual se precice esta dentro de los circulos sefialados en morado y rosa de la figura
7.3, asi que dicha inmovilizacion tedrica deberia ser en paralelo a esta region o perpendicular
en la parte superior, porque debera estar disponible para la entrada de la histamina y para la

deteccion de los niveles de la misma.

5.1.3 Receptor de Histamina tipo 3 (H3R)

La liberacion de neurotransmisores esta modulada por receptores presinapticos de histamina
tipo 3, ubicados en las neuronas histaminérgicas, noradrenérgicas y otras neuronas no
hehistamérgicas del sistema nervioso central y periférico. Este receptor se ha usado para

explorar mas a fondo su funcion farmacologica, a través de farmacos neuropsiquiatricos
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clinicamente relevantes para detectar la actividad del receptor, Wellendorph et al.
identificaron un pequeilo numero de antipsicoticos que poseen una actividad antagonista
significativa [73,74]. Sin embargo, a pesar de su potencial uso no se tiene una estructura
cristalizada en bases de datos, afortunadamente contamos con el codigo PDB de la secuencia

protéica.

Para el receptor de Histamina tipo 3, no se cuenta con el cristal, probablemente por las
mismas razones que para el tipo 2 (dificultad de estabilidad de la proteina, cristales de muy
baja calidad, la no produccién suficiente de la proteina en sistemas recombinantes etc.). De
las dos opciones de modelado, se optd por el modelado por homologia. Al analizar la
secuencia del H2R con un buscador de homologia obtuvimos como resultado la proteina con
codigo pdb 4U15 que corresponde a la estructura del receptor muscarinico de acetilcolina
M3 (ver figura 8), donde podemos observar una gran similitud al HR1, una region de hélices
o compactadas como poro y una segunda region con hélices o anexa en una segunda region,

lo que indica que puede ser una buena plantilla de trabajo.

Figura 8. Modelo 3D de 4U15 obtenido del Protein Data Bank [62].

Para comparar y seleccionar analizamos si esta plantilla era ideal, buscamos que el
alineamiento entre las dos proteinas encontramos tuvieran una identidad superior al 30% (ver

figura 9) particularmente en la region primera con una zona de 47% identidad. Lo cual indica
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un alto porcentaje de identidad que nos permite usarla como plantilla base para realizar el

modelado por homologia.

Podemos observar la presencia de espacios entre los alineamientos que va de entre 1-3
aminoacidos por espacio, cabe destacar que si bien que la plantilla carece de identificacién
en la region de 161 a 168, dado la secuencia de referencia de HR3 se logra modelar por la
estabilidad de los aminoacidos en esta region, también hay un cambio en la secuencia de
aminoacidos que indican una preferencia de color en el modelo final una moélecula de acido
glutdmico en lugar del triptéfano que coincide para la plantilla y el H3R, el resto tuvieron
por caso contrario cambios de aminoacidos mayoritariamente hidrofobicos y de cadena corta

por aminoacidos aromaticos como Fenilalanina (F), Tirosina(Y), Triptofano(W).

De la region 177-198 que esta sefialada en azul, encontramos cambios para los 3
alineamientos pues predomina la presencia de aminodcidos polares sin carga e hidrofobicos
(excepto 184 y 191 donde conservan la plantilla y el modelo el mismo aminoacido) la
mayoria son de cadena corta y se puede notar la constante presencia de fenilalaninas (F). De
la region 211-234 (sefialada en rosa) hay una notable diferencia entre aminoacidos, se puede
observar la correspondiente a la secuencia del modelado que cambié la mayoria de los
amindcidos (de la plantilla y el H3R) por Prolinas, siendo estas de diferentes categorias
(aromaticos, polares, hidrofobicos etc.) a las que tenian las otras secuencias alineadas. Por
ultimo de la region 396 en adelante no hay secuencia para el modelo obtenido, sin embargo
estos no afectan el modelado pues se encuentran al final de la cadena de la proteina lo cual
no impide alguna parte de la estructura y su conformacion en los posibles sitios de union de

nuestra molécula de interés.
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Figura 9.1. Comparacion de modelos A) plantilla 4U15 y

B) modelo de H3R obtenido por homologia.
Se procedid a obtener el modelo observado en la figura 9.1, a la izquierda (A) tenemos la
plantilla donde se observan claramente las dos regiones, primero la correspondiente al sitio
citoplasmadtico en colores desde naranja hasta amarrillo, y en la segunda parte la region verde
a azul correspondiente a la region homologa del sitio activo del receptor de histamina, a la
derecha (B) encontramos el modelo obtenido, en dos tonos de azul, siendo el azul marino la
regiones de alta identidad y las azul claro de baja identidad, observando una alta confiabilidad
del modelo, en rojo se encuentras las asas o loops que se podrian interpretar de baja
confiabilidad pero la realidad es que se debe al libre giro de las mismas, por lo que es
necesario estabilizar la proteina, es decir adicionar estados de protonacidn, tautomerias,
puentes disulfuro, libertar de giro y finalmente minimizar como fue en el caso de HIR y

H2R.
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Figura 9.2. A) modelo en 3D preprocesado con estados de protonacion, B) modelo con

enlaces optimizados y puentes de hidrogeno formados.

Tras la adicion de los estados de protonacion que se observa en la figura 9.2 en la parte A, se
puede observar un resultado favorable del modelado por homologia pues los colores azules
(marino y claro) predominan en la estrctura modelada y a pesar de la presencia de colores
rojos que son indicativos de una baja identidad éstas no interfieren en el sitio actvio que
hemos venido prediciendo con base en el sitio de union del H1R, posteriormente al llevar a
cabo la optimizacién del modelo a través de las interacciones moleculares observadas en la
parte B de la figura; obtuvimos una estructur mas facil de estudiar, en ella vemos la presencia

de Histidinas las cuales permiten el libre giro.
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Figura 9.3. Modelo minimizado de H3R.
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Con los modelos optimizados (figura 9.3) y con la formacion de puentes de hidrogeno, es
necesario establecer si el modelo es Optimo y particularmente, permitir el libre giro de
sistemas como histidina, cisteinas y tirosinas, por lo que al minimizar el sistema completo se
obtuvo una energia de -987.93 kcal/mol, lo que indica una alta estabilidad del sistema, lo cual
lo vuelve idoneo para el uso de este en estudios teoricos. La region contenida en el 6évalo
naranja contiene 2 histidinas en estado naturales presentan libre giro y da paso a la entrada
de moléculas de control, como el ligando enddgeno. Dentro del évalo rosa podemos observar
un Flip (giros libres) entre las dos regiones de la proteina, lo que indica el movimiento libre
de la parte correspondiente a la citoplasmatica. La region contenida en el 6valo morado es la
region que tiene mas giros libres comparando con el HIR y H2R en ese sitio en especifico
ademas de la presencia de 2 histidinas. La region que contiene el dvalo azul en la parte de
debajo de igual forma cuenta con un giro libre y la presencia de 3 histidinas. Podriamos
considerarlo un buen modelo para el disefio del biosensor pero en especifico, al tener varios
giros esto podria traer una dificultad para el acoplamiento a la matriz que se pretende usar
por lo que lo anterior indica que no podremos tener resultados favorables respecto al papel

del H3R posterior a su union a un soporte.

5.1.4 Receptor de Histamina tipo 4 (H4R)

De acuerdo a los trabajos de Tiligada et al. y Deiteren et al., el receptor H4 por la histamina
es mucho mayor que la del receptor H1, H2 y su papel en la anafilaxia que radica en la
intensificacion de la quimiotaxis de eosinofilos y mastocitos y la expresion de moléculas de
adhesion, la movilizacion y diferenciacion de monocitos, linfocitos Th1l/Th2 y la
estimulacion de la produccidn de citocinas y quimiocinas por células dendriticas y linfocitos
T, ademas de ser una posible diana terapéutica en el tratamiento de trastornos
gastrointestinales [52,53]. Sin embargo, a pesar de su potencial uso como diana terapéutica,
no se cuenta con la estructura de dicho receptor cristalizado, por lo que se realizo de igual
forma un modelado por homologia. Al analizar la secuencia del H4R con un buscador de
homologia obtuvimos como resultado la proteina con codigo pdb 4U15, la cual es igual a la
usada para el modelado del receptor H3 (ver figura 8), esto se debe probablemente a que

cuentan con regiones conservadas en region de hélices a compactadas como poro. En ella
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podemos observar, en la segunda region con hélices o anexa hay cambios, pero estos son

minimos, lo que indica que esta de igual forma puede ser una buena plantilla de trabajo.

Comparamos si la plantilla anteriormente seleccionada era ideal, asi que buscamos que el
alineamiento entre las dos proteinas encontramos tuvieran una identidad superior al 30% (ver
figura 10), particularmente en la region primera con una zona de 51% de identidad. Lo cual
indica un alto porcentaje de identidad que nos permite usarla como plantilla base para realizar
el modelado por homologia. En el alineamiento de homologia entre H4R, el receptor
muscarinico de acetilcolina M3 y y el modelo obtenido, podemos observar lan presencia de
espacios entre los alineamientos que va llegan a tener hasta 23 espacios (de la 310-332) de

aminoacidos por espacio.

En la region 161-168 (safialada en rojo) hay un cambio en la secuencia de aminoacidos que
indican una preferencia de color en el modelo final una mélecula de acido glutamico en lugar
de el triptofano que coincide para la plantilla y el H3R, el resto tuvieron por caso contrario
cambios de aminoacidos mayoritariamente hidrofébicos y de cadena corta por aminoacidos
aromaticos como Fenilalanina (F), Tirosina(Y), Triptéfano (W). De la region 177 -198 que
esta sefialada en azul, encontramos cambios para los 3 alineamientos pues predomina la
presencia de aminoacidos polares sin carga e hidrofobicos (excepto 184 y 191 donde
conservan la plantilla y el modelo el mismo aminoacido) la mayoria son de cadena corta y se
puede notar la constante presencia de fenilalaninas (F). De la region 211-234 (sefialada en
rosa) hay una notable diferencia entre aminoacidos, se puede observar la correspondiente a
la secuencia del modelado que cambi6 la mayoria de los aminécidos (de la plantilla y el H3R)
por Prolinas, siendo estas de diferentes categorias (aromaticos, polares, hidrofébicos etc.) a

las que tenian las otras secuencias alineadas.

Por ultimo de la region 396 en adelante no hay secuencia para el modelo obtenido, sin
embargo estos no afectan el modelado pues se encuentran al final de la cadena de la proteina
lo cual no impide alguna parte de la estructura y su conformacién en los posibles sitios de

union de nuestra molécula de interés.
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Figura 10. Proceso de alineamiento con el RHR con la prote

61



Figura 10.1 Comparacion de modelos (A) izquierda plantilla 4U15 y (B) derecha modelo
de H4R obtenido por homologia.

Se realiza el modelado 3D del receptor muscarinico de acetilcolina M3 y se observa las
caracteristicas estructurales de la proteina, esto nos permite a primera instancia observar la
similitud entre las estructuras de los anteriores receptores modelados y el que ya esta
cristalizado. En la figura 10.1 podemos observar la comparacion entre el modelo obtenido de
la plantilla4U15 y el modelo obtenido para el H4R. Se puede observar un resultado favorable
del modelado por homologia pues los colores azules (marino y claro) predominan en la
estrctura modelada y posteriormente al llevar a cabo la optimizacion del modelo a través de
las interacciones moleculares observadas en la parte A para el preprocesado con estados de
protonacion y B para la adicidon de enlaces optimizados y puentes de hidrogeno formados
(ver figura 10.2) obtuvimos una estructur més facil de estudiar, en ella vemos la presencia

de Histidinas las cuales permiten el libre giro.
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Figura 10.2 A) modelo en 3D preprocesado con estados de protonacion, B) modelo con

enlaces optimizados y puentes de hidrogeno formados.

En la figura 10.2 podemos observar el modelo con estados de protonacion en el que se
muestran la estrcutura y su identidad, en tonos de azul marino, claro y rojo siendo el azul
marino la regiones de alta identidad y las azul claro de baja identidad las cuales estan en
mayor proporcidn, en rojo se encuentras las asas o loops que estas se podrian interpretar de
baja confiabilidad pero la realidad es que se debe al libre giro de las mismas. Se espera que
la union del ligando a dicho receptor se lleve a cabo de manera correcta, esto se comprobara

mas adelante con los estudios de simulaciones de interaccion.
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Figura 10.3 Modelo minimizado del H4R

Al minimizar el sistema completo se obtuvo una energia -1089.32 kcal/mol, lo que indica la

mayor estabilidad del sistema, lo cual lo vuelve el candidato més idoneo para el uso de este
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en estudio teorico. La region contenida en el dévalo naranja contiene histidinas en estado
naturales presentando libre giro que probablemente den paso a diferentes ligandos ligando
endogenos pero principalmente el la Histamina que es la que nos interesa. Dentro del évalo
rosa podemos observar una histidina en su forma natural y el giro libre entre las dos regiones
de la proteina, lo que indica el movimiento libre de la parte correspondiente a la
citoplasmatica. En la region correspondiente a la zona inferior con alfas hélices que forman
un poro y que esta encerrada en 6valo verde podemos observar la presencia de 2 histidinas
en forma natural y giros libres. La region contenida en el 6valo azul cuenta con varios giros
libres y una sola Histidina los cuale se encuentran en el poro de la estructura de las alfa
hélices porque da paso a la entrada de moléculas de control como ligandos que ineraccionan
con esa parte de la region. Podriamos considerarlo un buen modelo para el disefio del
biosensor siempre y cuando se considere que al tener varios giros esto podria traer una
dificultad para el acoplamiento a la matriz, por lo que la zona mas Optima para su
acomplamiento se encuentra en la zona de la region inferior izquierda de la estructura que

tiene una alfa hélice en color verde que no contiene histidinas ni giros libres.

5.1.5 Receptor de PAF (PAFR)

La oxidacion de las LDL (lipoproteinas de baja densidad) fragmenta y deriva los residuos de
acidos grasos en la posicion 2 de las fosfatidilcolinas que componen la cascara de las LDL,
un evento que permite que ciertos fosfolipidos oxidados interactien y activen el PAFR [75].
Una clase de compuestos inflamatorios generados oxidativamente son los fosfolipidos que
imitan estructuralmente el PAF, los lipidos similares al PAF. Por lo tanto el receptor de PAF
se considera una importante diana farmacoldgica para tratar el asma, la inflamacion y las
enfermedades cardiovasculares. Cao et al. identificaron y cistalizaron dicho complejo de
estructuras, apoyadas por el acoplamiento molecular de PAF, proporcionando, informacién
sobre los mecanismos de reconocimiento de sefales del PAFR, haciendo posible encontrar
las estructuras cristalinas del PAFR humano a traves de un complejo con el antagonista SR
27417 y el agonista inverso ABT-491[76]. La informacién anterior nos permitié realizar el
modelado 3D sin tener que recurrir a un alineamiento por homologia (ver figura 11). En

términos generales PAFR esta compuesto por dos regiones al igual que los receptores de
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histamina, una region de hélices o compactadas como poro y una segunda region con hélices

a y laminas beta anexadas en dicha region.

Figura 11. Modelo 3D del PAFR con codigo pdb 5ZKP.

Podemos observar el modelo 3D de PAFR con codigo pdb SZKP obtenido para este estudio
(ver figura 11). El modelo tiene una estrutura similar a los HxR de este estudio; tanto los
HxR y PAFR se encuentran acoplados a la proteina G den la parte externa de la membrana
de las células, eso explicaria por qué tienen una similitud estructural, ahora corresponde
revisar si la interaccion de los ligandos ocurre en sitios de acomplamiento similares tanto
para histamina como para PAF. En la figura 11.1 podemos observar (A) el preprocesado con
estados de protonacion y (B) se obtuvo el modelo con enlaces optimizados y puentes de

hidrogeno formados.
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Figura 11.1. Modelo 3D de PAFR con cédigo pdb 5ZKP , A) modelo en 3D preprocesado
con estados de protonacion, B) modelo con enlaces optimizados y puentes de hidrogeno

formados.
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Figura 11.2. Modelo 3D minimizado del PAFR obtenido de un complejo con el
antagonista SR 27417 y el agonista inverso ABT-491, con cédigo pdb SZKP.

Al minimizar el sistema completo (ver figura 11.2) se obtuvo una energia -978.31 kcal/mol,
lo que indica la mayor estabilidad del sistema, lo cual lo vuelve el candidato mas idoneo para
el uso de este en estudio tedrico. Partiendo del analisis de la region encerrada en un circulo
azul podemos observar la gran cantidad de Histidina presente en su forma acida (HIE), basica
(HIP) y normal (HIS), y giros libres que contiene la parte inferior de la region del receptor

que va del naranja al amarillo, en la misma regidon pero un poco mas hacia arriba podemos
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encontrar encerrada en un dvalo rosa otra Histidina en forma normal y la presencia de varios

giros libres.

Todo lo anterior indica que en esa region no es apta para realizar el acomplamiento al grafeno
en algunas de esas zonas pues al existir dichos movimientos, estos causarian un mal
acompalmiento o desprendimiento del receptor despues de el acomplamiento al momento de
llevar a cabo el desarrollo experimental in vitro. En la region la region morada de PAFR se
encuentran giros libres en la parte de la alfa hélices (encerrada en naranja) y en esa misma
region del lado izquierdo a un lado en la parte inferior de ldminas beta plegadas (encerrada
en verde) observamos un giro libre lo que podria no permitir el acoplamiento a la matriz,
pero debido a la presencia de dicha estructura de lamina beta le confiere rigidez en esta
region, volviéndola estable y con baja movilidad lo que nos indica una estabilidad latente de
esta proteina, pudiéndose colocar en ultima interaccion para el contacto con la muestra
biologica ya que al ser esta region fija no da lugar a degradacion primaria, dado que estos
enlaces peptidicos no estan favorecidos para hidrolisis la firmeza suficiente para el anclaje.
Con base en todos los modelos A continuacion se muestra en la figura 12 una imagen de

todos los modelos obtenidos y las energias de estabilidad correspondientes.

E) PAFR

-973.58 kcal/mol -851.98 kcal/mol -987.93 kcal/mol -1089.32 kcal/mol -978.31 kcal/mol

Figura 12. Modelos obtenidos por los cristales A)3ZRE de H1R y 5ZKP de PAF, asi como
los obtenidos por homologia B)H2R, C)H3R y D)H4R
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5.2 Analisis de interaccidn con ligandos enddgenos.

Los receptores humanos de histamina HIR y H2R constituyen dianas farmacologicas
importantes, mientras que los H3R y H4R se puede considerar un potencial pero carecen de
muchos estudios en el area. En primera instancia para comprender el funcionamiento de cada
hHxR (simologia para designar los sub receptores de histamina) y poder extrapolar a una
aplicacion como lo son los biosensores, es necesario estudiar como se comporta cada receptor
frente a la histamina (ligando endogeno del mismo). Los estudios con sistemas nativos y
recombinantes respaldan el concepto de conformaciones de receptores especificas de
ligando, que abarcan agonistas y antagonistas [44]. Para estudiar este comportamiento se
puede realizar mediante técnicas de biologia molecular, pero debido a su alto costo se vuelve
improductivo, una alternativa son los estudios denominados bioinformaticos, Al realizar los
estudios de interaccion de los receptores con sus respectivos ligandos endogenos presentados

en la tabla 1. que se muestra a continuacion.

Tabla 1. Valores de energias del acoplamiento (EA) de la histamina con los diferentes

receptores de histamina.
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5.2.1 Interaccidon de Histamina con HI1R.

Figura 12. Modelo 3D de las interacciones de Histamina con HIR

En la figura 12 se puede observar la interaccion de la Histamina en el interior de las alfa
hélices que forman un poro que correponde a la zona inferior del receptor HIR. Marcado en
azul se muestra la histamina al interior del poro, y se pueden observar las interacciones con
alguno de los &minoacidos de las alfa helices naranjas y amarillas. En la figura 12.1 mediante
un docking molecular, podemos observar de mejor forma las interacciones en el
acomplamiento ligando-receptor con cada uno de los aminacidos con los que interactua. Se
demuestra que el sitio de unién ocurrié en donde se habia predicho en la seccion del modelo

del HIR (ver figura 4).
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Figura 12.1 Interaccion Histamina con &minoacidos del H1R.

La cadena terminal de la Histamina se une mediante un puente de Hidrégeno con el Acido
aspartico-107. Se puede observar una interacciéon n-n (linea verde) con el anillo de la
Histamina y la Fenilalanina-432, dicho anillo posee un espacio para disolventes como agua
(sefialado en la figura con circulo gris). La Serina-111, Tirosina-112 y Serina-114
interaccionan mediante cargas polares con la parte del anillo y un lateral de la cadena de la
histamina, mientras que Isoleucina-454 y Triptéfano-158 interaccionan mediante cargas

hidrofobicas.
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5.2.2 Interaccién de Histamina con H2R.

Se realiz6 el docking molecular para la union de histamina y el receptor de histamina tipo 2,
pero no se logré obtener un resultado favorable, es decir, no hubo interacicon ligando-
receptor. Para entender qué es lo que impedia el acoplamiento se procedidé a analizar y
comparar el modelado tridimensional de H2R (ver figura 7.3) con los demas modelados por

homologia que obtuvimos.

El modelado de H2R no cuenta con las dos regiones que si se pueden observar (para
ejemplificar) en la figura 5 (region 1 en color morado y regidn 2 correspondiente a las hélices
a compactadas como poro en colores rojas, naranjas y amarillas), al igual que lo que se puede

observar en la figura 7.1 si comparamos las imagenes A y B y sus respectivas regiones.

Lo anterior indica que las capacidades de interaccion del receptor modelado estan
relacionadas con alguno de los aminodcidos faltantes en el modelo de H2R, asi que
comparamos las 3 interacciones con los receptores HIR, H3R y H4R e identificamos aquellos
aminoacidos que tenian un papel importante en la interaccion del ligando-receptor que no se

encuentran en H2R.
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5.2.3 Interaccidon de Histamina con H3R.

Figura 13. Modelo 3D de las interacciones de Histamina con dminoacidos del H3R.

En la figura 13 se puede observar la interaccion de la Histamina en el interior de las alfa
hélices que forman un poro que correponde a la zona inferior del receptor H3R. Los

resultados indican una similitud de interaccion en la zona de las estructuras de HIR y H3R
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Figura 13.1 Interaccion de Histamina con dminoacidos del H3R.

Hay dos interacciones mediante puentes de hidrogeno (flecha rosa) que corresponden a la
cadena terminal de la histamina con Glutamato y otra interaccion del Aspartato con el
hidrégeno de un nitrégeno que forma parte del anillo aromatico. Se conserva una interaccion
n-1t (linea verde) en el anillo aromatico de la Histamina, pero esta vez se lleva a cabo con la
Tirosina-115, dicho anillo posee un espacio para disolventes como agua (sefialado en la

figura con circulo gris).

La Histamina se encuentra con interacciones mediante carga hidrofébicas desde el
aminoacido 110 al 118 y hay menos interacciones de cargas polares correspondientes a Serina
119,120y 121 y estas se encuentran en la cadena terminal de la histamina, estas interacciones
generan un mejor acoplamiento con el receptor H3R a diferencia del HIR lo que resulto en

un incremento en la energia de acoplamiento, esto debido a los cambios particulares en la
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secuencia del sitio activo, ademas al observar el sitio de interaccion se puede denotar que no
entra dentro de las regiones de libre movimiento marcadas anteriormente lo que garantiza un

buen acoplamiento ademas de que este sea estable.

5.2.4 Interaccidon de Histamina con H4R.

Figura 14. Modelo 3D de las interacciones de Histamina con aminoacidos de H4R.

Para el receptor tipo 4 de Histamina se observa que la interaccion con la histamina ocurre en
la region inferior, sin embargo esta no se realiza en la misma zona de el poro que se forma
con las alfa helices de la proteina, se osberva una interaccion mas orientada a la alfa helice

mostrada en amarillo.
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Figura 14.1 Interaccion de Histamina con dminoacidos del H4R.

En el analisis correspondiente del ligando endogeno y H4R no existe presencia de
interacciones polares, el ligando se encuentra rodeado de interacciones a través de cargas
hidrofobicas con un gran nimero de aminoacidos que lo rodean, sin embargo, hay un nimero
mayor de interacciones con puentes de hidrogeno de la cadena terminal de la Histamina con
Asparagina-104 y Valina-137, de igual forma hay una doble interaccion de uno de los
hidrégenos del anillo con Val 137 y Alanina 138 (flechas Rosas). Se conserva la interaccion
nnt, esta vez entre el anillo del ligando y la Tirosina 103 (flecha verde). Todo lo anterior
sugiere que a pesar de que no hay presencia de cargas polares, estas se compensan con el alto
numero de puentes de hidrogeno y la presencia de la interaccion nr. Esta tltima interaccion

se encuentra presente en los 3 resultados del analisis realizado, lo que sugiere que desempefia
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un papel importante en la interaccion del ligando endogeno y los 3 receptores de histamina

analizados en esta parte del estudio.

Con base en la informacion de literatura y de los resultados obtenidos se determind que el
receptor que se utilizard como primer elemento de reconocimiento sera el HIR por su valor
de EA=-5.178 lo que indica que pasado el tiempo la medicion podria debilitarse y el sistema
ligando-receptor podria desacoplarse sin embargo es a través del receptor H1 que la histamina
aumenta la capacidad de las células presentadoras de antigenos, aumenta la liberacion de
histamina y otros mediadores de los mastocitos y basoéfilos, regula la inmunidad humoral y
el cebado de Th, la proliferacion de Thl y la produccion de IFN-y, su papel desencadenante
nos indicaria que la afinidad de histamina por HIR en la medicion seria una primera sefial
activacion de mecanismos responsables de la an afilaxia. En segundo lugar seria el receptor
H4R que tuvo una EA= -6.023 y cuyo papel en la anafilaxia es la intensificacion de la
quimiotaxis de eosindfilos y mastocitos, la movilizacion y diferenciacion de monocitos,
linfocitos TH1 / TH2 y la estimulacion de la produccién de citocinas y quimiocinas por
células dendriticas y linfocitos T, ademas de que la histamina muestra una alta afinidad por

este receptor donde el pKi para este es de 7.8 en comparacion a H1 con pKi de 4.2 [52,53].

El altimo receptor que se usara para el disefio es el H3R, este receptor se encuentra en el
hipotalamo y su estimulacion dificulta la liberacién de norepinefrina, esto luego contribuye
al shock [21]. Su seleccidn y participacion al final no estd definida por su actividad o papel
en la anafilaxia sino por su alto valor de energia de acoplamiento pues tiene una EA=-6.253,
lo cual permitiria realizar mediciones aun después de cierto tiempo y menor posibilidad de
una disminucién en las sefales obtenidas por la medicion de histamina presente. De esta
forma el orden del biosensor sera HIR, H4R y H3R (ver Tabla 2) para asi proponer un disefio

bien estructurado y pensado para una efectiva medicion de predispocisicon a anafilaxia.
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Tabla 2. Orden de inmovilizacidon en el biosensor a disefiar

Receptor HIR H4R H3R
Seleccion es principal receptor pKi de 7.8 lo que muestra Muestran un papel
desencadenante de los una alta afinidad y imporatnte en la
mecanismos que permitiria la medicion de intensificacion de la
conducen a la histamina en el transcurso quimiotaxix de
anafilaxia. del tiempo sin riesgo aun  eosindfilos y mastocitos.

desacoplamiento rapido.

EA Valor relativamente Valor de EA -6.023 lo que Valor de EA de -6.253, el
bajo de EA de -5.178 en indica alta afinidad. cual fue el mayor.
comparacion de los otro

HxR.

Energias -973.58 kcal/mol -1089.32 kcal/mol, -987.93 kcal/mol

g: tabilida presenta la mayor energia

d de estabilidad.

Como hemos visto los receptores estdn formados de dos regiones (ver figura 5 como
referencia) una superior (color morado) y una infrerior (color rojo y naranja) que esta
compuesta de hélices alfa formando un poro que es donde interactta el ligando en cada uno
de los HxR. No se podria inmovilizar en la region superior (region morada) primero porque
dicha zona es de menor tamafio al poro donde ocurre la interaccioén y segundo, debido a que
la unién de ambas regiones sucede por la cadena de aminoacidos que componen al receptor
y es en estos sitios que ocurren Flips (giros libres) lo cual genera movimiento en esa zona y
el receptor estaria realizando constantes giros que no permitiria que la regién de acoplamiento

se mantenga fija.

5.2.1 Interaccion de PAF con PAFR.

Para analizar la interaccion de PAF con su receptor decidimos buscar en PubChem la
estructura del ligando y algunas moléculas estructuralmente similiares a PAF asi que

realizamos un docking molecular de las diferentes interacciones del receptor con aquellos
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ligandos que tienen una estructura altamente similar que difieren unicamente en algunos
enlaces moleculares a lo largo de la cadena, los PubChem CID son: 124663, 108157,
2733535. Al realizar los estudios de interacccion de los receptores con sus respectivos

ligandos enddgenos se obtuvo la tabla 2.

Tabla 2. Valores de energia de los diferentes ligandos analogos
al factor activador de plaquetas (PAF)
Ligando mcPAF PAF C-16-d4 CI18-PAF
Energia de Acoplamiento (EA) -6.497 -8.061 -8.284

> Interaccion de mcPAF con PAFR

Figura 15. Modelo 3D de las interacciones del factor activador de plaquetas

metilcarbamil (mcPAF, PubChem CID 124663) y PAFR.

El mc-PAF (1-O-hexadecil-2N-metilcarbamil-sn-glicero-3-fosfo-colina) es el agonista de

PAF no hidrolizable, en conjunto con PAF evocan un colapso del cono de crecimiento
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neuronal dependiente de la dosis; mc-PAF es un compuesto con usos potenciales en la

purificacion de receptores PAF y la produccion de anticuerpos [58,59].
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Figura 15.1 Interaccion del receptor del factor activador de plaquetas (PAFR) con

metilcarbamil PAF(mcPAF), PubChem CID 124663.

El analisis demostré un acoplamiento de mcPAF con PAFR mediante la interacciones de uno
de los oxigenos libres del fosfato que realiza una interaccion con la Tirosina 177 y el extremo
de la carga negativa del oxigeno, en la cadena terminal del extremo derecho podemos
observar una interaccion entre el anillo aromatico de la Fenilalanina 97 y la carga positiva
del nitrogeno. La parte larga de la cadena lipidica y también el nitrégeno terminal poseen
espacios para disolventes como agua (sefialadas en la figura a, parte sefialada con circulos
grises a lo largo de la cadena lipidica). Predominan las interacciones hidrofobicas con el
ligando metilcarbamil PAF. La interaccion polar la histidina en su forma acida (HIE 188)
con la parte media de la estructura de mcPAF. Podemos encontrar una histidina en su forma
basica (HIP 275) pero esta no interactia con el ligando. Lo anterior muestra como al ser un

fosfolipido prenominan las interacciones hidrofobicas.
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> Interaccidon de PAF C-16-d4 con PAFR

Figura 16. Modelo 3D de las interacciones del factor activador

de plaquetas C-16-d4 (PubChem CID: 108157) y PAFR.

PAF C-16-d4 (2-[[(2R)-2-acetiloxio-3-hexadetoxiproproxido]-hidroxifosfori] oxietil-
trimetilazanio), contiene cuatro atomos de deuterio en las posiciones 7, 7', 8 y 8' del resto
hexadecilo y est4 disefiado para usarse como estandar interno para la cuantificacion de PAF
C-16 por GC- o LC- espectrometria de masas. El PAF-C16-d4 es un analogo del PAF-C16,
un fosfolipido bioactivo que se ha implicado en diversos procesos fisiologicos y patologicos.
Es un potente mediador de la migracion de neutrofilos, la produccion de especies reactivas
de oxigeno e IL-6 en macrofagos humanos. Es un mediador mas potente de la agregacion

plaquetaria que el PAF C-18 [77-80].
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Figura 16.1 Interaccion del receptor del factor activador de plaquetas (PAFR)
con PAF C-16-d4, PubChem CID: 108157.

Los resultados bioinformaticos muestran que el oxigeno cargado negativamente interacciona
con la Glutamina 252 mediante un puente de hidrégeno y con la histidina en su forma bésica
(HIP 275). Otro de los oxigenos del grupo fosfato interacciona con la tirosina 177; tambien
se puede observar una interaccion entre el anillo aromadtico de la fenilalanina 97 y la carga
positiva del nitrégeno. La parte larga de la cadena lipidica y también el nitrégeno terminal
poseen espacios para disolventes como agua (sefialadas en la figura con circulos grises). Lo
anterior muestra que las interacciones que predominan en el acoplamiento son de tipo

hidrofobicas.

» Interaccion de C18-PAF con PAFR
La estimulacion antigénica de mastocitos cultivados derivados de médula 6sea sensibilizados
con desgranulacion celular inducida por IgE monoclonal especifica y la biosintesis de PAF-

aceter (C18-PAF) se lleva a cabo a través de la via de desacilacion/acetilacion [81-83]. C18-
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PAF es un vasodilatador renal, pero es menos potente e hipotensivo que PAF C-16-d4; tanto
C16-PAF como C18-PAF realizan actividades neurotoxicas y neuroprotectoras que causan
la muerte del paciente al presentar un proceso anafilactico, independiente del receptor PAF,
pero sefalan a través de diferentes vias. La activacion de PAFR por C18-PAF es
proapoptética y desencadena la muerte independiente de la caspasa en las neuronas

deficientes en el receptor de PAF [84,85].

/ ( -

Figura 17. Modelo 3D de las interacciones del factor activador de plaquetas-aceter

(C18-PAF, PubChem CID: 2733535) y PAFR.

La figura del modelo tridimensional muestra que, en las interacciones moleculares, la
participacion de las histidinas tienen una participacion notable en el acoplamiento de la
molécula de C18-PAF con el receptor que se acopla en la region porosa que forma las alfa

helice de la parte inferior de la proteina.
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Figura 17.1 Interaccion del receptor del factor activador de plaquetas (PAFR) con el factor

activador de plaquetas-aceter (C18-PAF), PubChem CID: 2733535.

El docking molecular muestra que para C18-PAF uno de los oxigenos del fosfato realiza una
interaccion con la Tirosina 177 mientras que el oxigeno con doble enlace interactia mediante
un puente de hidrogeno con la glutamina. Se puede observar la presencia de una histidina en
su forma basica (HIP 275) sin embargo esta no tiene una interaccion con el ligando. La parte
larga de la cadena lipidica y también el nitrogeno terminal poseen espacios (sefialados en la

figura con circulos grises) para disolventes como agua.

Debido a que PAF C-18 y C-16d4 estan relacionadas en los procesos que conllevan a la
anafilaxia, el receptor cumple la funcion de reconocer los ligandos y por lo tanto es posible
utilizar a PAFR como receptor biologico del biosensor. Lo anterior sugiere que de acuerdo
al método de deteccion se tendria que considerar que los agonistas de PAF van a mostrar
diferentes sefiales de respuesta en la medicion pero esta no cambia mucho debido a que los
cambios entre moléculas son minimos. Por ello, se concluye que PAFR muestra una buena

interaccion con los ligandos endogenos y puede ser utilizado para el disefio del biosensor.

85



Tabla 3. Resultados de los valores de las energias de estaibilidad de los receptores de

histamina (HxR), PAFR y las energias de acoplamiento de los complejos ligando-receptor.

Receptor Energia de estabilidad EA del complejo histamina-HxR
HIR -973.58 kcal/mol -5.178
H2R -851.98 kcal/mol N/1
H3R -987.93 kcal/mol -6.253
H4R -1089.32 kcal/mol -6.023
PAFR -978.31 kcal/mol e
Ligandos Agonistas PAF EA del complejo PAFR-agonistas
mcPAF -6.497
PAF-C16-d4 -8.061
CI18-PAF -8.284

Los resultados evidencian que H4R, H3R y PAFR son los modelos més negativos; ya que
valores mas negativos indican mayor estabilidad, estos tres receptores fueron los mejores
modelos. Sobre las energias de acoplamiento (EA), PAFR tuvo mayores valores respecto a
los mostrados con la histamin y sus receptores, siendo PAF-C16-d4 y C18-PAF los agonistas
con valores de EA mas negativos, lo que indica un mejor acoplamiento y afinidad de dichos
agonistas con PAFR. Histamina mostr6 mejor acoplamiento con el receptor tipo 3 seguido
de H4R, el valor de H1R fue menor en comparativa a los antes mencionados y H2R mostr6
nula interaccién. Los motivos de estas diferencias residen en los tipos de interacciones
moleculares de cada complejo ligando-receptor. De este trabajo se identificd que para el
complejo histamina-HxR las interacciones los enlace pi-pi que se dan entre los orbitales de
los aromaticos, asi como los puentes de hidrogeno desempefiaron un papel importante en el
acoplamiento, dichos puentes se dan entre los residuos de los aminodcidos salvo el caso de
el H3R donde la Valina-137 y Valina-138 al ser compuestos que no presentan Nitrégeno(N),
Oxigeno(O) o Fosforo(F) libre para interactuar se teoriza que su interaccion fue mediante los
grupos carboxilo o amino de estos aminodcidos. Para los agonistas de PAF que
interaccionaron con el PAFR fue la interaccion del grupo fosfato mediante puentes de H y la

interaccion del N protonado (N+) en la cadena terminal de las moléculas.
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5.3 Diseno del biosensor.

En esta parte del trabajo se preseneta un disefio del biosensor, el cual permita identificar la
presencia de Histamina y PAF en sangre y determinar las concentraciones para asi dar un
pronostico/diagndstico de riesgo a presentar una anafilaxia. Ahora conocemos que los
receptores de HIR, H3R y H4R presentan energias de acomplamiento altas con respecto a la
histamina, y que PAFR mostr6é que tiene buena interaccion con PAF-C18 y PAF-C16-d4.
Por lo que H3R, H4R, HIR y PAFR son los receptores selaccionados para el disefio del
biosensor. El transductor se propone de tipo optico debido a que en literatura se encontrd
informacion de las mediciones tanto de Histamina como PAF mediante técnicas de luz UV
[86,87]. Se propone una prueba rapida a de flujo lateral para tener un dispositivo POC testing
(point of care testing, por sus siglas en Inglés) que es una prueba examen en el lugar de
atencion, que ofrecen diversos beneficios a médicos y pacientes a partir del momento en que
permite obtener resultados en cuestion de minutos[88—90]. La propuesta se fundamenta en
que a consecuencia de la necesidad de diagnosticar a pacientes con COVID-19, se han
desarrollado tecnologias que complementan las pruebas de este tipo, prueba de ello es que
Montesinos et al. realizaron inmunoensayos cuantitativos y cualitativos (ELISA, CLIA y tres
pruebas de flujo lateral) que demostraron un rendimiento preciso y equivalente de los cinco
ensayos de anticuerpos serologicos y en literatura se encontré que en Hung et al. realizaron
un inmunoensayo de flujo lateral acoplado a un microgating para desarrollar un spectrochip
innovador[91]. La propuesta considera que las mediciones por UV ocurran a una sola
longitud de onda, sin embargo, debido a que a diferencia del spectrochip que s6lo mide un
compuesto, esta propuesta esta enfocada en medir primero histamina y posteriormente C18-
PAF y PAF-C16-d4. Por lo que se estudiaron las longitudes de onda o los valores de

absorbancia de estos compuestos.

La histamina no suele medirse directamente por su longitud de onda o su valor de
absorbancia, sino por su capacidad para unirse a receptores especificos en el cuerpo y
producir una respuesta fisiologica, debido a su estructura quimica, la histamina tiene una
absorbancia caracteristica en el rango de longitud de onda de 200-300 nm, para la deteccioén
de la histamina mediante espectroscopia UV, una longitud de onda cominmente utilizada es

de 254 nm. Sin embargo, la longitud de onda 6ptima para la medicidon de la histamina puede
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variar ligeramente dependiendo de la técnica analitica especifica, las condiciones
experimentales y el equipo utilizado para la medicion [92,93]. Una longitud de onda
comunmente utilizada para la deteccion de lipidos como el C18-PAF mediante HPLC es de
210 nm y en el caso de la espectroscopia de absorcion UV, se puede medir el C18-PAF a una
longitud de onda de alrededor de 205-210 nm, que corresponde al maximo de absorcién de
los enlaces dobles conjugados presentes en la estructura de los lipidos, sin embargo, la
concentracion de C18-PAF en una muestra especifica puede influir en la eleccion de la
longitud de onda Optima para la deteccion [94,95]. Para PAF-C16-d4, su absorcion méxima
se encuentra alrededor de 205-210 nm, lo que es similar a la longitud de onda 6ptima para la
deteccion de otros lipidos como el PAF-C16 no deuterado. Por lo tanto, una longitud de onda
comunmente utilizada para la deteccion de PAF-C16-d4 mediante espectroscopia de
absorcion UV es de alrededor de 205-210 nm, sin embargo, la longitud de onda exacta puede
variar segin las condiciones experimentales especificas y el equipo utilizado para la
medicion, por tltimo PAF comumente se mide a una absorbancia de 206 nm que esta dentro
del rango de C18-PAF y PAF-C16-d4[95-97]. Lo anterior muestra que PAF y sus agonistas

deberan caracterizarse en funcion de este tipo de medicidon propuesta.

Tabla 4. Mediciones de histamina, C18-PAF y PAF-C16-d4 mediante UV

ligando Longitud de onda Absorcion mediante UV
(mediante HPLC)
Histamina 200-300 nm ~254nm *
PAF 206 nm 206 nm
CI18-PAF 210 nm ~205-210 nm *
PAF-C16-d4 205-210 nm ~205-210 nm *

*Nota: Los valores pueden variar ligeramente dependiendo de la técnica analitica especifica, las condiciones
experimentales y el equipo utilizado para la medicion asi como la concentracion.

Lo anterior muestra que la prueba debe considerar el aspecto de la medicion UV pues los
valores de absorcidn a pesar de varias ligeramente con PAF y sus agonistas, es mas notable
la diferencia con la histamina, se propone un corrimiento del laser que primero mida
histamina y luego PAF y sus agonistas. La propuesta del biosensor con su forma de uso, asi

como proceso de lectura, se presenta en la figura 18. Es posible que alguna de las propuestas
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establecidas tenga detalles metodologicos pero el punto principal es mostrar un disefio que

conjunte el conocimiento obtenido en la tesis.

Figura 18. Esquema del biosensor propuesto con base en la informacion

obtenida en este estudio.

/

Flujo lateral

®

A) cassette, B) jeringa con sangre, C) buffer de comrmento

\
PAF-AuNP \I/\| @

Casete de i
medicion: € e
A) muestra €
sanguinea,
B) muestra
sanguinea
,3y4)  expuesta al
agente
causal.

histamina-AuNP

Interaccion de histamina con HIR, H3R, H4R, y de PAF con PAFR.

]’(1 3y4
}PAFR

}Control

D) buffer de corrimiento + agente causal de anafilaxia, E) Cassettes: A) sin medicién, B) resultados
micropipeta para depdsito de muestra en el cassette. nega tiv.os C) redsulta d(;s positivos

i

histamina-AuNP
Conjugacion de nanoparticulas de oro con histamina y Medici6n de concentraciones con detector
PAF en la almohadilla conjugada. mediante UV. /

89



CONCLUSIONES

En este trabajo, se llevd a cabo un analisis in-silico de las interacciones de dos de los
biomarcadores asociados a anafilaxia grave, histamina y factor activador de plaquetas (PAF)
con sus respectivos receptores HxR y PAFR. Del anterior estudio se concluye lo siguiente:
1) Mediante el uso de modelado molecular se obtuvieron las energias de estabilidad para los
HxR modelados, demostrando que H4R es el mas estables seguido de H3R y PAFR. Estos
resultados proponen que para cualquier tipo de analisis in silico posterior a este estudio ya
no se consideren a H2R como parte del estudio comparativo o que los modelados se realicen
por otro tipo de metodologia. 2) El docking molecular evindenci6 el papel fundamental de
las interacciones pi-pi de de los anillos aromaticos de los aminoacidos y la histmina, los
puentes de hidrogeno no son dependientes de los residuos de los aminoacidos, como fue el
caso de la Valina-137 y Alanina-138 del H3R, donde se teoriza que los puentes se formaron
con la parte amino o carboxilica del aminoéacido. 3) Respecto al PAFR, los agonistas C18-
PAF y PAF C-16-d4 presentaron los valores mas negativos, esto se relaciona a un mayor
acoplamiento al receptor lo cual se relaciona con literatura que describen a ambos su papel
en las actividades neurotoxicas y neuroprotectoras referentes al proceso anafilactico,
demostrando en este estudio su afinidad por PAFR. 4) Con la informacion obtenida respecto
a la estabilidad molecular de los receptores modelados, las EA de los HxR seleccionados y
los ligandos endogenos de PAF, se corrobora de manera in silico la pertinencia de inmovilizar
los receptores HIR, H3R, H4R y PAFR para la elaboracion de un biosensor que permita
identificar los riesgos de un proceso anafilactico frente a una agente causal de la anafilaxia,
por ejemplo, farmacos vacunas y alimentos. 5) El estudio permitio reenfocar el disefio y llevo
a la obtencion de una nueva propuesta al pasar de un método cualitativo a uno cuantitativo

mediante el analisis y descubrimiento de las posibles formas de disefiar el biosensor.
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