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Resumen

Las toxinas paralizantes (TP) provenientes de dinoflagelados marinos, son un grupo de
alcaloides neurotdxicos. Las TP estan conformadas por una estructura heterociclica con dos
grupos guanidina, los cuales son responsables de la polaridad positiva y de su propiedad
bloqueadora de canales de sodio dependientes de voltaje en vertebrados en un pH de 7. Estas
propiedades han sido motivo de estudio en el campo biomédico, principalmente para
tratamientos de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso. Sin embargo, estos
alcaloides presentan una elevada toxicidad por lo que se requiere controlar de manera efectiva
la dosis terapéutica. Una alternativa es utilizar nanoacarreadores como la gelatina tipo A
(GelNP) la cual es un biopolimero natural derivado de la hidrdlisis del coldageno, cuyo uso en el
campo biomédico es muy versatil debido a su biocompatibilidad y propiedades coloidales. En
este sentido, el presente trabajo pretende hacer predicciones in silico de un novedoso sistema
nanoestructurado entre nanoparticulas de GelINP como vehiculo de transporte y las TP, con el
objetivo de modular el tiempo de accién y disminuir su toxicidad. Las predicciones se hicieron
desarrollando el modelado, la simulacién y la visualizaciéon de las mismas. Con el programa
Avogadro, se modelaron 36 andlogos de las TP, los cuales se identifican por sus sustituyentes,
asi como; de igual manera, se consideré como modelo de la gelatina tipo A, un monémero y un
polimero de la misma. Se corrigieron las distancias y dngulos de enlace de los atomos de estas
moléculas con el método de optimizacidon del campo de fuerza universal (UFF), asi como, se les
asigno la carga neta correspondiente. La visualizacién se llevé a cabo con el programa Chimera
1.5.3. Finalmente, se evalud el acoplamiento molecular in silico (docking) y la afinidad de las TP
y la GeINPs con el programa Molegro Virtual Docker (MVD). Los resultados indican que las TP
gue tienen una mayor afinidad con la GelNP son la Saxitoxina (STX), Carbamatos 1y 3 (C1y C3),
y los epimeros Goniautoxinas 2 y 3 (GTX 2/3). Esto nos demuestra que dichas toxinas son
candidatos dptimos para la sintesis del complejo nanoestructurado.

Palabras claves: Toxinas paralizantes, gelatina tipo A, nanoacarreadores, acoplamiento
molecular

ORCID 0000-0003-0142-1520

Vo. Bo. Co-Directores de Tesis

Dra. Norma Angélica Estrada Mufioz Dr. Luis Hernandez Adame



Summary

Paralyzing toxins (PT) from marine dinoflagellates are a group of neurotoxic alkaloids. PTs are
heterocyclic structures with two guanidine groups responsible for their positive polarity and
blocking properties of voltage-gated sodium channels in vertebrates at a physiological pH of 7.
These properties have been the subject of study in the biomedical field, mainly for treating
diseases related to the nervous system. However, these alkaloids have high toxicity, so it is
necessary to control the therapeutic dose effectively. An alternative is to use nanocarriers such
as type A gelatin (GelNP), a natural biopolymer derived from the hydrolysis of collagen, whose
use in the biomedical field is very versatile due to its biocompatibility and colloidal properties. In
this sense, the present work intends to make in silico predictions of a novel nanostructured
system between GelNP nanoparticles as a transport vehicle and PT to modulate the action time
and reduce its toxicity. The predictions were made by developing the modeling, simulation, and
visualization. With the Avogadro program, 36 PTs analogs were modeled and identified by their
substituents; similarly, type A gelatin, a monomer, and a polymer were considered models. The
distances and bond angles of the atoms of these molecules were corrected with the universal
force field (UFF) optimization method, and the corresponding net charge was assigned to them.
The visualization was carried out with the Chimera 1.5.3 program. The in silico molecular
docking and the affinity of the PTs and GelNPs were evaluated with the Molegro Virtual Docker
(MVD) program. The results indicate that the PTs that have a higher affinity with GeINP are
Saxitoxin (STX), Carbamates 1 and 3 (C1 and C3), and the Gonyautoxins 2 and 3 (GTX 2/3)
epimers. These toxins are optimal candidates for the synthesis of the nanostructured complex.

Keywords: Paralyzing toxins, type A gelatin, nanocarriers, molecular docking
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1. INTRODUCCION

1.1 Toxinas paralizantes

Las toxinas paralizantes (TP) son alcaloides neurotdxicos no proteicos producidos por
dinoflagelados marinos de los géneros Gymnodinium, Alexandrium y Pyrodinium, asi como otros
organismos tanto eucariotas como procariotas (Morey-Gaines, 1982). Estas toxinas ocurren en
todo el mundo y son consideradas un serio problema para el desarrollo de la industria
comercial, representan un riesgo para la salud publica, asi como, son una amenaza para el
ambiente marino en general (La Barbera-Sanchez y Gamboa-Maruez, 2001). El efecto perjudicial
en la salud se debe a la accidn de toxinas presentes en los dinoflagelados, los cuales son
ingeridos por moluscos bivalvos por filtracion de agua, y transferidos a la cadena trdfica, siendo
consumidos por los humanos (Maeda-Martinez et al., 2001). En el humano y otros vertebrados
actuan principalmente sobre el sistema nervioso periférico, produciendo diversos sintomas que
dependen de la gravedad de la intoxicaciéon, como adormecimiento de la boca, encias y lengua,
dolor de cabeza, mareos, nduseas, dificultad respiratoria, taquicardia, y en casos graves se
produce pardlisis muscular, dificultad para respirar y hasta la muerte por paralisis respiratoria

(Hallegraeff 2003; Stommel y Watters 2004; Knaack et al., 2016).

La TP son un sistema triciclico 3,4-propinoperhydropurina, estrechamente relacionadas, de
potencia y actividad bioldgica variable. (Tabla 1) (Wiese et al., 2010). Las mas comunes son la
saxitoxina (STX), neosaxitoxina (neoSTX), goniaulotoxinas I, Il, lll, IV (GTX 1-4), B1 (GTX5), B2
(GTX6) y C1-C4 (Bricelj y Shumway 1998). Se han caracterizado fisicoquimica y
toxicolégicamente mas de 57 andlogos de las TP, estructuralmente relacionados en
dinoflagelados téxicos y bivalvos filtro-alimentadores, los cuales varian en potencia toxica y se
subclasifican en grupos de alta a baja toxicidad
(carbamoil>sulfocarbamoil>decarbamoil>benzoatos) (Faber, 2012; Wiese et al., 2010). La STX es
la TP mejor caracterizada, es soluble en agua, termoestable y resistente a soluciones acidas
(Mons et al., 1998), y las GTX son las mds abundantes tanto en las algas como en las especies

gue las consumen (Lagos, 1998; Lagos, 2003).



Tabla 1. Estructuras quimicas representativas de las toxinas paralizantes tomadas de Duran-
Riveroll et al., (2016). Estructura de las toxinas paralizantes STX, saxitoxina; GTX, goniautoxina;
Neo, neosaxitoxina; dc, decarbamoilo; GC, toxina de Gymnodinium catenatum. *Estructuras
quimicas tedricas de GC4, GC5, y GC6, sugeridas por Vale (2008).

Toxina R1 R2 R3 R4
STX H H H
NEO OH H H %
GTX1 OH H 0505~ W,
GTX2 H H 050;- i N
GTX3 H 0S05- H ,
GTX4 OH 0S0;- H Carbamoilo
B1 H H H
B2 OH H H 0
c1 H H 0S0;-
C2 H 0S05- H /NH o\
c3 OH H 0SOs>  .0:80
Ca OH 0S0;- H N-sulfocarbamoilo
s dcSTX DH H H
dcNEO OH H H
dcGTX1  OH H 0S0,- H':"\
dcGTX2 H H 0S0s-
dcGTX3 H 0S05- H
dcGTX4 OH 0S0;- H Decarbamoilo
GC1 H H 0S0;- 0
GC2 H  0S0s- H Y
GC3 H H H »
GC4 OH H 0S0;-
GC5 OH  0S03- H HO
GC6 OH H H P-hidroxibenzoilo
GCla H H 0S0;- Q,
GC2a H  0SOs- H HO\/\/‘X*O\
GC3a H H I | )
GC4a OH H 050;- Kf/
GC5a OH  0SO;- H HO
GCé6a H H H di-hidoxibenzoilo
GClb H H 0S0.- 0\
GC2b H 0S0:- H R 0\
GC3b OH H H
GC4b OH H 0S0;- Z
GC5b OH  0SO;- H 0380
GC6b OH H H sulfobenzoilo




1.2 Nanoparticulas

Una nanoparticula (NP) es una particula muy pequeiia imperceptible para el ojo humano. Su
tamafio se encuentra en la regién de la llamada “nanoescala” que corresponde a dimensiones
menores de 100 nanémetros (nm) (Angel-Olarte et al., 2019). La Fig. 1 presenta algunos
ejemplos diminutos que pueden llegar a estar en la nanoescala, entre los cuales encontramos
algunos virus, anticuerpos, el ADN o aun mas pequeio, la estructura atémica. La palabra
“u ” . .. . “u ” 7 . .
nano”, proviene del prefijo griego “enano” y en la escala métrica corresponde a la mil

millonésima parte de un metro (1nm = 10° m).
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Figura 1. Diagrama esquematico que representa objetos en la nanoescala y que corresponde a
una dimension menor que 100 nm.

Las NPs presentan propiedades fisicoquimicas y biolégicas Unicas y es por esto por lo que se
vuelven interesantes para diferentes dreas tecnoldgicas y cientificas. Sus aplicaciones son muy
diversas e incluyen campos como la produccién de energia, cosmetologia, electrénica,
agricultura, ingenieria de tejidos, desarrollo y ciencia de materiales, biomedicina, etc. (Khan et

al., 2019).

Las NPs se dividen en dos principales grupos (Fig. 2): 1) NPs orgdnicas y 2) NPs inorganicas. Las
primeras estan constituidas principalmente por carbono (C), moléculas orgdnicas y biopolimeros
de entre las que destacan por ejemplo el grafeno, el fulereno, los nanotubos de carbono, las

NPs lipidicas, las NPs tipo virus (VLPs por sus siglas en inglés), NPs de quitosano, NPs de
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algintato, NPs de gelatina etc. Mientras que, las NPs inorganicas, corresponden a todas las

formadas por metales nobles (Au, Ag, Cu, Pd, Pt, etc.), 6xidos metalicos, sulfuros, oxisulfuros,

etc.
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Figura 2. Clasificacion general de las nanoparticulas dependiendo de su composicidon elemental.

En el drea biomédica, se han utilizado una gran cantidad de NPs como bioacarreadores para

moléculas de interés. Las formuladas a base de biopolimeros han ido ganando terreno y esto se

debe principalmente a su alta biocompatibilidad, nula toxicidad, gran area superficial y alta

capacidad para poder transportar y liberar sustancias de interés bioldgico.

1.2.1 Biopolimero de gelatina

La gelatina es un producto natural ampliamente utilizado en la producciéon de alimentos,

bebidas, cosméticos y formulacién de farmacos. Consiste en un biopolimero derivado
principalmente de la hidrdlisis del colageno. Su estructura quimica consiste en una mezcla
heterogénea de polipéptidos monocatenarios o multicatenarios, cada uno con conformaciones
de hélice de prolina levdgiras extendidas y que contienen entre 300 y 4000 aminoacidos. Los
aminodcidos que mas destacan en su cadena principal son la glicina, prolina y alanina (Patel et

al., 2008).



Comercialmente, dependiendo su origen, puede clasificarse en dos tipos: 1) gelatina tipo Ay 2)
gelatina tipo B. El tipo A se obtiene del colageno de la piel porcina, mientras que, la Tipo B, se
obtiene de huesos y piel bovina (Ninal et al., 2010). Su estructura quimica primaria se presenta
en la Fig. 3 donde puede observarse el sitio y repeticiones de cada aminoacido en la cadena

principal.

@ oOxigeno

@ carbono

it Nitrégeno ¢ ¢
Hidrégeno Prolina Alanina Glicina

Figura 3. Estructura quimica primaria de los biopolimeros a base de gelatina. Su cadena esta
compuesta principalmente de diferentes aminoacidos como la prolina, alanina y glicina.

La gelatina tipo A es un polimero natural con grandes propiedades coloidales. Su amplio uso en
la produccién de farmacos y alimentos deriva de su nula toxicidad, alta biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Ha sido ampliamente usada para el consumo humano y se ha demostrado
gue no genera subproductos dafiinos; su principal ruta de eliminacién es a través de la

degradacion enzimatica (Wang et al., 2012).

1.3 Sistemas nanoestructurados

Un sistema nanoestructurado puede definirse como un material de tamafio nanométrico que
contenga algun arreglo estructural ya sea internamente o en su superficie, o bien, que contenga
la combinacién de dos o mas nanomateriales (Rafique et al., 2020). Estas nanoestructuras

pueden ser poros, nano-objetos tales como nanoparticulas, nanofibras, nanoalambres, etc.



Estos sistemas se dividen en 4 principales grupos: 1) Polvos nanoestructurados, 2)

Nanocompuestos, 3) Materiales nanoporosos y 4) Nanoespumas.

En relacidn con los polvos nanoestructurados, como su nombre lo dice, son materiales en polvo
con particulas individuales que tienen tamafios inferiores a 100 nandmetros. Algunos ejemplos
son los polvos de o6xidos metalicos, sulfuros, oxisulfuros, etc (Razali y Ismail, 2021). Los
nanocompuestos son sdélidos que involucran una mezcla de dos o mas materiales separados en
fases y al menos una de estas fases es de dimensién nanométrica. Algunos ejemplos pueden ser
nanoparticulas, nanobarras, nanofibras o nanotubos incrustados o encapsulados en un material
gue sirve como soporte y que puede ser ceramico, metalico o polimérico. Aqui, el material
usado como soporte es considerado como una fase continua que rodea a los nano-objetos y

comunmente es denominado “matriz” (Vidu et al., 2014).

Por otra parte, los materiales nanoporosos son materiales sélidos con cavidades con al menos
una dimensién en la nanoescala. Algunos ejemplos pueden ser el carbén activado o las zeolitas.
Las cavidades de los materiales nanoporosos pueden contener gases o liquidos. Dependiendo
del tamafio del poro los podemos clasificar en: 1) materiales microporosos, cuando los poros
son menores de 2 nandmetros; 2) materiales mesoporosos, si miden entre 2 a 50 nanémetros; y

3) materiales macroporosos, si miden mas de 50 nanémetros (Kim et al., 2011).

En relaciéon con las nanoespumas, estas se componen de una matriz que puede ser liquida o
solida y otra fase que es gaseosa. Para que estos materiales sean considerados nanoespumas,
puede ser que la matriz tenga columnas y paredes de tamano dentro de la nanoescala, o bien,

gue la fase gaseosa contenga burbujas de tamafio nanométrico.

1.3.1 Bioacarreadores para el transporte y liberacion de biomoléculas y toxinas

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha desarrollado distintos materiales con alta capacidad
de almacenar, transportar y liberar de manera controlada moléculas y farmacos. Varios de ellos
se han utilizado en el campo de la biomedicina, cuyo principal objetivo ha sido el transportar

farmacos o biomoléculas a un tejido, érgano o grupo de células en especifico, ademas de



modular la liberacién de manera gradual para controlar los procesos fisioldgicos y/o patoldgicos
de alguna enfermedad. Estos nanosistemas son herramientas prometedoras para la

administracion eficiente y selectiva de farmacos terapéuticos a los sitios de infeccién objetivo.

Algunos sistemas a base de liposomas, nano- y micro- particulas poliméricas, nano- y micro-
particulas metalicas, geles y ciclodextrinas, han sido utilizados para transportar una gran
cantidad de moléculas, farmacos y toxinas. Un esquema representativo de estos sistemas se
muestra en la Fig. 4. El principal objetivo de anclar o encapsular toxinas en una particula de este
tipo es la de incrementar la eficiencia en su transporte, mejorar la actividad farmacoldgica y
reducir los efectos secundarios. Los bioacarreadores también ayudan a abordar los problemas
asociados con la estabilidad fisicoquimica de las toxinas, como la solubilidad, la agregacion, la
baja biodisponibilidad, la mala biodistribucion y la falta de selectividad (Garcia-Silva et al., 2022).
Asi mismo, el disefio de una buen bioacarreador, abre la posibilidad de utilizar diversas vias de
administraciéon que incluyen la via oral, nasal y parenteral, para con esto incrementar la
posibilidad de utilizar estas formulaciones en diferentes condiciones ambientales, sin la

necesidad de personal capacitado y en regiones de dificil acceso.

Un bioacarreador ideal debe ser capaz de entregar el compuesto activo en un destino
especifico, que pueden ser células, tejidos u érganos con niveles terapéuticos. Para fines de
administracion, los bioacarreadores deben tener caracteristicas para controlar la liberacién, que
puede basarse en la difusion, degradacion, hinchazén o interacciones especificas entre el
compuesto activo y los materiales estructurales del bioacarreador (Harting et al., 2019). Con
fines de direccionamiento, la superficie del bioacarreador puede ser funcionalizada con ligandos
gue tienen afinidad especifica por las moléculas ubicadas en el sitio objetivo (Singh y Lillard,
2009). Con fines de activacién, los bioacarreadores se puede funcionalizar aun mas para
responder a un estimulo particular, que inicia o favorece la liberacion del farmaco. En este
sentido, se siguen varios enfoques para la activacion, como el uso de ultrasonido (Boissenot et
al., 2016), radiacién de infrarrojo cercano (Cho et al., 2015) y fuerza mecanica (Zhang et al.,

2016). Los materiales utilizados para producir un bioacarreador también pueden ser sensibles a



cambios en el pH, la presencia de enzimas o cambios en el campo magnético (Tietze et al.,

2015).
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Figura 4. Representacion de un sistema de liberacién de farmacos, toxinas y biomoléculas.

1.4 Acoplamiento molecular (docking)

El presente trabajo llevd a cabo predicciones de la unién in silico del novedoso sistema
nanoestructurado entre nanoparticulas de GelNP y las TP. Una herramienta computacional muy
util para evaluar el acoplamiento y evaluar la afinidad de diversas moléculas in silico es el
acoplamiento molecular (docking), técnica de gran utilidad para predecir la estructura de los
complejos intermoleculares que se establecen entre dos o mdas moléculas. Es un método
bioinformatico que permite predecir y calcular computacionalmente la posicién mas favorable
de interaccién entre un ligando (TP) y un blanco (GelNP) a partir de sus representaciones
tridimensionales. Mientras mas estable, especifica y favorable sea la unién entre un ligando y su
blanco, mayor serd su actividad biolégica (Ballén-Paucara y Grados-Torrez, 2019). El objetivo
principal de esta herramienta es predecir energias y modos de enlace, que suele hacerse

previamente a un estudio experimental (Zufiga y Dominguez, 2002; Shoichet et al., 2002).



El acoplamiento molecular cominmente emplea dos algoritmos por separado. Un primer
algoritmo de muestreo que predice todas las configuraciones o conformaciones estructurales
(poses) que el ligando puede asumir dentro de un dominio o sitio activo en el blanco proteico, y
un segundo algoritmo con una funcién de puntuacién que predice las energias de unién entre el
ligando y el receptor para cada una de las configuraciones establecidas por el primer algoritmo.
En estudios donde se aplica el acoplamiento molecular, usualmente se considera la mejor pose
aquella que reporta la menor energia de union (Schulz—Gasch y Stahl, 2004; Wong, 2008).
Luego, con base en la funcién de estos dos algoritmos, todas las configuraciones de unidn del
ligando y su receptor son clasificadas (o jerarquizadas) de acuerdo a sus energias de unidn. Por
tanto, las funciones de puntuacién son capaces de filtrar compuestos a partir de grandes bases
de datos en una busqueda virtual, donde la configuraciéon de un compuesto con el mas alto
puntaje debe corresponder a la configuracion con una energia de unién mas favorable (Phatak

etal., 2009).

El acoplamiento molecular no tiene una regla que se adapte a todos los casos. La mayoria de los
programas empleados con esta finalidad, tienen diferentes métodos para tratar cada caso en
particular. También, debe tomarse en cuenta que cada blanco es diferente y la capacidad de
replicar los resultados experimentales y fisiolégicos depende en gran medida del programa

utilizado y del criterio del usuario (Ballén-Paucara y Grados-Torrez, 2019).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Toxinas paralizantes y nanoparticulas

El acoplamiento molecular es un método bioinformatico que permite predecir y calcular
computacionalmente la posicién mas favorable de interaccidon entre un ligando y un blanco
(usualmente proteico) a partir de sus representaciones tridimensionales (Ballén-Paucara y
Grados-Torrez, 2019). No hay trabajos que evaluen el acoplamiento molecular de las toxinas
paralizantes provenientes de dinoflagelados téxicos con algun tipo de nanoparticula. Podemos
mencionar un estudio de acoplamiento molecular de las TP con un blanco molecular llevado a
cabo por Duran-Riveroll et al., (2016), donde acoplan in silico a las TP (ligandos) con un blanco
molecular que es canal de sodio dependiente de voltaje (Na,1.4). Sometieron a las TP a una
simulaciéon de acoplamiento tedrica basada en dos modelos tridimensionales alternativos de
Nav1.4 para encontrar una relacién entre las propiedades de unién y la toxicidad conocida en
mamiferos de los andlogos de TP. Demostraron que estas toxinas exhiben diferentes modos de
unién con energias de unién libres similares y que estos modos de unidn alternativos son
igualmente probables. Ellos proponen que la unién principal que gobierna el reconocimiento de

ligandos esta mediada por interacciones electrostaticas.

Existe otra toxina paralizante que posee el mismo modo de accidén que las TP de dinoflagelados
téxicos que es la tetradotoxina (TTX), de la cual hay algunos estudios de acoplamiento con
nanoparticulas in vitro. Estos estudios se han derivado del interés clinico y cientifico en el
desarrollo de anestésicos locales con duraciones prolongadas, propiedades anestésicas que

comparten la TTX y las TP.

Liu et al., (2018) argumentan que la eficacia de la tetrodotoxina (TTX), un anestésico local muy
potente, estd limitada por su escasa penetracion a través de las barreras de las superficies
axonales. Para solucionar este problema, encapsularon la TTX en nanoparticulas de silice huecas
(TTX-HSN) vy las inyectaron en el nervio ciatico de ratas. El complejo TTX-HSN logré una mayor
frecuencia de bloqueos exitosos, prolongd la duracién del bloqueo y disminuyd la toxicidad en

comparacion con la TTX libre. En animales a los que se les inyectd6 HSN marcado con
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fluorescencia, las imagenes de secciones congeladas de nervio demostraron que HSN podia
penetrar en el nervio y que la capacidad de penetracidn de las nanoparticulas de silice dependia

en gran medida del tamafio.

Zhao et al., (2019), argumentan que los bloqueadores de los canales de sodio del sitio 1, como
la TTX y las TP, son extremadamente potentes y pueden proporcionar blogqueos nerviosos muy
prolongados, pero la duracién estd limitada por la toxicidad sistémica asociada. Elos utilizaron
un sistema nanoestructurado de la TTX con un polimero biocompatible y biodegradable,
poli(triol dicarboxilico acido)-co-poli(etilenglicol) (TDP), mediante hidrélisis de enlaces éster. In
vivo, 1.0-80.0 ug de TTX liberados de estos polimeros produjeron un rango de duraciones de

bloqueo nervioso, desde varias horas hasta 3 dias, con una toxicidad sistémica o local minima.

Ma et al., (2020) prepararon vesiculas extracelulares de tetrodotoxina (TTX-EV) y evaluaron su
capacidad para retener anestesia local a largo plazo sin dafio al sistema nervioso o sistémico.
Encontraron que este complejo TTX-EVs tenia una minima toxicidad muscular e inflamacidn, y
qgue el complejo formado con la TTX puede prolongar el tiempo de bloqueo nervioso, y el

vehiculo de liberacién sostenida no provoca neurotoxicidad o toxicidad sistémica.

2.2 Gelatina como nanoacarreador

La gelatina, es una macromolécula utilizada en la administraciéon de vacunas y farmacos debido
a su alta biocompatibilidad, antigenicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y bajo costo. Se
ha utilizado como vehiculo de transporte en forma de nanoparticulas cuya superficie, en
algunos casos, ha sido modificada con ligandos especificos del sitio de interés. Por ejemplo,
Balthasar et al. (2005), utilizaron ligandos catidnicos derivados de amina, PEG y grupos tiol para
lograr la administracion de farmacos de manera dirigida y sostenida en el sistema ocular. En
comparacion con otros sistemas coloidales, las nanoparticulas de gelatina resultan ser mas
estables en fluidos biolégicos, resistentes a cambios de pH y temperatura. Igualmente, (Uesugi
et al., 2005) modificaron la superficie de las nanoparticulas de gelatina para transportar
anticuerpos. Para esto, la superficie de las nanoparticulas fue modificada con grupos tiol y el

derivado de avidina NeutrAvidin™ que se une covalentemente a las nanoparticulas a través de
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un espaciador bifuncional. Los anticuerpos se unen al sistema mediante un fuerte complejo
avidina-biotina en la superficie de las NPs de gelatina. De este modo, los anticuerpos anti-CD3
biotinilados especificos para el antigeno CD3 en las células linfociticas se unen a las NPs de

gelatina para que el farmaco especifico se dirija a los linfocitos T.

Por otra parte, las NPs de gelatina también se han utilizado para transportar péptidos, por
ejemplo, los péptidos Tat y Syn B que son péptidos de penetracién celular, muestran
selectividad por la barrera hematoencefdlica (BBB) mediada por carga. En este caso, la
modificacion de nanoparticulas de gelatina-siloxano (GSNP) con el péptido Tat o Syn B mejoran
la eficiencia de los péptidos en el cruce de la BBB. La penetracion de la membrana es impulsada
principalmente por la interaccion idnica entre las cargas catidnicas de estos péptidos y las
cargas anidnicas de las cabezas de fosfolipidos en la biomembrana y posteriormente se
internalizan en las células por endocitosis (Tian et al., 2012). Cuando el pldsmido que codifica el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) se encapsula en Tat GSNP, se ha logrado
ver una sobreexpresion de CGRP 1.71 y 6.92 veces mayor en las células endoteliales que los

GSNP no modificados y el pLXSNCGRP desnudo (Tian et al., 2013).

Las Nanoparticulas de gelatina también se han utilizado para transportar farmacos
anticancerigenos, por ejemplo, Lee et al. (2006), reportaron que las nanoparticulas de gelatina
pueden ser conjugadas con DOX después del bloqueo del grupo amino usando acetaldehido. En
este sentido, las nanoparticulas de gelatina-DOX mostraron resultados notables al inhibir el
crecimiento tumoral y suprimir la metastasis pulmonar en comparacién con la DOX pura. Asi
mismo, NPs de gelatina cargadas con paclitaxel también han sido utilizadas en la terapia contra
el cancer de vejiga intravesicular. Tanto la hidrofobicidad de la gelatina como la
nanoencapsulacion de paclitaxel en estado amorfo dentro de las NPs de gelatina pueden ser
responsables de la solubilidad mejorada y la liberacion rapida del farmaco (87 % en 2 h sin
enzimas), lo cual es muy deseable en la terapia vesical intravesical en la que la formulacion del
farmaco normalmente se mantiene en la vejiga durante un periodo corto (es decir, 2 horas)

(Mahapatro et al., 2008).
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Las NPs de gelatina también se han utilizado como un sistema de transporte eficiente para
farmacos y proteinas. Li et al., (1997) evalud las NPs de gelatina para la administracion de
albumina sérica bovina (BSA) como proteina modelo. Observé que las NPs son capaces de
inducir una liberacién sostenida y prevenir la desnaturalizacion de proteinas. Asi mismo, se ha
reportado que las NPs de gelatina son eficientemente captadas por parte de las células
dendriticas (DC) de la médula désea, por lo cual también se han realizado varios estudios para
dirigir antigenos a las DC, ya que puede ser un adyuvante inmunitario adecuado (Coester et al.,

2006).

Las nanoparticulas de gelatina estdn ganando terreno en la administracién de farmacos y genes
a través de todas las diversas vias de administracion disponibles. Sin embargo, la preparaciéon
homogénea y menos dispersa de este tipo de nanoparticulas sigue siendo una tarea desafiante
debido a la variacion de la calidad de la gelatina segun su fuente y debido a su peso molecular

variable (Hathout y Metwally, 2019).
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3. JUSTIFICACION

Las toxinas paralizantes tienen un amplio potencial en la investigacidon farmacoldgica. Su alta
toxicidad y rapida accion dificultan su manejo y control adecuado de dosis terapéuticas. Una
alternativa a dicha problematica es el uso de biomateriales utilizados como vehiculos de
transporte para reducir su toxicidad, controlar su administracion y dosificacion. La gelatina es un
biopolimero natural inerte, cuyas caracteristicas fisicoquimicas lo hacen un potencial candidato
como acarreador. En este sentido, conocer las interacciones fisicoquimicas entre la gelatina y la
familia de las toxinas paralizantes a través de simulacién por acoplamiento molecular, nos
permitird inferir en su estabilidad, mecanismos de interaccién y la capacidad que tiene este

biopolimero para anclar, transportar y liberar toxinas paralizantes.
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4. HIPOTESIS

La simulacién por acoplamiento molecular entre la gelatina tipo A y la familia de las toxinas
paralizantes, nos permitira conocer la estabilidad y mecanismos de interaccién fisica entre los
grupos amino y carboxilo expuestos sobre la superficie del biopolimero, asi como con la parte
polar de las toxinas paralizantes. Este hecho nos ayudara a determinar la magnitud de la

adsorcién y la integridad quimica del compuesto gelatina-toxina paralizante.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Realizar predicciones in silico del acoplamiento molecular de un modelo de sistema
nanoestructurado de la gelatina tipo A (GelNP, blanco) con una familia de analogos de toxinas

paralizantes (TP, ligandos).

5.2 Objetivos particulares

e Modelar las estructuras quimicas tridimensionales de la GeINP y las TP.

e Optimizar las estructuras quimicas por el método de campo de fuerza universal (UFF,
por su acronimo en inglés).

e Predecir las conformaciones estructurales (poses) que el ligando puede asumir dentro
del sitio activo del blanco.

e Predecir las energias de union entre los ligandos y el blanco.



17

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Modelado de moléculas

Las estructuras moleculares de las TP se modelaron a partir de lo reportado por Durdn-Riveroll
et al., (2016), ver Tabla 1. Para lo anterior se utilizé6 Avogadro 1.2.0 (Hanwell et al., 2012). Una
vez obtenida la estructura en 3D el siguiente paso fue optimizar la estructura a través del
método de campos de fuerza universal (UFF; Rappe et al., 1996), utilizando el mismo software.
La estructura tridimensional de la GelNP también se modeld y optimizé con el método antes
mencionado considerando 5 mondmeros solamente, ver Fig. 6, y la secuencia de aminodcidos

que conforman un monémero de la gelatina fue obtenida de Devi et al. (2017).
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Figura 5. Formula quimica basica de las toxinas paralizantes. A) Estructura 2D de la saxitoxina. B)
estructura optimizada en 3D con su nomenclatura de colores.
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Figura 6. Formula quimica del mondmero de la gelatina tipo A (GelNP). A) Estructura 2D de la
GelNP. B) Estructura optimizada en 3D con su nomenclatura de colores.

6.2 Acoplamiento molecular in silico (docking)

Una vez que las estructuras fueron optimizadas, la carga electrostatica total de cada modelo fue
asignada de acuerdo con su férmula quimica utilizando el software Chimera 1.5.3 (Pettersen et
al., 2004). El acoplamiento molecular in silico (docking) se realizé considerando estructuras
rigidas (GelNP) y flexibles (TP). Se realizaron simulaciones de interaccion individuales entre las
TP y el polimero de la GelNP, bajo un principio de quimica computacional llamado mecdnica
molecular. El acoplamiento molecular se llevé a cabo con el software Molegro virtual docker
1.5.0.0 (Thomsen y Christensen, 2006). La zona de acoplamiento se deilimité al sitio mostrado
en la Fig. 7. Para realizar el acoplamiento se establecié un radio de 29 A de la esfera de

acoplamiento.
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Figura 7. Zona de interaccidon del modelo de la GeINP.

En la simulacién, las TP fueron consideradas como ligandos y la GelNP se consideré como la
molécula diana, a la cual se unieron los ligandos. Se utilizaron 36 analogos de las TP (Tabla 1)
para establecer las simulaciones con el polimero de la GelNP y se corrieron 5 configuraciones
estructurales (poses) para cada andlogo de las TP. Para reducir el error estadistico, cada
simulacidn se corrié 10 veces por ligando, lo cual nos da un total de 1800 simulaciones de
acoplamiento molecular de la GelNP con las TP. Se utilizaron cdlculos de mecanica molecular
para encontrar la energia de union entre la diana y ligandos (la cual toma en cuenta las fuerzas

electrostaticas, puentes de hidrégeno y las fuerzas de Van der Waals).

De todas las simulaciones se eligieron 5 poses para cada analogo, con el software Molegro
virtual docker el cual toma en cuenta las interacciones electrostdticas entre los ligandos y la
diana, buscando el mejor lugar de acoplamiento dentro del sitio de busqueda de unién. De esta
simulacidn se obtuvieron 180 datos (Tabla 2). Para seleccionar la mejor pose se utilizo el criterio
de la energia de unidon del complejo por atomo del ligando (eficiencia del ligando o
LE1=Eoa/#atomos pesados). El criterio consideardo fue que, la mejor pose es aquella que

reporta la energia mas negativa de union entre todas las poses evaluadas, obteniendo un total
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de 36 resultados. Finalmente, bajo el mismo criterio de LE1 de estos 36 resultados se eligieron
las 5 poses con una mayor afinidad hacia la GelNP, obteniendo asi los 5 andlogos de las TP que

mostraron el mejor acoplamiento con el polimero de la GelNP.
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7. RESULTADOS

La Tabla 2 muestra el acoplamiento molecular de los 36 andlogos de las TP con 5
conformaciones estructurales en relacion a la molécula de GelNP. En la Tabla 2 también se
muestran los valores de la energia total, las fuerzas de Van Der Waals (VdW) y la eficiencia del
ligando (LE1), que nos indican la energia electrostatica que presenta la molécula, la energia que
se requiere para romper el enlace entre el ligando y la diana, asi como, la energia de union
entre la proteina y el ligando, respectivamente. Para seleccionar la mejor pose para cada
ligando se utilizo el criterio de LE1 donde se consideré como mejor pose aquella que reporta la
menor energia de unién entre todas las poses evaluadas, obteniendo un total de 36 resultados
(Tabla 3). La Fig. 8 muestra de forma grafica los valores de LE1 de las poses de los andlogos de
TP mas afines a la GelNP. Posteriormente se realizé una seleccién de los 5 ligandos que

mostraron mayor afinidad con la GelNP, y sus respectivas poses que se muestran en la Tabla 4.

La Fig. 9 representa la unién de las 5 TP mas afines en los probables sitios de unién con el
polimero de la GelNP. El polimero de la GelNP se conforma como un “resorte” con una parte
interna y una externa. Se observé que las 5 TP tienden a unirse a la parte interna de la GelNP

(Fig. 10).

Las Figs. 11 y 12 muestran la interaccion de la [01]STX con la GelNP. La Fig. 11 muestra que la
[01]STX se une con interacciones de enlace de hidrégeno a los aminodcidos Pro34 (prolina),
Arg31 (arginina), Glu42 (Acido glutdmico). En la Fig. 12 podemos observar que la Glu42
interacciona con los grupos amino y el nitrégeno de las posiciones 2 y 3 de la molécula de TP
(Tabla 1). Se observa que la Arg31 interactia con puentes de hidrégeno en el grupo hidroxilo
(OH, posicidn 12), con el nitrégeno en la posicién 9 y con el grupo amino (NH,) ubicado en la
posicién 8. La Pro34 interactia por medio de un puente de hidréogeno con el grupo amino
externo ubicado en la posicidon 8, y la Glu42 interacciona con la TP por medio de dos

interacciones de enlace de hidrégeno en las posiciones 1y 2.

Las Figs. 13 y 14 muestran la interaccidn de la [00]GTX2 con la GelNP. La Fig. 13 muestra que la

[00]GTX2 interactua con los residuos de aminoacidos Pro7 (prolina), Arg4 (arginina), Glul5
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(acido glutamico) Alal0 (alanina). En la Fig. 14 se observa que La Pro7 forma un puente de
hidrégeno con el grupo amino expuesto en el sitio 8 (Tabla 1), a su vez tiene una interaccion
electrostatica de repulsidon con un oxigeno expuestos del OSOs; ubicado en la posicion 11. La
Arg4 interacciona con fuerzas electrostaticas de atraccidn con los tres oxigenos del grupo OSOs.
El Glul5, tiene una interaccion de atraccion electrostatica con el carbono 2 y con el grupo amina
expuesto ligado al mismo carbono. La Alal0 interactia por medio de fuerzas electrostaticas de

atraccién con los carbonos 6 y 8.

Las Figs. 15 y 16 muestran la interacciéon de la [00]dcSTX con la GelNP. La Fig. 15 muestra que la
[00]dcSTX interactua con los residuos de aminodacidos Pro 16 (prolina), Alal9 (alanina), Gly23
(glicina), y Glu24 (acido glutamico). En la Fig. 16 se observa que la Prol6 forma un puente de
hidrégeno con el carboxilo ubicado en la posiciéon 11 (Tabla 1). La Alal9 y la Gly23 forman dos
puentes de hidrégeno con el nitrégeno ubicado en la posicidon 9 y con el grupo amino expuesto
en la posicidn 8. El Glu24 forma un puente de hidrégeno con el grupo amino expuesto ubicado

en la posicion 2.

Las Figs. 17 y 18 muestran la interaccién entre la [00]GC6a con la GelNP. La Fig. 17 muestra
como la [00]GC6a interactua con la Prol6 (prolina), Alal9 (alanina), Pro25 (prolina), Prol8
(prolina). En la Fig. 18 se observa que la Prol6 interactia con un grupo funcional hidroxilo
expuesto en la posicion 1 (Tabla 1) por medio de fuerzas de atraccién electrostdtica. La Alal9
interactua con un grupo funcional hidroxilo expuesto en la posicién 12 por medio de fuerzas de
atraccién electrostatica. La Pro25 interactua con fuerzas de atraccion electrostatica con un
hidroxilo expuesto en la posicidn 1 del anillo bencénico del grupo funcional di-hidoxibenzoilo. La
Prol8 interactua con fuerzas de atraccion electrostdtica con un hidroxilo expuesto en la

posicién 3 del anillo bencénico del grupo funcional di-hidoxibenzoilo.

Las Figs. 19 y 20 muestran la interaccién de la [00]dcGTX2 con la GelNP. La Fig. 19 muestra que
la [00]dcGTX2 interactua con la Arg31 (arginina) y la Pro34 (prolina). En la Fig. 20 se observa que
la Arg31 forma un puente de hidrégeno con el oxigeno del grupo funcional OSO3; unido al

carbono ubicado en la posicion 11 (Tabal 1). La Pro34 forma dos puentes de hidrogeno, uno con
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un hidroxilo externo del grupo funcional OSO3 y otro con un hidroxilo expuesto en la posicion

12.

Tabla 2. Resultados del acoplamiento molecular entre la gelatina tipo A (GelNP) y 36 toxinas
paralizantes (TP) con 5 conformaciones estructurales (poses) cada una. La tabla muestra valores
de energia total de la molécula, interacciones por fuerzas de Van der Walls (VdW), y eficiencia
de ligando (LE1) con valores en kcal/mol.

Nombre  Energia total VdW  LE1 (kcal/mol)

[00]GTX1 -83.1 -8.0 3.1
[01]GTX1 77.2 -10.2 -3.0
[02]GTX1 72.7 -13.8 2.6
[03]GTX1 -68.8 -8.4 2.6
[04]GTX1 -68.2 7.6 2.7
[00]GTX2 -88.5 -18.3 3.4
[01]GTX2 -83.4 -10.8 3.3
[02]GTX2 -79.6 -15.7 3.1
[03]GTX2 -82.0 7.6 3.2
[04]GTX2 77.8 9.5 -3.0
[00]GTX3 67.2 0.3 2.7
[01]GTX3 71.2 5.8 2.7
[02]GTX3 -65.6 7.1 2.7
[03]GTX3 -64.5 -15.2 2.6
[04]GTX3 -69.3 -14.5 2.8
[00]GTX4 -66.3 20.9 2.5
[01]GTX4 -58.0 -12.0 2.2
[02]GTX4 -53.6 18.9 2.3
[03]GTX4 -57.0 -14.1 2.2
[04]GTX4 -58.1 -14.4 2.3
[00]NEO -68.4 -15.0 3.2
[01]NEO -66.9 -12.4 3.2
[02]NEO -63.6 -12.6 -3.0
[03]NEO 61.5 7.2 2.9
[04]NEO -64.5 -8.8 3.1
[00]STX 72.4 -11.8 3.6
[01]STX -74.0 -15.5 -3.7
[02]STX -66.4 13.6 3.4
[03]STX -70.0 -10.9 -3.5
[04]STX 62.4 -11.4 3.2
[00]dcGTX1 -67.9 -15.2 -3.0
[01]dcGTX1 -70.6 8.5 2.9
[02]dcGTX1 -59.9 -6.4 2.6

[03]dcGTX1 -61.8 -7.9 -2.7



[04]dcGTX1
[00]dcGTX2
[01]dcGTX2
[02]dcGTX2
[03]dcGTX2
[04]dcGTX2
[00]dcGTX3
[01]dcGTX3
[02]dcGTX3
[03]dcGTX3
[04]dcGTX3
[00]dcGTX4
[01]dcGTX4
[02]dcGTX4
[03]dcGTX4
[04]dcGTX4
[00]dcNEO
[01]dcNEO
[02]dcNEO
[03]dcNEO
[04]dcNEO
[00]dcSTX
[01]dcSTX
[02]dcSTX
[03]dcSTX
[04]dcSTX
[00]GCla
[01]GCla
[02]GC1a
[03]GCla
[04]GC1a
[00]GC2a
[01]GC2a
[02]GC2a
[03]GC2a
[04]GC2a
[00]GC3a
[01]GC3a
[02]GC3a
[03]GC3a
[04]GC3a
[00]GC4a
[01]GC4a
[02]GC4a

-65.4
-72.4
-68.2
-57.9
-64.8
-58.4
-68.9
-61.6
-59.0
-51.1
-56.7
-68.2
-58.9
-47.9
-55.2
-57.6
-59.5
-53.3
-45.8
-48.3
-44.8
-58.5
-49.7
-51.4
-51.5
-50.8
-91.7
-88.3
-80.6
-87.5
-77.7
-87.3
-82.9
-86.1
-82.7
-76.8
-88.9
-84.4
-88.6
-83.4
-76.3
-90.7
-84.6
-87.0

-12.2
-11.6
-9.8
-10.8
-10.3
-10.8
-14.7
-13.9
-10.9
-7.3
-9.7
-15.5
-12.0
-10.0
-14.1
-12.4
-13.9
-11.3
-10.4
-3.2
31.6
-13.0
-10.9
-10.4
-9.0
-8.5
1.1
-5.0
-7.2
-16.4
-2.1
-14.9
-2.1
-11.2
-14.0
17.2
-10.2
1.4
-17.0
-7.2
-11.8
233
-3.5
-13.4

-2.7
-3.3
-3.2
-2.6
-2.9
-2.7
-3.2
-2.8
-2.7
-2.4
-2.7
-3.0
-2.5
-2.4
-2.5
-2.5
-3.3
-2.8
-2.6
-2.6
-2.5
-3.4
-3.1
-3.0
-3.1
-3.0
-2.7
-2.7
-2.6
-2.6
-2.4
-2.8
-2.6
-2.7
-2.5
-2.4
-2.7
-2.6
-2.6
-2.4
-2.5
-2.7
-2.5
-2.7
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[03]GC4a
[04]GC4a
[00]GC5a
[01]GC5a
[02]GC5a
[03]GC5a
[04]GC5a
[00]GC6a
[01]GC6a
[02]GC6a
[03]GC6a
[04]GC6a
[00]B1
[01]B1
[02]B1
[03]B1
[04]B1
[00]B2
[01]B2
[02]B2
[03]B2
[04]B2
[00]C1
[01]C1
[02]C1
[03]C1
[04]C1
[00]C2
[01]C2
[02]C2
[03]C2
[04]C2
[00]C3
[01]C3
[02]C3
[03]C3
[04]C3
[00]C4
[01]C4
[02]C4
[03]C4
[04]C4
[00]GC1
[01]GC1

-85.5
-83.3
-92.8
-76.1
-87.1
-76.9
-83.1
-91.8
-86.6
-85.6
-80.9
-83.1
-72.4
-76.0
-78.2
-73.0
-78.1
-67.4
-70.5
-64.4
-68.9
-70.0
-79.4
-76.2
-78.8
-73.1
-68.5
-79.2
-79.9
-73.6
-71.9
-74.6
-72.3
-76.7
-73.8
-63.7
-69.6
-77.3
-76.5
-71.0
-66.3
-65.4
-83.5
-82.9

-10.6
4.6
-12.3
28.8
11.3
4.4
-5.0
-16.4
-16.6
-10.2
14.0
-10.2
-10.5
22.1
-6.4
9.8
-12.5
40.0
-11.5
3.0
-9.1
-13.8
-18.0
-9.4
-15.8
-13.0
-14.0
16.7
-13.5
-9.3
-13.9
-11.2
37.6
-4.6
12.5
30.0
-18.4
-15.2
22.0
-8.9
-8.1
-10.8
-10.0
-16.9

-2.7
-2.5
-2.7
-2.6
-2.6
-2.3
-2.5
-3.3
-3.1
-3.1
-2.9
-2.9
-3.1
-3.1
-3.1
-3.0
-3.0
-2.6
-2.7
-2.4
-2.5
-2.7
-2.7
-2.6
-2.6
-2.5
-2.4
-2.7
-2.6
-2.6
-2.4
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.2
-2.3
-2.5
-2.5
-2.2
-2.1
-2.2
-2.7
-2.5
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[02]GC1
[03]GC1
[04]GC1
[00]GC2
[01]GC2
[02]GC2
[03]GC2
[04]GC2
[00]GC3
[01]GC3
[02]GC3
[03]GC3
[04]GC3
[00]GC4
[01]GC4
[02]GC4
[03]GC4
[04]GC4
[00]GC5
[01]GC5
[02]GC5
[03]GC5
[04]GC5
[00]GC6
[01]GC6
[02]GC6
[03]GC6
[04]GC6
[00]GC1b
[01]GC1b
[02]GC1b
[03]GC1b
[04]GC1b
[00]GC2b
[01]GC2b
[02]GC2b
[03]GC2b
[04]GC2b
[00]GC3b
[01]GC3b
[02]GC3b
[03]GC3b
[04]GC3b
[00]GC4b

-84.9
-86.2
-84.8
-83.3
-81.1
-73.8
-78.7
-83.4
-89.5
-83.3
-79.7
-83.2
-77.0
-89.2
-87.0
-84.5
-75.7
-86.8
-90.7
-86.4
-82.3
-78.3
-88.5
-81.0
-81.5
-78.8
-77.6
-79.8
-94.2
-92.5
-90.7
-82.6
-80.6
-95.0
-88.2
-85.3
-87.5
-87.2
-94.1
-81.1
-84.9
-84.8
-85.8

-101.5

-17.2
1.0
-14.9
16.8
-9.8
13.5
-9.4
-8.8
-17.9
-0.3
22.3
-1.5
0.1
18.3
-4.2
-12.0
-6.6
-14.1
-15.1
-17.9
26.9
-9.0
-18.1
-7.1
-6.2
0.9
-9.9
-15.7
-18.5
-10.0
-11.9
-7.1
-9.3
-10.5
-14.1
5.7
-8.1
16.2
-18.5
-2.5
-10.8
-17.7
-10.5
-14.9

-2.7
-2.6
-2.7
-2.8
-2.6
-2.4
-2.6
-2.7
-2.8
-2.6
-2.5
-2.6
-2.6
-2.7
-2.5
-2.5
-2.4
-2.6
-2.8
-2.7
-2.6
-2.4
-2.7
-3.0
-3.0
-3.0
-2.9
-2.9
-2.8
-2.6
-2.5
-2.4
-2.3
-2.8
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-3.1
-2.8
-3.0
-2.9
-2.9
-2.7
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[01]GC4b
[02]GC4b
[03]GC4b
[04]GC4b
[00]GC5b
[01]GC5b
[02]GC5b
[03]GC5b
[04]GC5b
[00]GC6b
[01]GC6b
[02]GC6b
[03]GC6b
[04]GC6b

-89.3
-91.2
-94.4
-89.3
-96.4
-83.7
-91.7
-85.6
-92.0
-79.9
-81.2
-86.9
-82.9
-75.2

-5.1
-6.1
0.2
-5.3
-5.6
2.8
-9.7
-11.5
-19.4
-10.7
-15.2
-3.3
28.7
4.9

-2.5
-2.6
-2.6
-2.5
-2.6
-2.4
-2.5
-2.4
-2.5
-2.7
-2.6
-2.7
-2.7
-2.5
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Tabla 3. Se muestran las 36 poses de las toxinas paralizantes (TP), seleccionadas por su afinidad,
con la gelatina tipo A (GelNP). La tabla muestra valores de energia total de la molécula,
interacciones por fuerzas de Van der Walls (VdW), y eficiencia de ligando (LE1) con valores en

kcal/mol.

Pose Energia total Vdw LE1
[00]GTX1 -83.1 -8.0 -3.1
[00]GTX2 -88.5 -18.3 -3.4
[04]GTX3 -69.3 -14.5 -2.8
[00]GTX4 -66.3 20.9 -2.5
[OO]NEO -68.4 -15.0 -3.2

[01]STX -74.0 -15.5 -3.7
[00]dcGTX1 -67.9 -15.2 -3.0
[00]dcGTX2 -72.4 -11.6 -3.3
[00]dcGTX3 -68.9 -14.7 -3.2
[00]dcGTX4 -68.2 -15.5 -3.0
[00]dcNEO -59.5 -13.9 -3.3

[00]dcSTX -58.5 -13.0 -3.4
[00]GCla -91.7 1.1 2.7
[00]GC2a -87.3 -14.9 -2.8
[00]GC3a -88.9 -10.2 -2.7
[00]GC4a -90.7 23.3 -2.7
[00]GC5a -92.8 -12.3 -2.7
[00]GC6a -91.8 -16.4 -3.3

[00]B1 -72.4 -10.5 3.1

[01]B2 -70.5 -11.5 -2.7

[00]C1 -79.4 -18.0 2.7

[00]C2 -79.2 16.7 -2.7

[00]C3 723 37.6 2.5



[00]C4
[00]GC1
[00]GC2
[00]GC3
[00]GC4
[00]GC5
[00]GC6

[00]GC1b
[00]GC2b
[00]GC3b
[00]GC4b
[00]GC5b
[00]GC6b

Acoplamiento molecular de 36 TP con gelatina tipo A

Eficiencia del ligando {kcal/mol)

-77.3
-83.5
-83.3
-89.5
-89.2
-90.7
-81.0
-94.2
-95.0
-94.1
-101.5
-96.4
-79.9

Toxinas paralizantes

-15.2
-10.0
16.8
-17.9
18.3
-15.1
-7.1
-18.5
-10.5
-18.5
-14.9
-5.6
-10.7

-2.5
-2.7
-2.8
-2.8
-2.7
-2.8
-3.0
-2.8
-2.8
-3.1
-2.7
-2.6
-2.7
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Figura 8. Grdfico de barras con las 36 toxinas paralizantes (TP) y sus valores de eficiencia del
ligando en kcal/mol. Para seleccionar la mejor pose para cada ligando se utilizé el criterio de LE1
donde se consideré6 como mejor pose aquella que reporta la menor energia de unién entre

todas las poses evaluadas, obteniendo un total de 36 resultados.
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Tabla 4. Poses mas afines a la gelatina tipo A (GelNP) seleccionadas de la Tabla 2. La tabla
muestra valores de energia total de la molécula, interacciones por fuerzas de Van der Waals
(VdW), y eficiencia de ligando (LE1) con valores en kcal/mol.

Nombre Energia total Vdw LE1
[01]STX -74.0 -15.5 -3.7
[00]GTX2 -88.5 -18.3 -3.4
[00]dcSTX -58.5 -13.0 -3.4
[00]GC6a -91.8 -16.4 -3.3
[00]dcGTX2 -72.4 -11.6 -3.3

B [o01]sTX B [00]dcGTX2 B [00]GTX2 B [00]dcSTX [] [oolGC6a

Figura 9. Interaccién entre las toxinas paralizantes (TP) mas afines y la gelatina tipo A (GelNP).
Las toxinas se muestran de diferentes colores: rojo [01]STX, azul [00]dcGTX2, guinda [00]gtx2,
verde [00]dcSTX, y en color amarillo [00]GC6a.
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Figura 10. Estructura tipo “resorte” de la gelatina tipo A (GelNP). Las flechas sefialan la parte
interna del resorte donde se observd que las 5 toxinas paralizantes (TP) tienden a unirse a la
parte interna de la GelNP.
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Figura 11. Representacién de la interaccion de la [01]STX con la gelatina tipo A. Los residuos
marcados con un circulo verde son los residuos que interactdan con [01]STX, Arg (arginina), Pro
(prolina), Glu (glutamina) El nitrégeno se representa con el color azul, el oxigeno en rojo, el
carbono en gris y el hidrégeno en blanco. Los puentes de hidrégeno se representan como lineas
punteadas de color azul.

Figura 12. Interacciones de [01]STX con la gelatina tipo A. Arg (arginina), Pro (prolina), Glu
(acido glutamico), las lineas punteadas en azul son representaciones de puentes de hidrégeno,
los puntos rojos son oxigeno, los azules son nitrégeno y las lineas blancas los enlaces.



31

Figura 13. Representacion de la interaccion de la [00]GTX2 con la gelatina tipo A. los residuos
marcados con un circulo verde son los residuos que interactdan con la [00]GTX2, Pro (prolina),
Arg (arginina), Glu (acido glutamico), Ala (alanina). El nitrégeno se representa con el color azul,
el oxigeno en rojo, el carbono en gris y el hidrégeno en blanco. Los puentes de hidrégeno se
representan como lineas punteadas de color azul.

Figura 14. Interacciones de [00]GTX2 con la gelatina tipo A. Arg (arginina), Pro (prolina), Glu
(acido glutdmico), Ala (alanina), los puntos rojos son oxigeno, los azules son nitrégeno, los
amarillos fésforo y las lineas blancas representan los enlaces, las lineas punteadas en azul son
representaciones de puentes de hidrégeno, las verdes nos indican una interaccién electrostatica
de atraccion y las rojas de repulsién.
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Figura 15. Representacion de la interaccion de la [00]dcSTX con la gelatina tipo A. los residuos
marcados con un circulo verde son los residuos que interactdan con la [00] dcSTX, Pro (prolina),
Arg (arginina), Glu (acido glutamico) Ala (alanina), Gly (glicina). El nitrégeno se representa con el
color azul, el oxigeno en rojo, el carbono en gris y el hidrégeno en blanco. Los puentes de
hidrégeno se representan como lineas punteadas de color azul.

[Pro 16]

[Glu 24]

Figura 16. Interacciones de [00]dcSTX con la gelatina tipo A. Pro (prolina), Glu (acido glutdmico)
Ala (alanina), Gly (glicina), los puntos rojos son oxigeno, los azules son nitréogeno vy las lineas
blancas representan los enlaces. Las lineas punteadas en azul son representaciones de puentes
de hidrégeno.
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Figura 17. Representacion de la interaccion de la |00|GC6a con la gelatina tipo A. los residuos
marcados con un circulo verde son los residuos que interactian con la [00]GC6a, Pro (prolina),
Ala (alanina). El nitrégeno se representa con el color azul, el oxigeno en rojo, el carbono en gris
y el hidrégeno en blanco. Los puentes de hidrégeno se representan como lineas punteadas de

color azul.

[Pro 16]

[Pro 18]

Figura 18. Interacciones de [00]GC6a con la gelatina tipo A. Pro (prolina), Ala (alanina), los
puntos rojos son oxigeno, los azules son nitrégeno vy las lineas blancas representan los enlaces,
las lineas punteadas en azul son representaciones de puentes de hidrégeno.
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Figura 19. Representacion de la interaccion de la [00]dcGTX2 con la gelatina tipo A. los residuos
marcados con un circulo verde son los residuos que interacttian con la [00]dcGTX2, Pro (prolina)
Arg (arginina). El nitrégeno se representa con el color azul, el oxigeno en rojo, el carbono en gris
y el hidrégeno en blanco. Los puentes de hidrégeno se representan como lineas punteadas de

color azul.

Figura 20. Interacciones de [00]dcGTX2 con la gelatina tipo A Arg (arginina), Pro (prolina), los
puntos rojos son oxigeno, los azules son nitrégeno, los amarillos fésforo y las lineas blancas
representan los enlaces, las lineas punteadas en azul son representaciones de puentes de

hidrégeno.



35

8. DISCUSION

En este trabajo utilizando la matriz estructural de la GelNP, identificamos que las energias de
interaccion con los diferentes analogos de las TP estan influenciadas por la hidrofilicidad de los
sustituyentes de las TP, como se puede observar en las Figs. 5 y 6. Las TP son toxinas con
caracter hidrofilico que pueden o no presentar carga neta positiva dependiendo del tipo de
andlogo (Oshima, 1995; Chen et al.,, 2016). Asimismo, las GelNP son construcciones
tridimensionales que contienen cadenas poliméricas hidrofébicas o hidrofilicas que pueden
absorber una gran cantidad de agua sin que se disuelva, por lo que la estructura del polimero es
reversible, siendo esta, una de las principales caracteristicas de los geles, su capacidad de

absorber agua e hincharse (Rahadar et al, 2019).

Las moléculas diana varian segun sus sustituyentes, la cuales afectan el reconocimiento de
ligandos y también influyen en su disponibilidad bioldgica. Estos factores deben tenerse en
cuenta al relacionar las propiedades de los biopolimeros como la GelNP, con los aspectos
bioldgicos (toxicidad) de los analogos de la STX (Duran-Riveroll et al, 2016). Por lo tanto, para
elegir la mejor configuracién estructural (pose) para cada ligando se utilizdé el criterio de la
eficiencia del ligando (LE1) donde se consider6 como mejor aquella que reporta la menor
energia de unién entre todas las poses evaluadas, obteniendo un total de 36 interacciones de
las cuales solo cinco mostraron mayor afinidad, siendo [01]STX, [00]GTX2, [00] dcSTX, [00]GC6a
y [00]dcGTX las mejores. Cabe sefalar que a la izquierda del nombre de cada toxina se
encuentran dos numeros entre corchetes, que van desde el 00 hasta el 04, éstos indican el
numero de pose, ya que cada pose interactia con un lugar diferente de la GelNP. Esto nos
ayuda a identificar con mayor precisidn las afinidades de cada TP; como se muestra en la Tabla
2, hay una diferencia en el valor del LE1 entre la [00]STX con un valor de -3.6 y la [04]STX con un
valor de -3.2, lo cual nos sugiere que la STX tiene mayor afinidad a la GelNP cuando interactua

en el sitio de la pose [00]STX.

La ausencia de correlacion directa entre AG (energia) y la potencia de la toxina podria deberse a
que estos anadlisis no consideran los parametros bioldgicos externos que modifican el

comportamiento de la misma, como las moléculas del agua y los componentes del gel. Lo
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anterior podria estar asociado con comportamiento farmacocinético y procesos de
reconocimiento de ligandos, incluidos los movimientos moleculares que tampoco son
considerados por el acoplamiento molecular (Durdn-Riveroll et al., 2016). Esto podria explicar lo
gue se observa en la Tabla 4 donde los valores muestran la energia total de la molécula,
interacciones por fuerzas de Van der Waals (VdW), y eficiencia de ligando (LE1) en kcal/mol. En

este caso las poses mas afines mostraron una LE1 muy similar.

Choudhary et al. (2002) mencionan a las gonyautoxinas (GTXs, derivados sulfatados de la
saxitoxina) suelen unirse en menor proporcion por enlaces quimicos a comparacién con sus
contrapartes no sulfatadas, dicha reducciéon en la afinidad es debido a alguna interaccién
repulsiva entre el grupo sulfato y los aminoacidos cargados negativamente. La adicién de un
sulfato resta una carga positiva de la carga neta de la toxina y puede alterar la distribucién de
carga en la molécula. Estos cambios pueden afectar la unién de la toxina debido a su
sensibilidad a las diferencias de potencial; asi mismo sugiere que el grupo sulfato tiene solo un
efecto menor sobre la distribucion de carga del grupo 1,2,3 guanidinio. Lo anterior podria
explicar las interacciones de la GelNP con [00] GTX2, [00] GC6a, y [00] dcGTX2 dénde se
encontrd que interaccionan con fuerzas electrostaticas de atraccion con los hidroxilos en lugar

del grupo 0SOs.

Siguiendo con los grupos funcionales, se sabe que todos los grupos carboxilo estan involucrados
con las uniones de la toxina y sus analogos, siendo utilizadas y caracterizadas en el pasado por
varios autores. También los grupos hidroxilo y amino suelen ser claves en los enlaces que estas
toxinas pueden formar dentro de un sistema tomando orientaciones particulares durante las
interacciones (Choudhary et al, 2002); en el presente andlisis los grupos funcionales carbonilo
de la pose [01]STX y [00]GTX2 han formado puentes de hidrégeno, asi como el grupo funcional
0SO;3 por dichas caracteristicas. De igual manera los grupos decarbamilo de la [00]dcSTX y
[00]dcGTX2 y el grupo funcional di-hidroxibenzoilo presentes en las poses de la [00]GCé6a

respectivamente, son los responsables de formar interacciones y enlaces.
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Es por tanto que las cargas de los grupos funcionales pudieran ser responsables de la mayoria
de las interacciones y enlaces de las toxinas con los aminoacidos Arg (arginina), Pro (prolina) y
Glu (acido Glutdamico) en la mayoria de las poses, variando en algunos casos como [00]dcSTX
que también mostré puentes de hidrégeno con la Gly (glicina); a diferencia de lo antes
mencionado, donde la pose [00]GTX2 forma puentes de hidrégeno con la Pro7 sugiriendo que
se produce por reacciones electrostaticas entre los grupos amino de la arginina con los OH y
grupo funcional OSOs. La pose [00]GTX2 también mostré una fuerza de atraccion hacia la Argd y
Glul5 con grupos hidroxilo y un carboxilo expuestos, los cuales son grupos funcionales que
suelen interactuar con los nitrégenos de los anillos caracteristicos de las purinas cargados

positivamente.

Debemos recordar que las cargas moleculares iguales, como dos cargas negativas o dos cargas
positivas, se repelen entre si, por lo que las interacciones con Alal0 en las poses formadas por
los grupos OH del SO3; con los aminodcidos de la GelNP, son interacciones débiles que no
alcanzan a formar enlaces; también se muestra una interaccion electrostatica de repulsién hacia
el aminodcido Pro7 de la GelNP sugiriendo que podria tener la misma carga que los grupos
funcionales cercanos a él. Asimismo, se observa que la [00]GTX2 tiene una mayor cantidad de
interacciones con la GelNP, sin embargo, el criterio para determinar la mayor afinidad entre un
ligando y la GeINP es LE1, el cual toma en cuenta la energia de los enlaces formados entre el
ligando y la diana. Gracias a este estudio podemos confirmar que los enlaces por puentes de
hidrogeno se dan entre los grupos funcionales protonados positivos (NH;) y los grupos
funcionales hidroxilo (OH) cargados negativamente como se puede observar en las Figs. 7, 9, 11,

y 15.
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9. CONCLUSIONES

as TP provenientes de dinoflagelados marinos, son un grupo de alcaloides neurotéxicos de gran
potencial biomédico. Su alta toxicidad ha restringido su uso, siendo esta uno de sus principales
desafios para poder dirigir y mantener la liberacion de las TP en dosis terapéuticas.
Biopolimeros naturales como la gelatina, han mostrado ser un sélido candidato para transportar
proteinas, péptidos, aminoacidos y hasta farmacos anticancerigenos. Las simulaciones
presentadas en este trabajo muestran, por primera vez, que las GelNP y 5 andlogos de las TP
([01]STX, [00]GTX2, [00] dcSTX, [00]GC6a y [00]dcGTX) son capaces de inducir uniones a través
de interacciones fisicas para formar complejos estables que pudieran utilizarse como
potenciales candidatos terapéuticos. Sin embargo, aun a pesar de que nuestros resultados
muestran una alta estabilidad de estos sistemas, es importante reconocer que todavia se
requieren mas investigaciones con diferentes mecanismos de interacciones bioldgicas
incluyendo, por ejemplo, esferas completas de gelatina para tratar de predecir el efecto de la

energia superficial en funcién del pH y temperatura.
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