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Resumen

Objetivo: Analizar las minimizaciones energéticas de interaccion de los receptores homaélogos
para Hidroxicloroguina (HCQ). Materiales y Métodos: Se realizd un estudio in silico,
mediante acoplamiento molecular por ordenador local con los softwares AutodockTools4 y
AutodockVina, donde se evalud la estabilidad de HCQ frente a receptores inespecificos; las
proteinas para este analisis fueron obtenidas a partir de la base de datos ChEMBL. Con el uso
de Softwares de acoplamiento molecular, se obtuvo datos tedricos de las interacciones ligando
— receptor, para luego ser analizadas en funcion de sus energias libres. Resultados: Las
proteinas analizadas para este estudio fueron cuatro; estas presentan muy baja similitud en la
cadena de aminodcidos con la proteina modelo para HCQ, la Enzima convertidora de
angiotensina-2. Los andlisis de acoplamiento indicaron que, la interaccion tedrica para cada uno
de ellos por energia libre fue de, -6.7kcal/mol el receptor Adrenérgico a-2, -6.2kcal/mol
Muscarinico M1, -6.5kcal/mol receptor Muscarinico M2, -7.4kcal/mol Transportador de
glucosa 1. Conclusion: Los receptores para HCQ en este estudio, presentan heterogeneidad
marcada, esto puede deberse al origen de las secuencias nucleotidicas y la diferencia de
funciones entre si. De los resultados obtenidos por acoplamiento molecular pueden interpretar
una interaccion inespecifica con las proteinas no dianas. Entendiendo que existe la posibilidad

de una reaccion cruzada del medicamento.

Palabras clave: Coronavirus; SARS-CoV-2; Hidroxicloroquina; Simulacion de acoplamiento

molecular



Abstract

Objective: To analyze the energy minimizations of the interaction of homologous receptors for
Hydroxychloroquine (HCQ). Materials and Methods: An in-silico study was performed using
local computer molecular coupling with AutodockTools4 and AutodockVina software, where
the stability of HCQ against non-specific receptors was evaluated; proteins for this analysis
were obtained from the ChEMBL database. With the use of molecular coupling software,
theoretical data of ligand - receptor interactions were obtained and then analyzed according to
their free energies. Results: The proteins analyzed for this study were four; they have very low
similarity in the amino acid chain with the model protein for HCQ, the angiotensin-2 converting
enzyme. Coupling analyses indicated that, the theoretical interaction for each of them by free
energy was, -6.7kcal/mol the adrenergic receptor a-2, -6.2kcal/mol Muscarinic M1, -
6.5kcal/mol Muscarinic receptor M2, -7.4kcal/mol Glucose transporter 1. Conclusion: HCQ
receptors in this study present marked heterogeneity, this may be due to the origin of nucleotide
sequences and the difference in functions between them. From the results obtained by molecular
coupling a non-specific interaction with non-target proteins can be interpreted. Understanding
that there is a possibility of a cross-reaction of the drug.

Keywords: Coronavirus; SARS-CoV-2; Hydroxychloroquine; Molecular Docking Simulation



. Introduccién

Hasta el afio 2016 se conocian seis miembros de la familia Coronaviridae, encontrandose
ampliamente distribuidos entre humanos, mamiferos y aves en los que causan enfermedades
respiratorias, entéricas, hepaticas y neurolégicas. Cuatro de ellos (HcoV-229E, OC43, NL63, y
HKU1) son conocidos por ser causa de resfrios comunes en pacientes inmunocompetentes.
(1)Los otros dos, SARS-CoV y MERS-CoV, fueron causantes de los brotes de sindrome
respiratorio agudo severo en 2002-2003 en China y de enfermedades respiratorias graves en
2012 en el Medio Oriente, respectivamente. (2,3)

En diciembre del 2019 se report6 una nueva cepa de coronavirus, SARS-CoV-2, causante
de una gran tasa de mortalidad a nivel mundial, debido a que durante los primeros meses de la
pandemia no hubo estandares de tratamiento que ayuden a combatir al COVID-19.(4,5)

La unidén entre SARS-CoV-2 y el huésped inicia con la absorcion celular y esto se debe a la
afinidad de la proteina viral Spike (S) con la Enzima convertidora de Angiotensina 2(ECA2),
que se expresa en la membrana de células pulmonares, cardiomiocitos, rifiones, entre otros
organos.(6) La historia natural de COVID-19 cursa con la etapa presintomatica, la infeccion
temprana que cursa con sintomas como tos, fiebre, cefalea y/o mialgias con una media de 7-10
dias, que coincide con una mayor carga viral en el tracto respiratorio, continuando con
neumonia viral.(7,8)

En la basqueda del tratamiento para COVID-19, se sugirio reutilizar medicamentos para no
tardar en responder ante la enfermedad(9); estas, incluirian varios grupos farmacologicos con
actividad entre la interacciéon SARS-CoV-2 — ECA2: como antivirales, antibiéticos, agentes
antivirales no especificos, inmunomoduladores y antiparasitarios (9) como lo son Ivermectina,
Cloroquina y HCQ. En estos tres ultimos se ha encontrado actividad in vitro(10,11) como
también in silico (12,13)

A pesar que la informacion era limitada, la poblacion en el mundo se automedicé con HCQ,
entre otros medicamentos, en dosis que superan las recomendadas por la FDA, causando
intoxicaciones que llevo a algunos usuarios a areas de cuidado criticos.(14) Por lo cual, para
Enero del 2021, ya no se recomendaba la combinacion de farmacos como HCQ — Azitromicina
para el manejo de COVID-19, debido al incremento de riesgo de mortalidad en pacientes a
quienes se le administraba(15,16) y tampoco la terapia unicamente con HCQ, porque no se

observaba el beneficio sino que incrementaba el riesgo de padecer efectos adversos.(16,17)
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A pesar de ello, gracias a investigaciones in silico e in vitro, se tuvo en cuenta de que HCQ
actuaba sobre ECA2 y el Gangliosido M1 (GM-1), receptores de la proteina Spike del SARS-
CoV-2(18).

Por lo tanto, la importancia de este estudio surge por la falta de conocimiento de otros
posibles receptores celulares para HCQ, ya que, al haberse utilizado de manera indiscriminada
en la pandemia, no detallan con precision la inhibicion de otras proteinas receptoras homdélogas
a los receptores ya mencionados. Ademas de contar con informacion insuficiente en el
conocimiento de esta nueva enfermedad, COVID-19. Por lo cual el objetivo de la investigacion
fue analizar las minimizaciones energéticas de interaccion de los receptores homélogos para
HCQ.
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I1. Marco tedrico

Antecedentes

Li et al. (2003), Vincent et al (2005) y Rolain et al (2007) describieron que los
medicamentos antipaltdicos, incluyendo a HCQ, glicosilan a la ECA2 y también
aumenta el pH del endosoma, limitando la replicacién de SARS-CoV vy otros virus
ARN.(19-21) Wang (2020) y Colson (2020), describen que esta misma actividad limita

el ingreso de SARS-CoV-2 hacia el intracelular, demostrandolo in vitro. (22,23)

White et al (2007), detalla que la falta de selectividad farmacoldgica de Cloroquina y
HCQ, esta relacionado a efectos adversos cardioldgicos, tal como Ericksen (2020)
menciona que el uso de HCQ, aumenta el riesgo de padecer alguna complicacion
cardioldgica. (14) Esto explica que HCQ — hERG, inhibe al transportador de canal de
K+ ubicado en los cardiomiocitos, produciendo la prolongaciéon del intervalo QT
provocando alteraciones electrocardiogréaficas; esto se propuso in silico por Gordon
(2020)(24) e in vitro por Szendrey (2021).(25)

Fantini et al (2020) mencionaron la interaccion tedrica entre el dominio N terminal de
la proteina S de SARS-CoV-2 con 9-O-acetil-N-acetilneuraminico (9-O-SIA) del GM-
1, receptor de membrana distribuido en pulmones y otros drganos, en el que HCQ inhibe
por competicion el ingreso del virus a la célula al ligarse con 9-O-S1A.(12)

En un estudio in silico, Braz et al (2020), ademas de detallar tedricamente la actividad
antiviral a causa de HCQ — ECAZ2, también menciond la accion con Catepsina L,
proteina presente en los endosomas; donde podria romper las cadenas proteicas virales,
previo a su liberacion al citosol.(26)

Debido que hasta el momento se desconoce informacion sobre interacciones
inespecificas del farmaco cuando se administran a dosis elevadas o toxicas, el presente
estudio analiza la interaccion de HCQ con ligandos inespecificos, mediante la
interaccion con los minimos energéticos, llevandose a cabo el uso de modelamiento
molecular, método informatico predictivo, que estudiarad si la interaccion farmaco-
receptor ocurrird 0 no, a través de programas que representan la estructura molecular y
su comportamiento durante la interaccion, permitiendo predecir las interacciones

farmaco-receptor fuera de su medio natural (seres vivos). (27)
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Bases tedricas

Para realizar el presente trabajo de investigacion fueron empleados bases de datos de acceso

libre (on-line), asi como software de acceso publico; estos son descritos a continuacion:

Base de datos:
Drugbank: Recurso bio y quimio-informético que contiene informacion sobre
medicamentos y sus receptores.(28)
PubChem: informacion sobre estructuras quimicas, identificadores, propiedades
quimicas y fisicas, actividades biologicas, datos de toxicidad y mas.(29)
ProtParam: Herramienta que permite el célculo de los pardmetros fisico-
quimicos de una proteina o de una secuencia de la proteina ingresada por el
usuario, estos parametros incluyen el peso molecular, composicion de
aminoacidos, la vida media estimada, el coeficiente de extincion, entre otras
propiedades. (30)
UniProt: Base de datos de proteinas de acceso libre, que contiene informacion
sobre secuencias proteicas y sus funciones obtenidas en su mayor parte de
investigaciones sobre secuenciamiento genémico. (31)
Protein Data Bank (PDB): ofrece un repositorio de estructuras 3D de
macromoléculas biol6égicas que permite conocer su actividad a nivel
atémico.(32)
ChEMBL.: Base de datos que conserva moléculas estructuralmente similares a
las drogas bioactivas incluyendo sus propiedades farmacoldgicas. (33)
Software:

Clustal W: Programa que permite la alineacion de secuencias amioacidicas de
diferentes proteinas, comparandolas y observando su indice de similitud o
diferencia entre ellas. (34)
Pymol: Software de acceso abierto para la visualizacion de micro y
macromoléculas determinadas por Cristalografia de rayos X o resonancia
magnética, ambos métodos de obtencion de estructuras atdmicas que permite la
observacién 3D de la misma. (35)
Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP): Permite identificar de forma facil y
rapida las interacciones no covalentes entre macromoléculas biologicas y sus
ligandos, luego proporciona datos en formatos adecuados para su posterior

procesamiento.(36)
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FTMAP, Cryptic binding cite queue, DoGSiteScorer: Estos 3 softwares permiten
identificar los sitios de actividad farmacoldgicos en la extension de la superficie
proteina-proteina, combinando el mapeo de solventes de forma computacional
que explora la superficie proteica con ‘“sondas”, tomando en cuenta la
flexibilidad estructural. (37-39)

AutodockTools 4.2 y AutoDock Vina: Ambas son herramientas de acoplamiento
automatizado que predicen como las moléculas, como sustratos de farmacos, se
ligan a un receptor de estructura 3D. (40,41)

Merck Molecular Force Field 94 (MMFF94): Campo de fuerza de dindmica
molecular que reproduce con precision las propiedades moleculares como su
geometria molecular, energia conformacional y esteroisomérica, barreras
torsionales y deformaciones por torsion, energias de interaccion intermolecular,
frecuencias vibratorias y pérdida de calor en la formacion.(42)

Algoritmo genético Lamarckiano (LGA): Una variacion del Algoritmo Genético
tradicional, el LGA; La principal diferencia entre estos, es que el primero solo
realiza busquedas globales en el espacio de busqueda definido, mientras que el
LGA combina esta estrategia con busquedas locales en la prepoblacién de oxima
al individuo en cuestion. Esta estrategia brinda una mayor posibilidad de
encontrar buenos resultados al final del proceso, ya que como se menciond
anteriormente, el uso de LGA brinda mejores resultados que el uso del algoritmo

genético tradicional). (43)
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I1l.  Metodologia

La presente investigacion fue realizada mediante el uso del computador adquirido a
partir del proyecto de investigacion financiado por Vicerrectorado de Investigacion de la
Universidad Catdlica Santo Toribio de Mogrovejo, VRI-USAT, Resolucion-073-A-2020-
USAT-RTDO.

Poblacion, tipo de estudio y disefio

Poblacion: Proteinas que constituyan parte del organismo humano, estudiadas y depositadas
en la base de datos ChEMBL(33).
Muestra: El disefio de la muestra es por conveniencia, ya que solo fueron considerados aquellas
proteinas que cumplen con los criterios de inclusion y exclusién para este estudio, partiendo de
un total de 459 proteinas descritas en la base de datos ChEMBL(33).
Criterios de inclusion:
i) Estudios de proteinas que constituyan parte del Homo sapiens,
ii) Proteinas que formen parte del citoplasma celular y de la membrana (integrales y
de superficie),
iii) Ensayos experimentales con actividad IC50 (concentracion de la muestra problema
que produce una inhibicion del 50%) de HCQ frente a la proteina receptora.
Criterios de exclusion:
i) Secuencias de ADN,
ii) Proteinas que se unen al ADN
iii)Proteinas que no se haya determinado su funcién o que aparecen como datos
inconclusos.
iv) Estudios de proteinas donde se considere al farmaco como un sustrato y no un
inhibidor.
V) Proteinas con actividad conocida con el farmaco
Técnica y tipo de estudio: Técnica de estudio observacional, tipo descriptivo transversal -

computacional.

Instrumentos: Los instrumentos de recoleccion de datos fueron: Computador de escritorio
Core i7 (8 nucleos, memoria RAM 16 GB, disco duro solido de 500GB vy rigido de 2TB, placa
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de video RTX 2060) sistema operativo Ubuntu 20.04 — LINUX, memorias USB, paquetes de
software bioinformaticos y cuadernos de apuntes.

Metodologia
El logro de los objetivos planteados tuvo como base el método de estudio in silico propuesto
por el autor, basados en los estudios actuales de bioinformaética.

1. Obtencion de la estructura de Hidroxicloroquina y busqueda de moléculas diana
Para realizar el estudio in silico, se obtuvo la estructura del farmaco en estudio, HCQ de
la base de datos DrugBank(28), y las caracteristicas fisicoquimicas, lipofilicas e hidrofilicas de
la base de datos Pubchem.(29) Estas dos bases de datos también fueron empleadas para la
identificacion de las proteinas receptoras modelo para el farmaco estudiado al que se le detall6

su accion farmacologica, informacion que se extrajo de UniProt(31) y el cddigo PDB(32).

2. Seleccidn de proteinas para estudio in silico y andlisis de secuencia de aminoacidos

La seleccidn de las proteinas candidato se inicia en la base de datos ChEMBL(33), donde

luego de escribir como palabra de busqueda principal “HYDROXYCHLOROQUINE” se

establecio el filtro de seleccion (criterios de inclusion y exclusion descritos anteriormente) para

identificar a las proteinas que presentan estudios experimentales, donde se reporta la interaccion

ligando-receptor, pero que no describe la afinidad del mismo. A cada una de las proteinas
seleccionadas se les asigno: abreviatura, codigo UniProt (31), ChEMBL(33) y PDB(32).

De los datos anteriores se usO el cddigo UniProt(31), de donde se obtuvieron las

secuencias de aminoacidos para cada uno de los casos y se realiz6 un analisis de secuencias por

alineamiento global de los aminoacidos con el software Clustal W(34).

3. Seleccion de los espacios fisicos
La seleccion de los espacios fisicos probables donde sera posible la interaccion ligando-
receptor, POCKET; fueron hallados mediante un acoplamiento ciego (Blind Docking),
acoplamiento que se ejecuta sin conocer los lugares donde podria encajar el farmaco dentro de
la proteina, para lo cual fueron usados FTMAP(37), Cryptic binding site Queue(38) y
DoGSiteScorer(39). Para ello fueron ingresados los codigos de identificacion PDB(32) de cada
una de las proteinas seleccionas, y los softwares mediante simulaciones de torcion buscan y

predicen sitios de unién usando una serie de moléculas de sus propio banco de datos.
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4. Preparacion de receptores y ligando para acoplamiento molecular
4.1.Receptores
La preparacion de los receptores fue realizada con el programa Pymol(35) consistio en
la eliminacion del ligando y moléculas de agua ademas de posibles cofactores (iones metélicos
0 moléculas orgéanicas como vitaminas) que pueden acompafiar en la resoluciéon de las
estructuras cristalinas, ademas de la eliminacion cadenas proteicas y asi quedar solo una cadena
(en caso la estructura sea polimérica).
4.2.Ligando
Para el tratamiento del ligando se baso en la revision de las posiciones de sus atomos y
de todos sus enlaces, tomando como referencia la estructura 2D obtenida de DrugBank(28), la
molécula fue tratada con el programa Avogadro (editor y visualizador de moléculas en 2D y
3D, que en este caso se usd para la construccion de estructura molecular)(44) usando la
herramienta de auto optimizacién y el campo de fuerza MMFF94, logrando la minimizacion
energética y relajacion de los atomos, simulando la interaccion fuera del ser vivo (Homo

sapiens). (42)

5. Etapa de acoplamiento molecular

Los programas AutodockTools 4.2(40) y AutoDock Vina(41) fueron emplearon para el
estudio de acoplamiento molecular donde se usaron los siguientes parametros: libre rotacion de
todos los enlaces de HCQ, adicidn de cargas de Gasteiger a la proteina y al ligando, adicién de
hidrégenos a la proteina, generacion de 100 poses (formas diferentes donde pueda unirse al
receptor) para cada ligando y uso del LGA(43) Este dltimo se utilizé bajo las siguientes
condiciones: 100 corridas de LGA, 150 tamafio de poblacion, 2500000 maximo nimero de
evaluaciones, 27000 maximo numero de generaciones, 0.02 tasa de mutacién del gen 'y 0.08 de

taza de cruzamiento.

6. Analisis de interaccion
Los archivos de salida de los programas de acoplamiento fueron ordenados en una tabla
de Microsoft office — Excel, donde se evaluaron las energias de afinidad de enlace obtenidas,
energia libre de enlace estimada, constante de inhibicion, eficiencia del ligando, energia

intermolecular final y energia electrostética.
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IV. Resultados

1. Estructura de Hidroxicloroquina y moléculas diana

Se realizo la busqueda de la estructura y caracteristicas del farmaco, asi también la secuencia
de aminodcidos y estructura para los receptores o proteinas diana de Hidroxicloroquina— HCQ,
en la base de datos PubChem(29) y DrugBank(28). Estos son detallados en la Tabla 1, también
se describe la actividad farmacoldgica que se presenta en la reaccion ligando-receptor, ademas
del cdédigo PDB(32), que permite observar la estructura de las proteinas en forma
tridimensional.

La seleccién de la proteina modelo para HCQ es el receptor de la Enzima Convertidora de
Angiotensina 2 - ECA2, debido a que es una proteina de membrana; ademas no se relaciona
con el nacleo, por lo que se debe indicar que debido a ello fueron excluidos el ADN vy las

proteinas Toll-like7 y 8.

Talla 1. Proteinas diana de Hidroxicloroquina
Farmaco — ligando Proteina -
diana - Cédigo Accion del farmaco nglgo
Nombre Abreviatura receptor UniProt sobre receptor ;
(target) proteina
DNA NP- Inhibe la propagacion NP~
genética
Toll-like 7 QINYK1 Inhiben el control de la
Hidroxicloroquina HCQ respuesta inmune del 7CYN (solo
q . huésped contra los para Toll-7)
Toll-like 9 QI9NR96 patégenos
*ECA2 *QI9BYF1 Desconocida *1R42

~ No presenta cddigo PDB ni UniProt. Fuente: Creada por ell autor

La Tabla 2, hace referencia a las propiedades fisico-quimicas de HCQ, donde se puede
evidenciar la capacidad de formacion de puentes de hidrogenos por el niimero que presenta para
donar y aceptar atomos de hidrégeno, ademas se indica la superficie polar topoldgica (TPSA)
que hace referencia a la capacidad de contacto con la molécula diana mediante contactos
polares, definida en Amstrong al cuadrado (A?) donde se registra que HCQ tiene 48.4A2. En la
figura 1 se muestra la estructura molecular para el ligando HCQ, este modelo fue obtenido de
la base de datos PubChem (28); donde se muestra la forma ciclada del farmaco, presencia de
dos anillos aromaticos con un atomo de cloro, una cadena carbonada y nitrogenada exponiendo
grupos metiles y en un extremo un grupo hidroxilo, estos ultimos dan la capacidad de formacion

de enlaces puentes de hidrogeno.
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Figura 1. Estructura molecular de hidroxicloroquina.

a) Vista en bidimensional -2, formato de lineas delgadas y grupo funcionales;
b) Vista tridimensional — 3D, formato de esferas y linea. Verde - 4tomo de cloro, rojo - ion hidroxilo,
azul- 4tomos de azufre, gris — esqueleto carbonado. (figuras adaptadas del PubChem)

Tabla 2.  Propiedades y caracteristicas fisico-quimicas de HCQ

MOLECULA - LIGANDO

Propiedades ) ) -
Hidroxicloroquina

CCN(CCCC(C)NC1=C2C=
CC(=CC2=NC=C1)CI)CCO

“Canonical SMILE”

Propiedades fisico-quimicas

Férmula C18H26CIN30O
Peso Molecular 335.87 g/mol
Num. Atomos pesados 23
Num. Atomos pesados arométicos 10
Fraccion Csp3 0.50
Num. Rotaciones por ligaciones 9
Num. de aceptores de H por ligaciones 3
Num. Ligaciones de H* donadores 2
Refractividad molar 98.57
TPSA 48.39 Az
Lipoficidad
Log Po/w (iLOGP) 3.58
Log Po/w (XLOGP3) 3.58
Log Po/w (WLOGP) 3.59
Log Po/w (MLOGP) 2.35
Log Po/w (SILICOS-IT) 3.73
Concenso Log Po/w 3.37
Solubilidad en Agua
Log S (ESOL) -3.91
Solubilidad 4.17e-02 mg/mL; 1.24e-04 mol/L
Farmacocinética
Absorcion Gastrointestinal (Gl) Alto
Barrera hematoencefalica (BBB) si
permanente

Fuente: Datos obtenidos de ChEMBL, adaptado por el autor.
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Luego de identificar las proteinas diana para los farmacos en estudio, el uso de la base
de datos ChEMBL(33) permiti6 establecer un filtro para la identificacion de las proteinas que
presentan estudios experimentales, en donde se reporta la interaccion ligando-receptor, pero no
describen si hay evidencia de la afinidad ligando - receptor. La base de datos detalla para HCQ
un total de 459 estudios depositados, de los cuales se excluyeron: estudios donde no se indica
actividad aparente, aquellos que tenian comportamiento donde considera al farmaco como
sustrato y aquellas donde se detallan como moléculas activas; quedando en seleccién para el
analisis de los ensayos in silico aquellos que presentan informacion de actividad en una 1C50
(concentracion de la muestra problema que produce una inhibicién del 50%), ademéas de
aquellas moléculas que no se han determinado su funcién o estan como datos inconclusos (ver

figura 2).

459
Ensayos con HCQ

285 174
Esanyos en procariotas .
; > Ensayos en proteinas
parasitos y reportes sin humanas

actividad aparente

150 dad f24 I
. . Actividad farmacoldgica
Sin dat:sac:gnet(étlwdad conocida (1C50, Ki,
P inhibicion)

04

Proteinas
seleccionadas para
el estudio

Figura 1. Esquema de seleccion de proteinas incluidas en el estudio in silico. (datos
obtenidos de ChEMBL)

En la base de datos ChEMBL(33) se hallaron 4 proteinas que tenian estudios in vitro previos
donde se indica la interaccion de proteinas con Hidroxicloroquina, e las que fueron

seleccionados las siguientes: Receptor a-adrenérgico tipo 2 (ADR2), Receptor muscarinico de
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acetilcolina M1 (ACT1), Receptor muscarinico de acetilcolina M2 (ACT2) y el Transportador
de glucosa 1 (GLUTL) (ver tabla 3). También se detalla las funciones que presentan cada una

de las moléculas en el organismo humano en la tabla 4.

Talla 3.  Proteinas descritas con ensayos in vitro obtenidos de la base de datos ChEMBL

. Nombre del . Cod Cod.
Ligando receptor Abreviatura UniProt Cod. ChEMBL PDB
Receptor ADR2 P08913 | CHEMBLI867 | 6KUX
Adrenérgico a 2
Receptor
muscarinico ACT1 P11229 CHEMBL216 5CXV
Acetilcolina M1
HCQ Receptor
muscarinico ACT2 P08172 CHEMBL211 3UON
Acetilcolina M2
Transportador de GLUT1 P11166 | CHEMBL2535 | 6THA
Glucosa 1

Fuente: Creada por el autor.

Tabla 4. Funciones bioquimicas de las proteinas identificados

Nombre Localizacién Funcién

“Median la inhibicion del adenilato ciclasa inducida por la
catecolamina a través de la accion de las proteinas G. Los receptores
02 activan los canales de K+ regulados por la proteina G, dando
como resultado la hiperpolarizacion de la membrana. En algunos
casos (p. ej., neuronas colinérgicas en el plexo mientérico), ésta
puede ser dependiente de Ca2+, mientras que en otros (p. ej.,

Recgptgr Membrana | receptores de Acetilcolina (ACTH) muscarinicos en miocitos
Adrenérgico a . ; . . o .
A plasméatica | auriculares) es consecuencia de la interaccion dlre.cta de subunllda.deis
By con canales de K+. Los receptores 02 también pueden inhibir
canales de Ca2+ dependientes de voltaje; esto estda mediado por
Gol”(45). Los receptores 02A y 02C desempefian un papel principal
en la inhibicion de la liberacion de NE a partir de las terminaciones
nerviosas simpaticas y la supresion del flujo simpatico del cerebro,
lo que conduce a la hipotensién. (46)
Aunque la selectividad no es absoluta, la estimulacion de los
Receptor receptores M1 provoca la hidrélisis de polifosfoinositidos y la
muscarinico Membrana | movilizacion de Ca2+ intracelular como consecuencia de la
Acetilcolina plasmética | activacién de la via Gg-PLC, lo que da como resultado una variedad
M1 de respuestas mediadas por Ca2+. (45) EIl principal efecto
transductor es el recambio de fosforo inorgénico. (47)
Su principal efecto transductor es la inhibicion de adenilato ciclasa.
Receptor La sefializacion promueve la actividad de la fosfolipasa C, lo que
muscarinico Membrana | conduce a la liberacion de trisfosfato de inositol (IP3); esto
Acet||\|/|020|ma plasmatica | desencadena la liberacion de iones de calcio en el citosol.(45,48)

Transportador facilitador de glucosa, responsable de la captacion
constitutiva o basal de glucosa. Transportador de energia mas
Transportador | Membrana | jmportante del cerebro: esta presente en la barrera hematoencefalica

de Glucosa 1 plasmatica y asegura el transporte facilitador e independiente de la energia de la
glucosa en el cerebro. (49-51)

Fuente: Informacion obtenida y adaptada de UniProt(33)
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2. Anélisis de similitud de secuencias de aminoacidos

Una vez identificadas las proteinas estudiadas de manera in vitro, se realizaron los
estudios de homologia mediante los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de la
proteina diana correspondiente para HCQ. Los resultados muestran que a partir del
alineamiento multiple de las proteinas analizadas usando los amino&cidos en codigo de una sola
letra, se evidencia una baja similitud en funcidn del porcentaje de identidad entre las secuencias
analizadas de acuerdo a la composicién en aminoacidos representados en el anexo 1, se debe
resaltar que la muestra patron de aminoacidos corresponde a la ECA2 y se compara con ADR2,
ACT1, ACT2y GLUT1.

En la tabla 5, se detallan los porcentajes de identidad entra las proteinas en estudio.
Quien presenta una mayor similitud entre sus aminoacidos con ECAZ2 es la proteina GLUT1
(~21%), seqguida ADR2 (~17%) y por ultimo con el mismo porcentaje ACT1Y ACT2 (~16%).
El receptor ADR2 tiene un porcentaje de similitud mayor con ACT1 (~28%), seguido de ACT2
(~24%) y ultimo GLUTL1 (~14). A pesar de pertenecer a la misma familia de receptores se
evidencia una diferencia marcada entre los receptores muscarinicos ACT1y ACT2 (~47%) y
entre el recptor GLUT1 y ACT2 la similitud es la méas baja (~10%).

Tabla 5. Matriz de similitud en funcién porcentual (%) entre secuencias de aminoacidos de las proteinas

estudiadas.
ECA2 ADR2 ACT1 ACT?2 GLUT1
ECA2 100 17.11 16.80 16.80 21.46
ADR?2 17.11 100 28.06 24.59 14.57
ACT1 16.80 28.06 100 47.67 13.49
ACT?2 16.80 24.59 47.67 100 10.58
GLUT1 21.46 14.57 13.49 10.58 100

Fuente: datos obtenidos de alineamiento de secuencias en Clustal W, elaborado por el autor

3. Seleccidn del pocket en las proteinas identificadas

Los codigos PDB(32) de las proteinas en estudio fueron ingresados a los programas de uso
abierto on-line, FTMAP(37), Cryptic binding site Queue(38) y DoGSiteScorer(39). La
selecciéon de los espacios fisicos teoricos, fueron designados por coincidencia en los tres
softwares; en estos espacios existe la mayor probabilidad de union entre HCQ y las proteinas

receptoras para mantener una estabilidad suficiente.
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4. Simulacion de acoplamiento molecular de ligando - receptores

El ligando - HCQ vy las proteinas — ADR2, ACT1, ACT2 y GLUTL previamente preparadas
fueron sometidas a una simulacién acoplamiento molecular localizado mediante el uso de
herramientas computacionales de uso local: AutodockTools - ADT(40) y Autodock Vina —
Vina(41). A continuacion, se muestran los datos obtenidos a partir de este ensayo de
simulaciones por acoplamiento. Para el caso del software ADT (ver Tabla 6) se muestra una
tabla detallando los valores analizados para la simulacion de acoplamiento molecular; la
proteina que menor energia libre de union obtuvo fue el ADR2 con -7.92kcal/mol, seguido por
el Transportador de Glucosa 1 con -7.54 kcal/mol; la diferencia entre ellos es solo de 0.38
kcal/mol; al final de la tabla se describen a los receptores Adrenérgicos Tipo 1y 2 con -5.63 y
-4.58 kcal/mol respectivamente. También se observa la constante de inhibicion que resume el
mismo orden mencionado anteriormente.

En la tabla 7, se describe solo la energia libre de union, para Vina, el Transportador de
Glucosa 1 con -7.4 kcal/mol seguido por el receptor Adrenérgico 2 tiene una energia libre de -
6.7 kcal/mol, entre estos hay una diferencia de 0.7 kcal/mol; al final aparecen los receptores

Adrenérgicos Tipo 2y 1 con -6.2 y -6.5 kcal/mol respectivamente.

Tabla 6. Datos de los célculos de interaccion obtenidos por AutodockTools.
Energia
) libre de Constante Eficiencia Energia Energia
Molécula de . fo
. Receptor enlace S del intermolecular | electrostatica
Ligando . inhibicion . .
estimada ligando final (kcal/mol) (kcal/mol)
(mM)
(kcal/mol)
ADR?2 -7.92 1.55 -0.34 -10.91 -0.59
HCQ GLUT1 -7.54 2.97 -0.33 -10.52 -1.3
ACT1 -5.63 74.72 -0.24 -8,39 0,14
ACT2 -4.58 436.69 -0.2 -7.57 0.06
Tabla 7.  Datos de calculos de energia libre de AutodockVina.
Molécula Receptor Energia libre de enlace
Ligando P estimada (kcal/mol)
GLUT1 -7.4
HCQ ADR?2 -6.7
ACT?2 -6.5
ACT1 -6.2
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V. Discusion

En este estudio se identifico a 4 proteinas receptoras que estan conectadas a procesos
biolégicos importantes. Los alineamientos multiples de secuencia de los aminoacidos dan a
conocer que no existe una similitud en la homologia entre las proteinas en estudio y ECA2, ya
que como indica Pearson (2013) se considera una proteina homaéloga o similar cuando el valor
es mayor al 30%, esto indica que no presentan la misma estructura y/o la misma funcion entre
si mismas, solo un valor puede ser relevante de homologia que es entre los receptores
muscarinicos (ACT1-ACT2), que aun asi, perteneciendo a la misma familia, presentan una
homologia de solo ~47%.(52)

Conforme se revisaron las investigaciones, se observé que podria haber actividad
inespecifica entre HCQ - ADR2, HCQ - ACT1 e HCQ - ACT2, HCQ — GLUT1Z,; la accion de
estas, de forma independiente o en conjunto, puede estar asociado a efectos adversos en el
usuario. Sin embargo, se recalca que no se pretende cambiar, ni simular alguna prueba integral
en la utilidad clinica de HCQ.

En este estudio se observo la accion tedrica HCQ — ADR2, concordando con el resultado
de Gordon et al. (2020) quienes demostraron a través del pKi (constante de inhibicion) que la
actividad inespecifica ligando — receptor podria tener resultados desfavorables clinicamente,
resaltado en su investigacion. Es necesario remarcar que a mayor valor positivo de la constante
de inhibicion no garantiza una unién de manera bioldgica natural, lo que es contrario a la union
de energia libre, mientras el valor es méas negativo mejor es la union entre ligando y receptor,
tal como se evidencia en la, tabla 6. Erickson et al(2020), manifiestan que durante la pandemia,
la administracion de HCQ se asocid a alteraciones electrocardiogréficas, bradicardia,
vasodilatacion e hipotension refractaria a tratamiento con hidratacion endovenosa(14) lo cual
podria mantener relacion tedrica con respecto al bloqueo ADR2 que se encarga de la
vasoconstriccion, asociandose también al blogueo del transportador de membrana HERG (con
afinidad por iones K*), que se encarga de repolarizar la membrana del cardiomiocito.(53) Y la
bradicardia podria ser subsecuente a HCQ — ACT2, que como describe Hoffmann (2019) esta
ampliamente distribuido en tejido cardiaco(45).

Gordon et al. (2020), mencionan la posibilidad de interaccion de HCQ — ACT1, que en
esta investigacion es con quien tendria la energia libre mas alta; a pesar de ello, podria
relacionarse con xerostomia (sequedad de boca).(24) Relacionandose al bloqueo de ACTL1, lo
cual resultaria en la apariciéon de este sintoma, tal como objeta De Luca Monasterios y col
(2014).(54)
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Smith (2005) destacd que nifios que por algin motivo utilizaban HCQ, presentaban
trastornos convulsivos asociados a hipoglucemia, esto tendria probable relacion con HCQ —
GLUT-1, que es con quien tendria un enlace mas fuerte por tener la energia libre de enlace mas
negativa, este Ultimo se encuentra ampliamente distribuido en tejido cerebral.(55) Sin, embargo
hay reportes de caso de pacientes no diabéticos tras consumir HCQ, sufrian hipoglicemia.(56—
59) Araiza-Casillas y col (2013), encontraron que HCQ aumenta la sensibilidad periférica a la
insulina tras administrarlo en pacientes con Artritis Reumatoide.(60) Por lo tanto, el efecto
hipoglucemiante podria decirse que no podria esta directamente relacionado con la interaccion

HCQ — GLUT-1, por lo tanto, habria que dilucidar a qué se debe el efecto.

Este estudio permite tener el conocimiento tedrico acerca de como se puede dar la unién
ligando — receptor y con esto fortalecer las necesidades de entendimiento sobre procesos de
interaccion intermoleculares. Empero, al ser un estudio realizado por ordenador, se obtuvo un
panorama tedrico computacional y se debe ejercer esfuerzos para llevarlo a la experimentacién

in vitro para ser corroborado.

VI. Conclusiones

En esta investigacion, se analiz6 computacionalmente proteinas receptoras que puedan
unirse con alta afinidad a HCQ, estas no se habian estudiado antes del contexto de COVID-19,
aunque se observa una heterogeneidad marcada entre ellas mismas, debido al origen de las
secuencias nucleotidicas y la diferencia de funciones entre si.

De los resultados obtenidos por acoplamiento molecular pueden interpretar una
interaccidn inespecifica con las proteinas no dianas, lo cual se podria entender que existe la
posibilidad de una reaccién cruzada del medicamento. Exponiendo una interaccion cruzada
entre HCQ vy las proteinas seleccionadas, sobre todo en los receptores adrenérgicos y el
transportador de glucosa, lo que estudios anteriores ya indicaban un bloqueo por este tipo de
union.

El estudio de simulacion ayudaria a explicar los procesos de interaccion tedricos
farmaco — receptor, y en razon por la cual los estudios de modelos computacionales merecen

mas atencion.
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VIlI. Recomendaciones

Es necesario el continuar con los anélisis tedricos incluyendo simulaciones por dindmica
molecular con variacion de las variables temperatura, pH y presion, esto permitird tener un
mejor enfoque tedrico de interaccion lo que ayudara a mejorar la propuesta de inhibicion basada

en este trabajo de investigacion.

Se recomienda ampliar la lista de moléculas receptoras que puedan tener una interaccion
con HCQ, lo que ayudard dar una mejor respuesta a los probables resultados dados por
Erickson, considerando que aun existen varias proteinas receptoras que no fueron consideradas

en el estudio por no tener datos en la base de datos ChEMBL.

Con estos datos podrian continuarse estudios en proteinas recombinantes para evaluar
si la inhibicion tedrica puede es correcta, segln lo propuesto en este trabajo de investigacion.
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Figura 2. Comparacién de aminoacidos entre ECA2 vs ADR2 vs ACT1 vs ACT2, extraido

Enzima convertidora de Angiotensina 2 (Q9BYF1), Receptor Adrenérgico o 2(P09813), Receptor muscarinico

de Clustal W(34).

Acetilcolina M1 (P11229), Receptor muscarinico Acetilcolina M2(P08172).
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Anexo 2:

Receptor muscarinico Acetilcolinag M2—-PDB: 3UON

Vista lateral

Vista gobal

Recepeor musearinico Acetilcolsa M)-PDS: SCXV

Vista lateral

Receptor Admenergico a J < POR 6KUN

Vista latern!
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Transportador de Glucosa 1-PDB: 6THA

Vista lateral

Vista globat

Figura 3. Pocket determinados de las estructuras proteicas estudiadas

a) Pocket de interaccion ACT2-HCQ. b) Pocket de interaccion ACT1-HCQ. c) Pocket de interaccién
ADR2-HCQ. d) Pocket de interaccion GLUT-1 — HCQ. Para cada una de las imagenes se presentan las
diferentes moléculas usadas por FTMAP(37), Cryptic binding Site Queue (38) y DoGSiteScorer(39).




