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Pensamiento

“No sé lo que le podré parecer al mundo, pero a mi me parece como si hubiese sido un
nifio que juega en la orilla del mar y se divierte de tanto en tanto encontrando un guijarro méas
pulido o una concha méas hermosa de lo comun, mientras que el inmenso océano de la verdad se

extiende inexplorado frente a mi”.

Isaac Newton
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Resumen

Se desarrollaron in silico, varios péptidos derivados de la regién N terminal de la Anexina
Al humana, a los cuales se les realizaron sustituciones de amino&cidos en sitios donde ocurre
degradacion por enzimas, lo que los hace al menos, tedricamente, resistentes a escision. Estos
péptidos podrian ejercer un efecto agonista sobre los receptores celulares FPR2, que se encuentra
en neutrofilos, monocitos, eosinéfilos y macréfagos principalmente. Con un posible agonismo
sobre estos receptores se podria obtener un efecto antiinflamatorio prorresolutivo. Estos péptidos
desarrollados fueron evaluados mediante programas computacionales, y se determino la capacidad

de unidn a un receptor FPR2 construido por homologia de secuencias de aminoacidos.

El péptido que presento mejor capacidad de union, al receptor modelado fue seleccionado
y se determinaron algunas propiedades fisicoquimicas in silico, y se describieron ademas algunas
posibles caracteristicas farmacocinéticas que podria presentar el péptido.

Ademas, se describieron algunos métodos modernos de sintesis, para la obtencion de
péptidos y proteinas, con los cuales se podria sintetizar el péptido desarrollado in silico, en un

eventual deseo de realizar pruebas in vitro posteriormente.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

Los antinflamatorios esteroideos se utilizan desde hace décadas masivamente por distintas
especialidades, ya que son muy eficaces y sus efectos beneficiosos son apreciados en numerosos
tratamientos de diversas patologias. Sin embargo, muchos de los tratamientos con corticoides son
utilizados sin contar con un conocimiento adecuado de su uso y mecanismo de accion, la dosis
terapéutica eficaz, o su eficacia. Esto se ha comprobado mediante estudios clinicos que indicaron
que ciertos medicamentos carecen de propiedades de las cuales se pensaba que poseian; ademas,
es importante este hecho, debido a los frecuentes y graves efectos secundarios producidos por el
uso de corticoides (Galofré, 2009, p.9).

Entre algunos de los efectos adversos no deseados en el uso de altas dosis o tratamientos no
adecuados de glucocorticoides se encuentran: aumento de la gluconeogénesis y resistencia a la
insulina, aumento del catabolismo proteico, osteoporosis y adelgazamiento de la piel, se produce
obesidad abdominal, cara de luna, acumulacion de grasa en zona dorsal, manteniendo las
extremidades relativamente delgadas. Se produce una disminucion de la inmunidad celular y
humoral, aumento de la secrecién de acido por el estémago, retencion de sodio y redistribucién de
los fluidos corporales; en hombres disminuye la concentracion de testosterona, en mujeres produce
supresion de la secrecion de estrogenos y progestdgenos, anovulacion y amenorrea (Gémez,

Gutiérrez y Valenzuela, 2007, p.63).

En cuanto a la toxicidad, el uso extenso de antiinflamatorios esteroideos a menudo provoca
efectos indeseables incapacitantes y pueden poner en riesgo la vida. Entre algunos de estos efectos
se tiene el retraso de crecimiento en nifios, necrosis vascular 0sea, osteopenia, aumento del riesgo
de infeccion, mala cicatrizacion de heridas, hiperglucemia, hipertension arterial, y pueden producir
cataratas. La morbilidad causada por el uso de glucocorticoides se ha disminuido por la
combinacion con inhibidores de calcineurina que anulan la activacion de linfocitos T, reduciendo

dosis o suspendiendo el uso de esteroides (Brunton, Chabner y Knollman, 2018, p.1008).



La resistencia a los glucocorticoides es otro aspecto limitante en el uso de estos
antiinflamatorios; ocurre aproximadamente entre el 4 y el 10% de pacientes con asma, 30% de
pacientes con artritis reumatoide, y en casi la totalidad de pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva cronica y sepsis, lo que limita el uso de estos como terapia, pero conservando sus
efectos no deseados. La resistencia puede deberse a defectos en la sefalizacién de los
glucocorticoides, la reduccion de la expresion de receptores glucocorticoides, disminucion de la
unioén al receptor, alteracion de la translocacion nuclear o alteracion de actividad del cofactor

(Vandewalle, Luypaert, De Bosscher y Libert, 2018, p.42).

Con lo mencionado anteriormente, surge la principal interrogante de la investigacion: ¢ Sera
posible desarrollar in silico un compuesto proteico con propiedades antiinflamatorias semejantes a
los corticoides evitando los efectos secundarios indeseables del uso de antiinflamatorios

esteroideos?

Hipotesis

Se obtiene una proteina in silico, derivada de la Anexina Al enddgena, que se una a los
receptores FPR2, realizando tedricamente un agonismo, y con ello obtener un efecto

antiinflamatorio prorresolutivo de la molécula sin los efectos indeseables del uso de corticoides.

Objetivos
Objetivo General

Desarrollar un agonista de Receptores péptido formilo 2 (FPR2) de origen proteico in silico

con caracteristicas antiinflamatorias prorresolutivas.



Objetivos Especificos

-Obtener un péptido con caracteristica agonista de receptores FPR2 in silico con

propiedades antiinflamatorias prorresolutivas.

-Determinar in silico la capacidad de unién de la proteina desarrollada al receptor y sus

propiedades fisicoquimicas.

-Describir las posibles maneras de obtener compuestos proteicos deseados, con los métodos

actuales de sintesis.

Justificacion

El organismo humano en general se ve afectado por el uso de corticoides; por ello las
reacciones adversas después de la terapia con corticoides son multiples y variadas, desde
manifestaciones no graves pero molestas, hasta otras que ponen en peligro la vida del paciente. Son
causa frecuente de iatrogenia; las dosis utilizadas son un factor de riesgo; estos efectos se pueden
subdividir en agudos o crénicos dependiendo de la afectacién que produzcan, y ademas se debe
tener especial cuidado con las interacciones que pueden ocurrir con otros medicamentos (Serra,
Roganovich y Rizzo, 2012, p.165).

A pesar de los grandes beneficios que se obtienen con el uso de corticoides para el
tratamiento de distintas patologias por su gran efecto antiinflamatorio mayormente de tipo celular,
no se deben ignorar los frecuentes y graves efectos secundarios; sumado a esto, la resistencia que
se presenta a los glucocorticoides se vuelve, como una limitante y problematica, en el uso de
corticoides en la préctica clinica. De lo anterior surge la necesidad de buscar otras alternativas
antiinflamatorias en la inmunidad de tipo celular que disminuyan la incidencia de efectos adversos

y complicaciones del uso de corticoides.

A través de los afios de estudio, el interés por mediadores antiinflamatorios con propiedades
prorresolucion, en especial de origen endégeno, como la proteina anexina Al, se consideran hoy

en dia como un motivo de interés para proyectos de desarrollo de nuevos farmacos, con la certeza



de que medicamentos basados en las vias antiinflamatorias enddgenas podrian actuar de manera
homologa en efectos prorresolucién, y que potencialmente tienen menos efectos secundarios que

los tratamientos existentes (Gavins y Hickey, 2012, p.1).

Muchos de los pacientes, que requieren el uso de antiinflamatorios esteroideos para el
tratamiento de sus patologias, podrian verse beneficiados con el desarrollo de nuevas alternativas
antiinflamatorias, especialmente en casos donde las patologias sean causadas por inmunidad
celular. Esto permitiria a dicha poblacion, contar con una mejor calidad de vida sin que se presenten
los efectos indeseables del uso de corticoides, y evitando la otra limitante del uso de corticoterapia,

que es la resistencia glucocorticoide.

La vision orientada a que la resolucion inflamatoria es un fendmeno activo, y no es un
proceso que se resuelve de manera espontanea en relacion con el diagndéstico, abre mdaltiples
oportunidades para evaluar la complejidad de este proceso y sus principales mediadores; una de
ellas es la proteina regulada por glucocorticoides, la anexina Al y su receptor acoplado a la proteina
G (FPR2). En los ultimos afios se han comprendido los procesos mediante los cuales la Anexina
Al realiza su papel antiinflamatorio en la inmunidad innata, con lo cual esta proteina se considera
un regulador fundamental de homeostasis; si no actuara en contra de la inflamacion esta se

prolongaria y agravaria (Perretti y Dalli, 2009, p.936).

La investigacion para el desarrollo in silico de un agonista proteico FPR2, proporcionaria
alternativas de tratamientos antiinflamatorios para la parte clinica, ya que los tratamientos
existentes redundan en la probabilidad de desarrollar eventos adversos. Por otra parte, se podria
proporcionar una molécula de la cual se podrian derivar otras con distintas caracteristicas y
aplicaciones clinicas, del mismo modo en que los farmacos tradicionales de sintesis organica han

dado lugar a otras moléculas derivadas de un medicamento.

Hoy en dia existe interés en desarrollar farmacos que imiten el modo de accion de los
factores de resolucion enddgena para promover el curso de la inflamacion hacia una via
prorresolucion. Esto representaria un nuevo método para el tratamiento de enfermedades

inflamatorias cronicas. Sin embargo, los farmacos antiinflamatorios tradicionales se analizan para



determinar su eficacia durante las primeras horas de aparicion de la inflamacion; en otras palabras,
disminuir la formacion de leucocitos y edemas, y nunca se analiza su capacidad de desencadenar
procesos de resolucion; actualmente no existe un modelo para evaluar los agentes prorresolventes
(Navarro et al., 2009, p.1516).

Los mediadores enddgenos reguladores de la inflamacion, como la anexina Al, son
potenciales herramientas terapéuticas para el control de enfermedades inflamatorias. Aunque si el
uso clinico de estrategias de prorresolucion sera Gtil o podria generar efectos indeseables se debe
estudiar bien, se cree que estos seran efectivos y tendran menos efectos secundarios, debido a su
capacidad para imitar o inducir las vias naturales de la fase de resolucién de la inflamacion

(Amantéa, Vago, Teixeiray Pires, 2016, p.2).

El uso de péptidos como potenciales agentes terapéuticos tiene como grandes ventajas su
alta especificidad y su gran actividad; ademas, por lo general tienen poca toxicidad y pocos efectos
secundarios, se pueden administrar en pequefias dosis, reduciendo asi las cantidades de producto a
sintetizar en escala industrial. Otra ventaja es que no se acumulan en el organismo, ya que poseen
una vida media relativamente corta. El estudio e investigacion de nuevos acercamientos para
identificar nuevas moléculas activas, basados en la preparacion de bibliotecas de productos y la
evaluacion de su actividad masivamente, expande un futuro prometedor para los péptidos en el

campo médico (Giralt, Albericio y Jiménez, 2004, p.10).

El progreso en cuanto al conocimiento sobre péptidos y proteinas ha dado un impulso a la
innovacion y el descubrimiento de farmacos, y esto ha ocasionado un desafio para los
desarrolladores farmacéuticos, para implementar nuevas técnicas y métodos de administracion para
terapias presentes y futuras. El potencial de proteinas y péptidos es sorprendente; la diversidad
quimica ofrecida por la industria farmacéutica no estd enfocada en otra clase de moléculas
bioldgicas, y mientras mas se puedan utilizar proteinas y péptidos naturales o sus analogos
derivados, mayor sera su especificidad y seguridad. Las ventajas de las proteinas y péptidos
estructuralmente desarrollados, derivados de proteinas enddgenas fisiologicamente activas sobre
otras moléculas, son que reducen sustancialmente el riesgo de efectos secundarios no deseados
(Mahajan, Rawat, Bhatt y Chauhan, 2014, p.34).



La vision actual, respaldada por una serie de datos producidos por distintos laboratorios, es
que un receptor especifico de la familia de receptores péptido formilo (FPR) transmite las sefiales
antiinflamatorias promovidas por Anexina Al para ejercer una funcion inhibidora sostenida sobre
la reaccién inflamatoria. Ademas, se han dedicado esfuerzos paralelos de investigacion a la
caracterizacion del farmacdéforo de la anexina Al, los cuales sefialan que la region N-terminal de
la proteina, contiene secuencias que podrian reproducir la mayoria, o si no todos los efectos de la

proteina Anexina Al completa. (Perretti et al., 2009a, pp.158-159).

Por lo anterior, se espera que con los resultados de la investigacion se puedan mostrar
alternativas similares a moléculas enddgenas con capacidad antiinflamatorias prorresolutivas,
desarrollando in silico una proteina con propiedades similares a la Anexina A1, la cual actGa sobre
los receptores FPR2, provocando una accion antiinflamatoria de resolucion. Podria demostrarse,
ademas, que otras moléculas implicadas en la resolucion de la inflamacion pueden desarrollarse y

modificarse al menos en una primera etapa de manera in silico.

Con la investigacion, pueden obtenerse nuevas formas de desarrollar, modificar y optimizar
proteinas in silico, con la capacidad de interaccionar con el receptor celular deseado. Podria
obtenerse ademas informacidon sobre las posibles rutas de sintesis actuales para la obtencion de la
proteina desarrollada in silico, y con ello proporcionar, en una eventual etapa posterior de la
investigacion o algun otro proyecto de sintesis proteica, la informacion para sintetizar la proteina

deseada.

Antecedentes

A finales de los afios 70, se descubrid y analizd una nueva proteina con capacidad de anular
la produccion de eicosanoides al afectar la actividad de la fosfolipasa A2. La accidn de esta proteina
sobre la liberacion de eicosanoides y araquidonato in vitro, como la inhibicion de PGE2 y la
liberacion de leucotrieno B4 por monocitos y neutréfilos, ademas, de manera paralela se obtuvo un
efecto inhibitorio en modelos experimentales de inflamacion in vivo, como ejemplo, inhibicién de
la liberacion de tromboxano A4 de los pulmones de cobaya perfundidos. Se propusieron diferentes

nombres para esta nueva proteina, cuyo peso molecular vario de 15 a 40 kDa, macrocortina,



renocortina, orlipomodulina, lipocortina. Hoy en dia se ha aceptado el nombre Anexina 1 como un
nombre apropiado, debido a la capacidad de esta proteina para "anexar" membranas de fosfolipidos
(Gavins et al., 2012, p.1).

La comprension de los mecanismos de la inflamacion y su resolucion ha avanzado mucho
en los Gltimos 10 afios; una muestra reciente es la eficacia informada de un analogo estable a la
lipoxina, anteriormente descrito como activo en modelos de células animales y humanas para el
tratamiento tépico del eccema en humanos. Estas innovaciones han llevado a la investigacion para
identificar moléculas pequefias capaces de controlar la inflamacion a través de receptores
especificos, como FPR2 / ALXR, un miembro de la familia de los receptores peptidicos de formilo
(FPR) (Corminboeuf y Leroy, 2014, p.3).

La anexina 1 ejerce sus efectos antiinflamatorios a través de la interaccion con el receptor
FPR2 en la superficie de algunas células; sin embargo, el compuesto nhombrado compuesto 43
(Cpd43), es un compuesto sintético de bajo peso molecular, fue desarrollado como un ligando para
FPR2, y se ha demostrado que inhibe quimiotaxis de neutrofilos y marcadamente reduce la
inflamacién del oido del ratén en un experimento realizado. Las alteraciones en la estructura de
FPR2 afectan la accién de Cpd43, evidenciando la presencia de sitios especificos sobre el FPR2
con el que Cpd43 interactua; esto no se ha demostrado fisicamente usando cristalografia para
evidenciarlo, en neutréfilos humanos, y Cpd43 se presume que puede interactuar con ambos FPR1
y FPR2, sugiriendo que, por lo menos en algunas condiciones, es un agonista doble para FPR1 y
FPR2 (Kao et al., 2014, p.4088).

El compuesto 43, también llamado compuesto A en otro estudio, su nombre segin IUPAC
es [n-(4-chlorofenil)-n-(5-isopropilico-1metil-3-oxo-2-fenil-2 -urea 3-dihidro-1H-pirazol-4-il] se
sintetizd en los laboratorios de investigacién en quimica medicinal de Daiichi Sankyo en Japén.
En este estudio, mostraron que el compuesto A, tenia actividades agonistas para FPR1 y
FPR2/ALX en humanos y FPR1 y FPR2 en ratones, y también inducia quimiotaxis de neutrofilos
tanto en humanos como en ratones; originalmente se desarroll6 como un agonista FPR2 selectivo
sin actividad para FPR1 hasta 10 i m. Sin embargo, mostr6 tanto para FPR1 como para FPR2/ALX

actividades agonistas. Estas diferencias podrian deberse a los diferentes tipos de proteinas G



utilizados en los respectivos ensayos con Aequorin (Sogawa, Shimizugawa, Ohyama, Maeda y
Hirahara, 2010, p.317).

Figura 1. Estructura del Compuesto 43

Nota: Ye et al. (2009)

El antagonista de FPR2 maé&s potente identificado hasta ahora es un péptido de 10
aminoéacidos derivado de gelsolina, conjugado con rodamina (PBP10), esto ha permitido una mayor
comprension de este receptor. El grupo de rodamina se requiere para el efecto inhibidor especifico
de FPR2 del péptido, y se ha identificado un péptido central (RhB-QRLFQV) para la inhibicién de
FPR2, pero este péptido mas pequefio también inhibe en menor proporcion el FPR1, lo que sugiere
gue una estructura de union de importancia para la inhibicion esta presente también en FPR1, pero

no disponible para el péptido completo. (Winther, Dahlgren y Forsman, 2017, p.194).

Segun varios autores, el primer informe de agonistas de FPR2/ALXR no peptidicos se
realizd en el 2004, después de la investigacion realizada en Arena Pharmaceuticals. Luego de
preincubacion de eosinofilos con estos agonistas especificos, y sintéticos de bajo peso molecular
de FPR2/ALXR, se suprimio6 la desgranulacion inducida por la parte C-terminal de 37 aminoacidos
de la proteina antimicrobiana catiénica humana (hCAP/LL-37). En neutrofilos, la preincubacion

suprimid la liberacion de interleucina 8(IL-8) inducida por TNFa (Corminboeuf et al., 2014, p.3).



La compafiia biotecnoldgica estadounidense Amgen ha investigado pequefios compuestos
quimicos que se unen y activan selectivamente a FPR2. A nivel celular, estas moléculas se unirian
y promoverian la activacion celular, que induce la generacién de interleucina 6 a partir de
monocitos de sangre humana. Es importante sefialar que la administracién de algunos de estos
agonistas selectivos de FPR en modelo animal produjo efectos inhibitorios, mientras que otras
moléculas relacionadas que se unieron a FPR2, sin promover una respuesta de sefializacion,

resultaron inactivas sobre este receptor (Perretti et al., 2009a, p.942).

Se realiz6 una investigacién en el 2012, para relacionar la estructura-actividad (SAR) de
24 ureidopropanamidas quirales, ya que en estudios recientes se indica que los receptores FPR
tienen cierta preferencia estéreo selectiva, incluyendo los compuestos anteriormente divulgados,
que fueron llamados PD168368 y PD176252 y sus analogos cercanos; se utilizé el modelado
molecular para definir el reconocimiento quiral de FPR2. De manera similar, reportado antes el
6-methyl-2,4-disustituido pyridazin-3 (2H)-ona, en sus R-formas preferentemente activaron
FPR1/FPR2, encontraron que cuatro S-enantiomeros en los siete pares ureidopropanamida activan
el flujo intracelular de calcio en células de FPR2 transfectadas, mientras que las estructuras R eran

mas activas en dos pares del enantiomero (Schepetkin et al., 2013, p.405).

La seleccion de moléculas por cribado virtual (screening), en una biblioteca electronica de
compuestos quimicos, en el afio 2009, formada por 6000 moléculas, dio lugar a la seleccion de 21
agonistas de FPR2 con una concentracion inhibitoria promedio de niveles bajos (micromoles).
Con base en las estructuras de estos agonistas, utilizaron materias comerciales como
Benzimidazol, N-fenilurea, 2-(N-piperazinil) acetamida y derivados de fenilacetohidrazida.
encontraron una excelente tasa de éxito (21,6 -26,3%) entre estos analogos seleccionados.
Descubrieron seis agonistas FPR1 especificos entre derivados de 2 (benzimidazol-2-ilsulfanil)-
N-fenilacetamida. Es importante mencionarlo, porque solamente se conocen 2 agonistas FPR1,
nombrados compuesto 1910-5441 y compuestos AG-14 y AG-104 (Kirpotina et al., 2010, p.160).

Se ha determinado, con otros estudios, que la anexina Al al unirse al calcio sufre un cambio
conformacional, dando como resultado que su Unico dominio N-terminal quede expuesto, y luego

puede interactuar con FPR2 / ALXR. Esta porcion de la proteina es propensa a sufrir escision por
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enzimas proteoliticas, lo que lleva a la inactivacion de Anexina Al, lo que impulsa el disefio de
péptidos basados en anexina estables, como AC2-26. La porcion AC2-26 de la anexina puede
actuar sobre otros receptores FPR a una concentracion similar en las células embrionarias de rifion
humano (HEK-293). Esta porcion de la proteina contaba con poca potencia para actuar en
FPR2/ALXR, que sumado a una falta de selectividad hacia FPR1, por esta razon, se desarrollaron
otros péptidos derivados de Anexina 1, tales como AnxA12-50 (Corminboeuf et al., 2014, p.1).

En Costa Rica no se ha encontrado evidencia de que se haya hecho algun estudio u analisis
con Anexina Al o con el receptor FPR2 de manera in silico o experimental, tanto en investigaciones
privadas como en las diferentes universidades nacionales como Universidad Iberoamericana
(UNIBE), Universidad de las Ciencias Médicas (UCIMED), Universidad Internacional de las
Américas (UIA), Universidad Latina de Costa Rica y Universidad de Costa Rica (UCR), donde se
realizd una busqueda relacionada con el tema; sin embargo, no se encontraron estudios ni

publicaciones a nivel nacional relacionados directamente.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

En el presente capitulo se definen los conceptos de mayor importancia que dan el sustento
tedrico al trabajo de investigacion, como son la fisiopatologia de la inflamacion, los corticoides y
su mecanismo de accion y efectos secundarios. Se describen, ademas, las proteinas en general, el
receptor que es parte de la investigacion, asi como la proteina endégena Anexina Al, y la
farmacocinética de la administracion de proteinas y biodisponibilidad de productos

biotecnoldgicos también se describen en este apartado.

Inflamacion

El contenido de esta seccion explicativa sobre la fisiopatologia de la inflamacion esta
basado en libros de texto, reconocidos internacionalmente por su contenido, y otros articulos de
interés sobre inflamacién y resolucién de este proceso, con ello comprender con profundidad el
papel de la Anexina Al y los derivados peptidicos de esta proteina que podrian ejercer acciones

antiinflamatorias prorresolutivas.

Respuesta inflamatoria

La respuesta inflamatoria es una reaccion de los tejidos irrigados cercanos al sitio donde
ocurre un dafo celular y de tejidos (lesion); busca eliminar la causa inicial de la lesion celular,
eliminar el tejido dafiado y generar tejido nuevo. Cuenta con mediadores inflamatorios, entre ellos
el complemento, factor de necrosis tumoral a, factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
neutréfilos, amiloide sérico, y ademas movilizacién de fluidos; esta reaccion sirve por lo general
para una localizacion y eliminacion de microorganismos, cuerpos extrafios y células defectuosas.
En general se agrega la terminacion “-itis” al sistema u organo afectado, y otras descripciones
adicionales pueden dar a conocer si la inflamacion es de tipo aguda o crénica, y el tipo de secrecion
(Grossman y Porth, 2014, p.306).
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La inflamacion aguda localizada es un componente de la reaccion fisioldgica protectora a
la lesion tisular e infeccion por patdgenos microbianos invasores. Aunque la respuesta inflamatoria
actla sobre una gama de estimulos perjudiciales, protege al huésped, con el restablecimiento de
homeostasis como objetivo final; si la inflamacion se mantiene sin control puede causar una amplia
gama de enfermedades agudas, crénicas y trastornos inflamatorios sistémicos (Corminboeuf et al.,
2014, p.1).

Aproximadamente hace 2000 afios se describid por primera vez la inflamacion; en los
ultimos afos ha tomado un nuevo interés, razon por la cual se determind que la fisiopatologia de
distintas enfermedades se relaciona con la respuesta inflamatoria. En esos casos donde se activan
los mecanismos inflamatorios de una determinada manera con suficiente intensidad para provocar
dafio en distintos tejidos humanos por condiciones autoinmunes como artritis reumatoide
(Grossman et al., 2014, p.306).

Los signos cardinales de la inflamacién como eritema, tumefaccion, calor y dolor son
descripciones que datan del primer siglo después de Cristo, y asi se describia la inflamacion; para
el siglo 11 d.C. se incluyé otro signo, functio laesa, que se refiere a pérdida de la funcion. Ademas
de estos signos descritos puede presentarse fiebre; simultdneamente los mediadores quimicos,
como citosinas, que son sintetizadas en el sitio donde ocurre la inflamacion, ingresan a la

circulacion (Grossman et al., 2014, p.589; Valencia y Ancer, 2014, parr.2).

La respuesta inflamatoria puede tener distinta magnitud, ya que muchas variables pueden
afectar el desarrollo de la inflamacién o su resolucion, entre ellos la duracién del dafio, los agentes
causales extrafios, el grado de la lesion y el ambiente propio donde ocurre la inflamacién. La
inflamacion puede dividirse en aguda y crénica dependiendo del periodo de tiempo que trascurra
la inflamacion, asi como en muchos casos la inflamacion aguda antecede a la cronica, y cada tipo
de inflamacion tiene su caracteristica propia y varia la respuesta celular en cada caso (Grossman et
al., 2014, p.306; Valencia et al., 2014, parr. 6).
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Inflamacion aguda

La inflamacidn aguda es una respuesta temprana y que se desarrolla de manera inmediata,
ya que tiene como funcidn controlar y eliminar antigenos, microorganismos y células dafiadas o
defectuosas. El proceso de inflamacion aguda consta de 2 fases, la fase vascular y la fase celular,
y muchos tejidos y células participan de estas reacciones, entre ellos la células endoteliales que
recubren los vasos sanguineos, los leucocitos cercanos circulantes, algunas células del tejido
conectivo como las células cebadas, fibroblastos, macrofagos tisulares y linfocitos; también
participan proteinas fibrosas de la matriz extracelular como colageno y elastina, proteinas
glucoadhesivas y proteoglucanos (Grossman et al., 2014, p.307; Kumar, Abbas y Aster, 2015, p.
71).

Este proceso agudo, caracteriza por presentar una duracion breve, que varia desde algunos
minutos hasta incluso dias; una de sus caracteristicas es la salida de fluido y componentes
plasmaéticos por la pared vascular por aumento de la permeabilidad hacia el espacio extravascular,
ademas se presenta una movilizacion de leucocitos, en mayor medida, neutréfilos. La inflamacion
aguda se presenta antes que se desarrolle la inmunidad adaptativa y su objetivo es, en mayor
medida, erradicar el causante de la lesion y limitar que se extienda el dafio a los tejidos; algunos de
los causantes pueden ser necrosis tisular por distintas causas, infecciones, reacciones autoinmunes,
quemaduras, congelamientos, agentes quimicos, traumatismos por golpes o cortaduras (Grossman
et al., 2014, p.307; Kumar et al., 2015, p. 71).

fase vascular.

En la fase vascular de la inflamacién aguda se dan cambios en la vascularizacion en el lugar
donde ocurre la lesion, lo que es una caracteristica de esta fase, donde al inicio sucede una
vasoconstriccion momentanea; luego sucede la vasodilatacién en arteriolas o vénulas, se
incrementa el flujo en los capilares, produciendo calor y eritema que son signos cardinales de la
inflamacidn, se da un incremento de la permeabilidad vascular con exudado, el cual es un liquido
rico en proteinas que se dirige hacia el exterior de los vasos sanguineos; la salida de proteinas
provoca que se reduzca la presion osmotica capilar y se incremente la presién osmatica intersticial
(Valencia et al., 2014, parr.8).
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La vasodilatacion es inducida por la accion de distintos mediadores, como la histamina y el
oxido nitrico. Ademas, el incremento de la permeabilidad que caracteriza a la inflamacion aguda
deriva de la formacion de espacios endoteliales en las vénulas de la microcirculacion. La union de
los mediadores quimicos a los receptores del endotelio provoca la contraccion de las células
endoteliales y la separacion de las uniones intercelulares. Este es el mecanismo méas comun de la
fuga vascular, y es inducido por histamina, bradicinina, leucotrienos y muchos otros tipos de

sustancias proinflamatorias (Grossman et al., 2014, p.308).

Lo mencionado anteriormente, sumado al incremento de la presion capilar, genera que hacia
el exterior del capilar se dé un gran flujo sanguineo, con una consiguiente acumulacién en los
tejidos cercanos; esto conlleva a la produccion de dolor, tumefaccion y alteraciones de la funcion
del 6rgano o tejido (los anteriores son signos cardinales también de la inflamacién aguda). Con la
salida de fluidos al espacio extravascular se da simultineamente un estancamiento del flujo
sanguineo y se produce coagulacion, y esto funciona como un limitante, evitando la propagacion
de microorganismos u objetos extrafios (Grossman et al., 2014, p.308; Kumar et al., 2015, pp.73-
74).

fase celular.

La fase celular correspondiente a la inflamacion aguda requiere el reclutamiento de
leucocitos, en mayor medida de neutrofilos, hacia el lugar de la lesion para ejercer su efecto de
proteccion del organismo, y esto puede desarrollarse en varias etapas, llamadas adhesion y
marginacion, migracion y quimiotaxis. El reclutamiento de estas células hacia las vénulas de las
cuales salen de circulacion es facilitado por la menor velocidad del flujo y la marginacion en la
superficie del vaso; la adhesion y la migracion de leucocitos a partir del interior del vaso al exterior
se facilita por moléculas complementarias de adhesion, como selectinas e integrinas en la superficie
del vaso y del leucocito; luego de salir del vaso estos migran hasta la lesion por quimiotaxis o se
orientan por gradiente quimico. En la figura 1 se muestran los distintos tipos de células
involucradas en esta fase de la inflamacién (Grossman et al., 2014, p.309; Valencia et al., 2014,
parr.9-15).
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Cuando en los cambios vasculares los eritrocitos disminuyen su velocidad y se agrupan al
centro de los vasos, proceso Ilamado estasis, dejan a los leucocitos en la periferia o la pared
vascular, fenGmeno que se conoce como marginacion. Otro subproceso se conoce como rotadura,
el cual se refiere a una adhesion transitoria de los leucocitos al endotelio vascular, facilitando ain
mas la agregacion de células nucleadas, y esto principalmente se debe a moléculas de adhesion
conocidas como selectinas (CD62E y CD62P) que se encuentran en las células del endotelio, las

cuales se unen a su ligando en el leucocito (Valencia et al., 2014, parr.10).

Luego de los procesos, descritos anteriormente, ocurre la adhesién, cuando los leucocitos
se unen con fuerza al endotelio vascular a traves de moléculas de la familia de las inmunoglobulinas
presentes en la pared vascular llamadas moléculas de adhesion intercelular (CAM) y moléculas de
adhesion vascular (VCAM) por medio de glucoproteinas transmembrana conocidas como
integrinas de los leucocitos. Se da la transmigracion o diapédesis, es decir; la migracion de los
leucocitos a través de las células endoteliales ayudadas por moléculas de adhesion modificadas, la
principal es la PECAM o CD 31 (Kumar et al., 2015, p.76; Valencia et al., 2014, péarr. 11-12).

La quimiotaxis inicia cuando las células nucleadas salen de la luz de los vasos, deben
dirigirse al tejido dafiado a través de sustancias y mediadores quimicos (quimioatrayentes) que
funcionan como una indicacién a dichas células; estas sustancias pueden ser propias del organismo,
como las citocinas, productos del metabolismo del &cido araquidonico, factores del complemento
0 de patdgenos externos como ciertas sustancias conformacionales de las bacterias. Todos estos
quimioatrayentes activan la formacion de actina mediante proteinas G de membrana para la
motilidad celular (Grossman et al., 2014, p.314; Kumar et al., 2015, p.77).

La activacion de leucocitos ocurre con los productos generados luego de la lesién tisular,
provocando respuesta de los leucocitos como fagocitosis y eliminacion celular. La opsonizacion
de los microbios por el factor C3b del complemento y los anticuerpos, facilita el reconocimiento
por los receptores especificos en neutrofilos; cuando estos receptores son activados se produce una
sefializacion intracelular y el ensamblaje de actina en el neutréfilo, y con esto se induce la
formacion de seudopodos que rodean al agente causante de la inflamacién al interior de un

fagosoma, que luego se mezcla con un lisosoma intracelular, formado un fagolisosoma, en el cual
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son liberadas enzimas lisosdmicas y radicales de oxigeno para matar y degradar al agente extrafo.
(Kumar et al., 2015, p.78; Valencia et al., 2014, parr.15).

Las células endoteliales forman parte de la fase celular, ya que son el Unico recubrimiento
epitelial de los vasos sanguineos; estas celulas producen sustancias antiplaquetarias y
antitrombdticas que controlan la permeabilidad, y por medio de vasodilatadores y vasoconstrictores
que regulan el flujo sanguineo. Estas células participan en la respuesta inflamatoria, como barrera
que permite una permeabilidad selectiva para los estimulos inflamatorios exdgenos y enddgenos,
controla la salida de leucocitos al exterior por la expresion de moléculas de adhesién celular y
receptores; ademas, regulan la respuesta inmune por sintesis de mediadores inflamatorios y regulan
crecimiento de estas células por factores estimuladores de colonias (FEC). Las células endoteliales
colaboran en la reparacién paralela a la inflamacién, producen factores de crecimiento que

estimulan la angiogénesis y la produccién de matriz extracelular (Grossman et al., 2014, p.310).

Las plaquetas o trombocitos son otro factor importante en la fase celular; son derivados
fragmentados de células, presentes en la sangre y participan en la hemostasia primaria. Las
plaquetas activadas liberan algunos mediadores inflamatorios potentes, alrededor de 300 proteinas,
y se cree que la mayoria son proinflamatorias, que incrementan la permeabilidad vascular y alteran
las propiedades quimiotacticas, adhesivas y proteoliticas de las células endoteliales. Las plaquetas
se asocian a patologias inflamatorias, donde se ha confirmado su relacion con su activacion
(Grossman et al., 2014, p.310).

neutréfilos y monocitos.

Los macrofagos y los neutrofilos son leucocitos con capacidad fagocitica; circulan en
grandes cantidades y en algunas horas acuden al sitio de lesion. Estos dos tipos de leucocitos
expresan en su superficie receptores y moléculas que influyen en su activacion. Algunos de estos
receptores son receptores de manosa, que se unen a glucoproteinas de bacterias, receptores tipo
Toll que responden a varios microorganismos; ademas, son receptores para comunicacion celular
que reconocen citocinas y quimiocinas especificas que se sintetizan cuando hay infeccién o lesion

de tejidos; también moléculas de adhesion celular que afectan la adhesion de leucocitos, y
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receptores de complemento que reconocen fragmentos de degradacion del receptor en la superficie
de bacterias (Grossman et al., 2014, p.311; Kumar et al., 2015, pp.78-79).

Los neutrofilos son los principales fagocitos; acuden al sitio de inflamacion
aproximadamente en 90 minutos de ocurrida la lesion; su ndcleo esté dividido entre 3 a 5 16bulos,
y por ello también se les conoce como polimorfonucleares. Los leucocitos que presentan granulos
en el citoplasma que lo distingue se llaman granulocitos, y estos granulos citoplasmaticos contienen
enzimas y sustancias antibacterianas para eliminar microorganismos y tejido muerto por
endocitosis. Estas células, ademas, tienen la capacidad de producir peroxido de hidrogeno y 6xido
nitrico que ayudan a la destruccion del contenido endocitado (Grossman et al., 2014, p.311; Kumar
et al., 2015, pp.77-79; Valencia et al., 2014, parr.69).

En cuanto a los monocitos o macréfagos, existen varias clases de macrofagos agrupados en
lo que se denomina sistema mononuclear fagocitico, que estad formado por promonocitos de la
médula 6sea, monocitos circulantes y macrofagos fijos en los tejidos o histiocitos, que se
encuentran en todas las fases de la inflamacion, desde su inicio hasta la reparacion; estas células
llegan al sitio de inflamacion y realizan sus funciones fagociticas varios dias. Estas células forman
parte de la inmunidad celular innata (inflamacion); es decir, inician una respuesta natural contra
los microorganismos, porque expresan receptores de membrana para numerosas moléculas

bacterianas (Grossman et al., 2014, p.311).

Los monocitos y macréfagos producen sustancias con actividad sobre los vasos sanguineos,
como prostaglandinas, leucotrienos, factor activador de plaquetas (PAF), citocinas inflamatorias y
factores de crecimiento que favorecen la regeneracion de tejidos. Los macrofagos pueden fagocitar
cantidades mucho mayores de sustancias extrafias que los neutrofilos, cuentan con un mayor tiempo
de vida, ayudan a eliminar el objeto extrafio, propician el inicio de la cicatrizacidn, contribuyen a
que el proceso inflamatorio se resuelva; ademas, en la inflamacion crénica el cuerpo extrafio que
no se pueda digerir lo rodean creando una especie de muro (Grossman et al., 2014, p.311; Kumar
etal., 2015, p.82; Valencia et al., 2014, parr.79).



18

eosindfilos, basofilos y células cebadas.

Las células cebadas, los eosindfilos y baséfilos sintetizan mediadores de tipo lipidico y
citocinas que provocan inflamacion. Estas células contienen granulos en su citoplasma que
culminan produciendo la inflamacion, sobre todo la relacionada con reacciones alérgicas y de
hipersensibilidad inmediata. Los eosindfilos son reclutados al lugar de la inflamacién de un modo
parecido al que ocurre con los neutrofilos; estos granulocitos aumentan en las infecciones
parasitarias y en reacciones alérgicas; los granulos de estas células contienen sustancia proteica
muy toxica para parasitos que no pueden fagocitarse, y otra funcion importante es que en reacciones
alérgicas controlan la liberacion especifica de mediadores quimicos (Grossman et al., 2014, pp.311-
312).

Otros granulocitos sanguineos son los basofilos, que poseen una estructura y funciones
comparables a las células cebadas en los tejidos conectivos; se originan de progenitores en la
médula 6sea, sus granulos contienen histamina y otros mediadores proinflamatorios; estos
granulocitos y las células cebadas se unen a las inmunoglobulinas E (IgE), y estas
inmunoglobulinas son producidas por células plasmaticas; cuando ocurre esta union con la
inmunoglobulina se da la liberacion de histamina y sustancias que afectan los vasos sanguineos
(Grossman et al., 2014, p.312).

Las células cebadas o0 mastocitos derivan de los mismos progenitores de los baséfilos, pero
se desarrollan hasta que se depositan en los tejidos; cuando estas células son activadas por parasitos
helmintos o IgE se libera del contenido de sus granulos histamina, proteoglucanos, citocinas (FNT
a y IL16) y proteasas; ademas, sintetizan otros mediadores de tipo lipidico como metabolitos de
acido araquiddénico como el PAF y prostaglandinas, y por otro lado estimulan también a monocitos
y macrdfagos a producir citosinas y quimiocinas (Kumar et al., 2015, p.82; Valencia et al., 2014,
parr.75).
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Figura 2. Células Inflamatorias de la Fase Aguda
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Mediadores inflamatorios

El &cido araquidonico es un acido graso poliinsaturado de 20 carbonos; es un derivado del
acido linoleico; se encuentra en la dieta o incorporado a la fosfatidilcolina o fosfatidilinositol, los
cuales son fosfolipidos estructurales de las membranas plasmaticas de todas las células. Este acido
se libera por accion de las fosfolipasas, las cuales pueden ser estimuladas por diversos factores a
partir de cualquier célula activada; una vez liberado por las fosfolipasas, y luego de reacciones
complejas se producen derivados llamados Eicosanoides, y para llegar a esto el acido araquiddnico
puede metabolizarse por 2 vias distintas, como se muestra en la figura 2 (Grossman et al., 2014,
p.313; Kumar et al., 2015, pp.83-84; Valencia et al., 2014, parr.41).

Una de las vias del metabolismo del &cido araquidonico, es la de las enzimas
ciclooxigenasas, a las que principalmente se les conocen la forma constitutiva COX-1y la inducible
COX-2; estas ciclooxigenasas generan intermediarios que, después de ser procesados por enzimas
especificas en algunas células, producen las prostaglandinas, como la PGD2 producida por
mastocitos, PGE2 por macr6fagos y células endoteliales, entre otros tipos; ademas, se producen los
tromboxanos, uno de ellos el TXAZ2, el principal metabolito del &cido araquiddnico generado por

las plaquetas; el endotelio vascular no produce tromboxanos, pero posee una prostaciclina sintetasa



20

y, por tanto, genera prostaciclina (PGI2). Los efectos de PGD2 y PGE2 son vasodilatacion, dolor
y fiebre; las prostaciclinas PGI2 causan vasodilatacion e inhibicion de la agregacion plaquetaria, y
los tromboxanos TXA2 provocan vasoconstriccion y activacion de la agregacion plaquetaria
(Grossman et al., 2014, p.314; Kumar et al., 2015, p.84; Valencia et al., 2014, parr.42).

La otra via para metabolizar el acido araquiddnico es el de las lipooxigenasas; en esta via
el &cido araquidoénico es convertido en una serie de acidos peroxidados que corresponden a los
leucotrienos y las lipoxinas. En el caso de los leucotrienos, como el LTB4, actia como
quimiotactico y activador de los neutrofilos; los otros leucotrienos son vasoconstrictores, inducen
el broncoespasmo y aumentan la permeabilidad vascular de una manera méas potente que la
histamina (Grossman et al., 2014, p.315; Kumar et al., 2015, p.85; Valencia et al., 2014, parr.45).

Las lipoxinas, que también son derivados del &cido araquiddnico, tienen un efecto
antiinflamatorio y participan en la resolucion de esta, ya que provocan vasodilatacion, inhibicion
de la adhesién de los neutrofilos. Las lipoxinas, a diferencia del resto de los derivados del acido
araquiddnico, necesitan dos tipos celulares para ser sintetizados; en un inicio los neutréfilos que
producen son intermediarios de su sintesis, y luego son convertidos en lipoxinas por las plaquetas
(Kumar et al., 2015, p.85; Valencia et al., 2014, parr.46).
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Estas 2 sustancias son las aminas vasoactivas principales que actdan de inmediato en la fase

vascular, se almacenan preformadas en granulos en células cebadas y basofilos circulantes, por lo

gue son mediadores tempranos de la inflamacidn. Los mastocitos liberan histamina cuando se

produce desgranulacion, como respuesta a estimulos como dafio, traumatismo, frio o calor; union

de anticuerpos a los mastocitos, como ocurre en reacciones alérgicas; unién de elementos del

sistema del complemento denominados anafilotoxinas (sobre todo C3a, C5a); proteinas que

inducen la liberacion de histamina derivadas de leucocitos; neuropéptidos como la sustancia P y
citocinas (IL-1, IL-8) (Kumar et al., 2015, p.84; Valencia et al., 2014, parr.47).

La histamina causa dilatacion de arteriolas y aumenta la permeabilidad de las vénulas; se

considera el principal causante del aumento de permeabilidad vascular en el momento, produciendo
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espacios intercelulares en el endotelio en las vénulas que favorecen la salida del exudado
plasmaético. Este efecto se realiza a través de receptores Hi presentes en las células endoteliales. La
serotonina produce efectos similares y se encuentra preformada en las plaquetas y en ciertas células
neuroendocrinas como en el tracto gastrointestinal; la liberacion de estas 2 sustancias también se
puede presentar y se activa cuando las plaquetas se agregan en contacto con el colageno, la
trombina, ADP y complejos antigeno-anticuerpo (Kumar et al., 2015, p.83; Valencia et al., 2014,
parr.49-50).

factor activador de plaguetas (paf).

El factor activador de plaquetas es otro mediador derivado de fosfolipidos, el cual proviene
de plaquetas, mastocitos, basofilos, neutréfilos, monocitos, macréfagos y células endoteliales. Sus
funciones son: favorecer la agregacion de las plaguetas, vasoconstriccion y broncoconstriccion,
adhesion leucocitaria al endotelio, quimiotaxis de neutrofilos, desgranulacion y estallido oxidativo;
activacion de la sintesis de eicosanoides (Grossman et al., 2014, p.315; Kumar et al., 2015, p.89;
Valencia et al., 2014, parr.57).

proteinas del plasma.

Las proteinas del plasma que participan como mediadores quimicos engloban a 3 sistemas
interrelacionados que incluyen la coagulacion, el sistema de complemento y las cininas (Kumar et
al., 2015, p.89; Valencia et al., 2014, parr.51-54).

El sistema de coagulacion estd implicado en la fase vascular de la inflamacion
principalmente por medio de los fibrinopéptidos que se producen en la etapa final de coagulacion.
La proteasa trombina, que se une a los Ilamados receptores activados por proteasa (RAP), es parte
de la interaccién final entre el sistema de la coagulacién y la inflamacién. Cuando el receptor RAP
interactUa con la trombina o proteasas, provoca varias respuestas proinflamatorias, como sintesis
de quimiocinas, promueve expresion de moléculas de adhesion endoteliales, induccion de la
sintesis de prostaglandinas y produccion de PAF (Grossman et al., 2014, p.315; (Kumar et al.,
2015, p.89; Valencia et al., 2014, parr.51-54).
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La otra parte de estos sistemas, que actlan en conjunto, es el sistema del complemento,
donde hay proteinas que facilitan la cascada de la inflamacion al incrementar la permeabilidad
vascular, mejorar la fagocitosis e inducir vasodilatacion. Este sistema esta formado por 20
proteinas, incluyendo, ademas, sus productos de escision, los cuales en plasma mayormente son
inactivos; varias de estas proteinas se activan para convertirse en enzimas proteoliticas que
degradan a otras proteinas del complemento, actian formando una secuencia de acciones que
desempefian un papel importante tanto en la inmunidad como en la inflamacién (Grossman et al.,
2014, p.316; Kumar et al., 2015, p.89; Valencia et al., 2014, parr.55).

Existes proteinas plasmaticas llamadas cinindgenos; el sistema cinina genera péptidos
vasoactivos a partir de los cinindgenos por proteasas llamadas calicreinas; cuando este sistema se
activa, favorece la liberacion de bradicinina, que incrementa la permeabilidad vascular y provoca
la contraccidn de musculo liso, la dilatacion de los vasos sanguineos; cuando se inyecta en la piel,
bradicinina, causa un efecto similar al de histamina, su accion es breve, ya que se inactiva por una
enzima llamada cininasa o en pulmones por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) si no

fueron degradadas por la cininasa (Grossman et al., 2014, p.316; Kumar et al., 2015, p.89).

citocinas y quimiocinas.

Las citocinas se producen por distintos tipos de células, mayormente por macréfagos y
linfocitos activados, también por células del endotelio, epitelio y tejido conectivo. Estas citocinas
son proteinas que participan tanto en las respuestas inmunitarias, infecciones, lesiones, asi como
en la inflamacion aguda y cronica. Dentro de las principales citocinas se encuentra interleucina 1
(IL-1) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). La respuesta sistémica a estos compuestos
proteicos incluye fiebre, disminucidn de la presion arterial, efecto cronotrépico positivo, anorexia,
propicia la liberacion de neutréfilos a circulacion y, ademas, se elevan las concentraciones de
corticoesteroides enddgenos. Las citocinas quimiotacticas, o quimiocinas, son una familia de
proteinas pequefias que actian de manera primordial como quimioatrayentes para reclutar y dirigir
la migracién de las células inmunitarias e inflamatorias (Grossman et al., 2014, p.316; Kumar et
al., 2015, p.86; Valencia et al., 2014, parr.57-58).
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radicales libres derivados del 6xido nitrico y del oxigeno.

Los radicales libres, derivados del oxido nitrico (NO) y el oxigeno, tienen implicaciones
importantes en la inflamacion; en el caso del NO, el cual se produce en distintas céelulas, causa
relajacion del musculo liso y actla contrario a la adhesion, la agregacion y la desgranulacién de las
plaquetas, y actia como un regulador de leucocitos; cantidades elevadas del 6xido reducen el
namero de leucocitos, y una disminucion del compuesto puede aumentar la adhesién leucocitaria;
por esta razén parece ser un regulador de la respuesta celular en la inflamacién (Grossman et al.,
2014, p.316; Kumar et al., 2015, p.79; Valencia et al., 2014, parr.60).

En el caso de los radicales libres de oxigeno, pueden liberarse hacia el medio extracelular
a partir de los leucocitos tras la exposicion a microorganismos, citocinas y complejos inmunitarios,
o durante la fagocitosis en la fase celular del proceso inflamatorio. El radical superéxido, el
peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo son las principales especies que se producen en las
células; por otra parte, estas sustancias pueden combinarse con el 6xido nitrico para producir
productos de nitrégeno que pueden favorecer el proceso inflamatorio y provocar dafios mayores en
tejidos (Grossman et al., 2014, p.316; Kumar et al., 2015, p.79; Valencia et al., 2014, parr.61-62).

Inflamacién croénica

Este tipo de inflamacidn cronica se caracteriza por mantenerse durante semanas, meses y
en casos incluso hasta afios; se puede presentar después de una inflamacién aguda que sea
recurrente o progresiva, o también se puede presentar por continuas respuestas pequefias y rapidas
que no tienen una magnitud para considerarse como inflamacion aguda. Este tipo de inflamacién
presenta infiltracion de macréfagos y linfocitos, no asi de neutréfilos, como sucede en la
inflamacién aguda; también se da la proliferacion de fibroblastos en lugar de la produccion de
exudados, lo que aumenta el riesgo de deformaciones y cicatrizacién (Grossman et al., 2014, p.
317; Kumar et al., 2015, p. 93; Valencia et al., 2014, parr. 94-95).

Algunas causas caracteristicas de inflamacion cronica son infecciones recurrentes de baja
intensidad o pueden provocar irritacion que no es capaz de ser profunda o expandirse con rapidez;

algunos de estos causantes pueden ser asbesto, silice, talco, materiales de sutura quirdrgicos, virus,
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bacterias como el bacilo de tuberculosis y la treponema causante de sifilis, hongos y parasitos de
mayor tamafio. En algunas fracturas donde exista tejido lastimado alrededor de la reparacion de
hueso dafiado, puede ocurrir inflamacion crénica de dicho tejido. Se piensa que los mecanismos de
defensa influyen en el desarrollo de la inflamacion crénica, la cual se agrupa en 2 tipos, de acuerdo
con sus patrones: en inflamacion cronica inespecifica e inflamacion granulomatosa (Grossman et
al., 2014, p.317; Kumar et al., 2015, p.93).

inflamacion cronica inespecifica.

Este tipo de inflamacion cronica inespecifica se caracteriza por una acumulacion difusa de
macrofagos y linfocitos en el lugar de la lesion; se presenta una acumulacion de macrofagos debido
a la quimiotaxis recurrente que provoca que estas células infiltren el sitio de inflamacién y, ademas,
a su mayor tiempo de vida y a la inmovilizacién que sufren estas células. Con lo anterior se da la
proliferacion de fibroblastos, lo que conduce a cicatrizacién, ocasionando muchas veces que se
sustituya tejido normal conectivo o tejido parenquimatoso funcional por tejido cicatrizal
(Grossman et al., 2014, p.317).

inflamacion granulomatosa.

La inflamacion granulomatosa esté relacionada con objetos extrafios como asbesto, astillas,
suturas, microorganismos como los causantes de sifilis, tuberculosis, sarcoidosis, brucelosis y,
ademas, infecciones micoticas profundas. Estos agentes causales tienen la caracteristica que no
pueden ser fagocitados de una manera adecuada y no se logran controlar bien por otros mecanismos
antiinflamatorios (Grossman et al., 2014, p.317; Kumar et al., 2015, p.93; Valencia et al., 2014,
parr.97).

Se denomina granuloma a lesiones pequefias entre 1 a 2 milimetros, en la cual existe una
acumulacion de macrofagos rodeados por linfocitos; estas modificaciones en las células
monociticas causan que se parezcan a células epiteliales con lo cual se denominan epiteloides. Este
tipo de células epiteloides pueden aglomerarse y producir lo que se asemeja a una célula gigantesca
con multiples nicleos que rodea el cuerpo extrafo, y luego de un tiempo se crea una membrana de

tejido conectivo denso que aisla la lesion (Grossman et al., 2014, p.317).
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Resolucion de la inflamacion

Aunque la inflamacion es un fenémeno bioldgico que se desarroll6 a lo largo del periodo
evolutivo, cuyo propdsito es eliminar o limitar el dafio y repararlo, sus efectos son potencialmente
dafiinos también para el organismo y se convierte, asi, en una herramienta que puede ser nociva,
ya que, una vez desencadenado el proceso, puede provocar enfermedades graves. La reaccion
inflamatoria es la base donde se asientan enfermedades reumatoldgicas y su tratamiento
(antiinflamatorio), por lo que mientras se aumente el conocimiento sobre la respuesta inflamatoria,
aumentaran también las posibilidades de ofrecer tratamientos adecuados y eficaces para los
pacientes (Valencia et al., 2014, pérr.5).

Contrarrestar la inflamacion es un problema comin que tienen los profesionales de la salud,
ante una gran cantidad de enfermedades; por esta razon es importante comprender los mecanismos
moleculares y celulares responsables que actdan en la inflamacion para disefiar nuevas y mejores
terapias. Por medio de teorias modernas, realizadas en este campo, se sugiere que una forma de
lograr una terapia antiinflamatoria mejor y mas eficiente es utilizar vias endégenas y moléculas

que el cuerpo ya posee, que funcionan como antiinflamatorios (Dufton y Perretti, 2010, p.176).

La fase de resolucion de la inflamacion se inicia con cambios en la biosintesis de los
mediadores lipidicos. Este interruptor genera mediadores especializados prorresolutivos, que son
capaces de influir en la apoptosis y la eferocitosis, 2 parametros claves para la resolucién de la
inflamacién. Por medio de activacion de receptores por estos mediadores, y la sefializacion
provocada, los macréfagos promueven la resolucion de la inflamacion al fagocitar eficientemente
células moribundas, evitando asi la interrupcion celular y la liberacion de contenidos inflamatorios;
ademas, producen mediadores antiinflamatorios que amortiguan las respuestas proinflamatorias
(Corminboeuf et al., 2015, p.2).

Cuando se elimina el agente causal de la inflamacion correctamente, es la primera sefial
para promover la resolucion de la inflamacion, ya que se activan las vias de prorresolucion para
restaurar la estructura, funcion y homeostasis del tejido, por lo que se liberan moléculas
antiinflamatorias y prorresolventes, mediadores lipidicos como Lipoxina A4, resolvinas, maresinas

y protectinas, péptidos y proteinas como melanocortinas, galectinas y Anexina Al, y varias otras
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sustancias de diferente naturaleza al sitio de inflamacion. Estas moléculas prorresolutivas
enddgenas disminuyen la activacion endotelial, reducen la infiltracion de leucocitos y activan la
apoptosis de neutrofilos; esto causa que los macrofagos fagociten eficazmente células apoptoticas,

proceso llamado eferocitosis (Amantéa et al., 2016, pp.1-2).

Las células apoptoticas son evaluadas por células viables, tipicamente macréfagos, y la
ingestion de estas células apoptoticas desencadena en los macréfagos la liberacion de citoquinas
de resolucion inflamatoria. Si las células apoptéticas no se ingieren rapidamente, a menudo se
desarrolla necrosis y se liberan productos que generan sefiales proinflamatorias. Por lo tanto, la
inflamacion puede prolongarse por una falla de los neutrofilos para sufrir una apoptosis o por una
falla de los macrofagos para eliminar las células apoptoticas (Nathan y Ding, 2010, p.874).

Ademas, se ha demostrado que la resolvina E1 estimula la produccién enddgena de
Lipoxina A4, lo que demuestra que el proceso es un mecanismo progresivo. Esta cascada de
resolucion especializada previamente desconocida puede ser Gtil en el desarrollo de nuevas terapias
que estimulen la resolucion de la inflamacion. Ademas, se ha demostrado que los mediadores
prorresolutivos, como las resolvinas y especificamente la Lipoxina A4, estimulan moléculas

antiinflamatorias adicionales in vivo, como la interleucina-10 (IL-10) (Corminboeuf et al., 2015,
p.3).

Los leucocitos, como los neutréfilos y los macréfagos, juegan un papel clave en la respuesta
inflamatoria, mediante la liberacidn de sustancias proinflamatorios adicionales y la accién de las
células vectoriales y los fagocitos para eliminar el agente causal de la inflamacién o que
desencadena el proceso inflamatorio. A pesar de los importantes roles de los neutréfilos para una
eficaz defensa del organismo, deben ser eliminadas y reguladas. Una inflamacion continua o
prolongada provoca una respuesta mas fuerte y duradera, y esto puede ocasionar dafios en el

organismo y producir una inflamacion cronica (Amantéa et al., 2016, p.1).

La respuesta inflamatoria del huésped requiere una regulacién estricta y un adecuado
control, para evitar excesos, prolongaciones y dafios autoprovocados. Las distintas clases de

mediadores proinflamatorios operan en paralelo y en serie; con ello provocan los signos clasicos
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de inflamacion como edema, migracién celular, y nocicepcion, mientras que una cantidad igual de
mediadores antinflamatorios enddgenos contrarrestan y dirigen una respuesta de resolucion de la
inflamacidn, en respuesta a los agentes que produjeron inicialmente el proceso inflamatorio. Este
ultimo aspecto ha despertado interés en los Ultimos afios, por lo que clases de inhibidores
end6genos peptidicos o no peptidicos con caracteristicas especificas en la inflamacién han sido
identificados y caracterizados (Dufton et al., 2010, p.176).

Figura 4. Representacion Esquematica de Respuesta Inflamatoria y Resolucién en el
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Corticoides

Los antiinflamatorios esteroideos (glucocorticoides) son ampliamente utilizados en
distintas patologias desde su invencién por su gran efecto sobre la inflamacion;
independientemente del origen de esta, surgieron como derivados del cortisol, el cual se produce
fisiologicamente por respuesta a estrés emocional o fisico. El uso de corticoides como una terapia

revolucionaria antiinflamatoria, inicio cuando se aplicaron los resultados obtenidos en el
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laboratorio y se trasladaron a la préctica clinica, lo que se conoce hoy en dia como medicina
traslacional (Serra et al., 2012, p.158).

Los glucocorticoides se descubrieron en la década de 1940, y con su uso en enfermedades
reumatologicas, se otorgd el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina para Hench, Kendall y
Reichstein, en 1950. Los glucocorticoides son hormonas esenciales del estrés que se unen a
receptores de glucocorticoides, y desempefian un papel en diferentes procesos fundamentales como
la homeostasis metabolica, cognicion, salud mental, proliferacion celular, desarrollo, reproduccion
e inflamacion. Varios trastornos autoinmunes, inflamatorios y alérgicos, tales como como artritis
reumatoide, lupus eritematoso, enfermedad inflamatoria intestinal, trasplante/rechazo de 6rganos
y asma, a menudo se tratan con antiinflamatorios glucocorticoides sintéticos como la dexametasona
y prednisolona. Por esta razén los antiinflamatorios esteroides se encuentran entre los

medicamentos mas recetados (Vandewalle et al., 2018, p.42).

Los corticosteroides, asi como sus derivados sintéticos biol6gicamente activos, difieren en
sus actividades metabdlicas. Por una parte, los efectos conocidos como glucocorticoides, y los
efectos reguladores de electrolitos llamados mineralocorticoides. Se utilizan en dosis fisioldgicas
como terapia de reemplazo cuando la produccién endogena se ve afectada. Los glucocorticoides
suprimen potentemente la inflamacion, y su uso en enfermedades inflamatorias y autoinmunes es
comdn. En los humanos, el cortisol es el principal glucocorticoide, y la aldosterona es el

mineralocorticoide fisioldgico (Brunton et al., 2018, p.1209).

El efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides se obtiene por distintas acciones como lo
son: la reduccién de la concentracién, distribucién y funcién de los leucocitos en la periferia,
disminucion de la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos, enzimas proinflamatorias, produccién
de perédxido por los neutréfilos, eosindfilos e inmunoglobulinas, desencadenan la apoptosis y
disminuyen los factores quimiotacticos, como la IL3, IL5; ademas, causan vasoconstriccion, lo que
disminuye la permeabilidad capilar, inhibiendo la actividad de kininas, endotoxinas bacterianas y

cantidad de histamina liberada por basofilos (Gomez et al., 2007, p. 58).
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Los glucocorticoides son utilizados en diversas patologias en combinaciones con
inmunodepresores 0 en monoterapia para prevenir rechazo de 6rganos, exacerbaciones agudas de
trastornos inmunitarios, en la enfermedad de injerto contra hospedador en el trasplante de médula
Osea; ademas, se utilizan de forma sistematizada para patologias autoinmunes como artritis
reumatoide, otros tipos de artritis, lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis sistémica,
psoriasis, varias patologias de la piel, asma, trastornos alérgicos, enfermedades inflamatorias
intestinales, enfermedades oftalmicas de tipo inflamatorio, trastornos hematoldgicos inmunitarios

y en casos de exacerbaciones agudas de esclerosis multiple (Brunton et al., 2012, p. 1210).

Los glucocorticoides son lipofilicos y pueden difundirse libremente a través de la
membrana celular; desde ahi ejercen su accion cuando se unen al receptor glucocorticoide (GR).
En ausencia de glucocorticoides, el receptor para estos compuestos se localiza predominantemente
en el citoplasma en un complejo que contiene proteinas de choque térmico, inmunofilinas y otros
factores que evitan su degradacion y mejoran su afinidad por su ligando. Al unirse al ligando, estos
receptores experimentan un cambio conformacional, dando como resultado una disociacion parcial
del complejo chaperdn y la translocacion nuclear. En el nacleo, el receptor de glucocorticoides
interactta con el ADN, asi como con otras proteinas, y funciona como factor de transcripcién
(Vandewalle et al., 2018, p.43).

Los glucocorticoides tienen dos vias principales para producir sus efectos, mecanismos no
genodmicos: a dosis altas y de manera rapida, como la alteracion de membranas celulares, y
mecanismos gendmicos, que son generados a dosis bajas y de manera lenta; por ejemplo: sintesis
de proteinas antiinflamatorias inhibidoras de citocinas (Gomez et al., 2007, p. 66; Vandewalle et
al., 2018, p.43).

Los mecanismos no gendmicos estan caracterizados por el rapido inicio del efecto (menos
de 15 minutos), tiempo en el cual no alcanza a ocurrir transcripcion genica ni traduccion proteica.
Se clasifican en mecanismos especificos, cuando interactian corticoides con el receptor, y
mecanismos inespecificos, donde no hay interaccién con el receptor. Este mecanismo se ha
utilizado para explicar el aumento del efecto clinico de la terapia de pulso con dosis de corticoides

mayores a 250 mg (Gomez et al., 2007, p.66).
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El mecanismo mejor descrito para los efectos gendmicos de glucocorticoides es la
transactivacion (TA), la cual es una mejora de la expresion génica mediada por la union directa de
los homodimeros de los receptores a los elementos de respuesta de glucocorticoides (ERG) de los
genes. Los elementos de respuesta a glucocorticoides clasicos son repeticiones invertidas de
nucledtidos de semi-sitios hexaméricos separados por una secuencia de tres pares de bases. Sin
embargo, solo una fraccion de las secuencias de unidn a receptores observadas contiene la

secuencia del consenso de elementos de respuesta a corticoides (Vandewalle et al., 2018, p.43).

En el espacio plasmatico los glucocorticoides estan ligados a las proteinas ligadoras de
glucocorticoides (CBG). Al ingresar el glucocorticoide al interior de la célula, en el citoplasma se
unen a su receptor especifico, se dimerizan y se traslocan al nucleo donde ejercen su accién sobre
el ADN, se unen a secuencias especificas de bases, denominadas elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE). De esta manera, actdan sobre el gen promotor, lo que promueve la sintesis
de ARN mensajero, el cual sale al citoplasma y es traducido en los ribosomas, para formar proteinas
que son secretadas o permanecen dentro de la misma célula. Esto conlleva al efecto de respuesta

de los corticoides, se muestra este proceso en la figura 5 (Gomez et al., 2007, p.67).
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Figura 5. Mecanismo de Accion de los Corticoides
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Ademas de las consecuencias que resultan de la supresion del eje hipotaldmico hipofisario
adrenal, el uso prolongado con glucocorticoides causa una serie de otras complicaciones. Entre
algunos de los principales efectos indeseables se incluyen: anomalias de liquidos y electrolitos,
hipertensién, hiperglucemia, mayor susceptibilidad a infecciones, Ulceras pépticas, osteoporosis,
miopatia, alteraciones del comportamiento, cataratas, detencion del crecimiento y el habito
caracteristico de sobredosis de esteroides, incluida la redistribucion de grasa, estrias y equimosis
(Brunton et al., 2018, p.1224).

Los glucocorticoides inducen la expresion de Anexina Al y la expresion de FPR2/ALXR,
ya que se ha observado que la administracion de glucocorticoides a voluntarios humanos sanos
conduce a un aumento en los niveles de expresion de anexina Al, en monocitos y neutrofilos que
circulan en sangre. Los niveles de Anexina Al también estan regulados por los glucocorticoides

durante la enfermedad, en pacientes con enfermedad de Cushing, asociada con niveles altos de
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cortisol, que tienen niveles intracelulares mas altos de anexina Al, y los leucocitos de pacientes
con enfermedad de Addison, asociada con niveles bajos de cortisol, quienes tienen niveles
intracelulares més bajos de anexina Al que los pacientes sanos. Sin embargo, el mecanismo por el
cual los glucocorticoides regulan la Anexina A1l no se ha definido (Perreti y D’ Acquisto, 2009,
p.64).

La dexametasona y otros esteroides pueden aumentar rapidamente la localizacion de la
Anexina Al en la superficie celular; este proceso no requiere la sintesis de nuevas proteinas y se
asocia con cambios rapidos en la localizacion celular de la proteina. EI aumento mas lento en la
expresion de anexina Al en la superficie celular es consecuencia de la activacion del gen; aunque
la region promotora de la anexina Al carezca de un elemento de respuesta a los glucocorticoides
canonicos, no se excluye la posibilidad de que estas regiones puedan estar presentes antes de las
secuencias de ADN analizadas hasta ahora; no obstante, plantea el problema de cémo los
glucocorticoides podrian aumentar la expresion del gen de la anexina Al. En celulas monociticas,
se ha postulado la participacién de factores de transcripcion especificos como el factor nuclear
interleucina (IL) -6 para regular la expresion del gen de la Anexina Al (Perretti et al., 2009a,
p.938).

Los Aminoacidos, Péptidos y Proteinas

A nivel general, las proteinas participan practicamente en todos los procesos que ocurren
en una célula, exhibiendo una casi infinita variedad de funciones. Las proteinas de cada organismo,
desde la mas simple de las bacterias a los seres mas complejos, se construyen a partir del mismo
conjunto de 20 aminodcidos que siempre estan presentes en distinta organizacion. Estas
subunidades monoméricas relativamente simples son la clave de la estructura para los miles de
proteinas que se pueden encontrar. Cada uno de estos 20 aminoacidos tiene una cadena lateral con
propiedades quimicas caracteristicas; este conjunto puede ser considerado como un lenguaje de la
estructura proteica con la cual es leido, y para generar una proteina determinada los aminoacidos

se unen de manera covalente en una secuencia lineal (Nelson y Cox, 2014, p.75).

Es importante destacar que las células producen proteinas con propiedades y actividades

completamente diferentes uniendo los mismos 20 aminoacidos en combinaciones y secuencias muy
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diferentes, dispuestas por el codigo genético. A partir de estas unidades de construccion, diferentes
organismos pueden generar productos tan diversos como enzimas, hormonas, anticuerpos,
transportadores, fibras musculares, proteinas de las lentes de los ojos, plumas, telarafias, cuernos
de rinocerontes, proteinas de la leche, antibioticos, venenos, proteinas de hongos, y miles de otras
sustancias con actividades bioldgicas distintas. Entre estos productos de proteinas, las enzimas son
las mas variadas y especializadas, como catalizadores de casi todas las reacciones celulares, y son
una de las claves para la comprension de los procesos quimicos en el organismo. En la figura 6 se
muestran distintas proteinas del cuerpo humano (McKee, T., y McKee, J., 2014, parr.2; Nelson et
al., 2014, p.75).

Figura 6. Algunas Proteinas del Cuerpo Humano en Representacion 3D
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Los aminoacidos

Existen mas de 300 aminoacidos en la Naturaleza; sin embargo, las proteinas se sintetizan
de manera casi exclusivamente a partir de 20 (L) -a-aminoacidos codificados por tripletes de
nucledtidos llamados codones. El codigo genético de tres letras potencialmente podria permitir mas
de 20 aminoécidos; el cddigo genético es redundante, ya que varios aminoacidos son especificados
por multiples codones. Estos aminoacidos pueden clasificarse como hidrofilicos o hidrofébicos,
propiedades que afectan su ubicacion en la conformacion plegada de la proteina. Algunas proteinas
contienen aminoacidos adicionales que surgen por la modificacién postraduccional de un
aminoacido que se encontraba en un péptido (Rodwell, Bender, Botham, Kennelly, y Weil, 2016,

parr.2).

Las proteinas son polimeros de aminoacidos; cada parte residual de aminoacido unido a
otro de manera lineal por un tipo especifico de union covalente; el término residuo se refiere a la
pérdida de elementos de agua cuando un aminoacido se une a otro. Las proteinas pueden ser
degradadas (hidrolizadas) en sus aminoéacidos que las componen, por varios métodos, y los estudios
de proteinas inicialmente de manera natural se enfocaron en esos aminoacidos libres derivados de
las proteinas. (Nelson et al., 2014, p.76), (Lieberman y Marks, 2013, p.70), (McKee et al., 2014,
parr.29).

Las proteinas pueden distinguirse con base en su numero de aminoacidos (residuos de
aminoacidos), en su composicion o secuencia global de grupos aminoacilos. Las moléculas con
pesos moleculares que van desde varios miles hasta varios millones de daltons (Da) se denominan
polipéptidos. Aquellas con pesos moleculares bajos, que contienen menos de 50 aminoéacidos, se
denominan péptidos. El término proteina describe especificamente las moléculas con un contenido
de mas de 50 aminoacidos y con ello pesos moleculares muy altos. Cada proteina consta de una o

de varias cadenas polipeptidicas (McKee et al., 2014, parr.4).

Todos los aminoacidos comunes son a-aminoacidos. Tienen un grupo carboxilo y un grupo
amino unidos al mismo atomo de carbono; la diferencia entre los aminoacidos son sus cadenas
laterales o grupos R, que varian en estructura, tamafio y carga eléctrica, y que influencian la

solubilidad de los aminoacidos en agua. Ademas de estos 20 aminoacidos, hay muchos otros menos
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comunes, algunos residuos modificados después de la sintesis de una proteina; otros son
aminoacidos presentes en organismos Vivos, pero no como constituyentes de proteinas; se asignan
a los aminoacidos comunes abreviaturas de tres letras y simbolos de una letra, y se utilizan como
abreviaturas para indicar la composicion y la secuencia de aminoacidos en las proteinas (Lieberman
etal., 2013, pp.70-72), (Nelson et al., 2014, p.76).

Figura 7. Estructura General de un Aminoacido
@ @

Nota: Nelson et al. (2014)

Para identificar los aminoacidos fue creado el codigo de tres letras, el cual es simple; las
abreviaturas en general consisten en las tres primeras letras del nombre del aminoacido. También
se cred un cddigo de una letra, para simplificar ain mas la identificacion de los aminoacidos
(Nelson et al., 2014, p.76).

En seis aminoé&cidos en el cddigo de una letra (CHIMSV), su primera letra es Unica, la cual
es su simbolo; para 5 aminoacidos (AGLPT) la primera letra no es Unica, pero se utilizaron para
los aminoacidos mas comunes en proteinas; para los otros cuatro, la letra utilizada es de acuerdo
con la fonetica (RFYW), y corresponden a: aRginina, Fenilalanina, tirosina del inglés tYrosine,
triptofano del inglés tWiptophan. En los otros cuatro (DNEQ) se utilizaron letras encontradas en
sus nombres o sugeridas, acido aspartico del inglés asparDic, asparagiNa, glutamico del inglés
glutamEke, glutamina del inglés Q-tamine. Sobraban pocas letras en el alfabeto, y la letra K fue
elegida porque era la més cercana de L. En la tabla 1 se encuntran en resumen los simbolos para

los aminoé&cidos y algunas de sus propiedades fisicoquimicas (Nelson et al., 2014, p.76).
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Tabla 1. Simbolos y Algunas Propiedades Fisicoquimicas de los Amino&cidos

Valores de pK,

Abreviagao! pk, p; pk, indice de Ocorréncia em
Aminodcido simbolo M (—C00H) {(—HH,) (grupo R) pl hidropatia’  proteinas (%}
Grupos R alifiticos, apolares
Glicina Gly G 75 234 9,60 5,97 04 732
Alanina Ala A 89 234 5,69 6,01 1,8 7.8
Prolina ProP 115 1,99 10,96 6,48 16 52
Valina Val v 117 237 9,62 5,97 47 6,6
Leucina Leul 131 2 36 9,60 5,98 3.5 9.1
Izoleucina Te I 131 2,36 9,65 8,02 43 5,3
Metionina Met A 149 228 9,71 5,74 1,9 23
Grupos R aromaticos
Fenilalanina Phe F 165 1,33 5,13 5,48 28 3,9
Tirosina TTY 181 2,20 9,11 10,07 5,66 13 3,2
Triptofano Tp W 204 7,38 5,39 5,39 —03 1.4
Grupos R polares, nio carregados
Serina Ser 3 105 221 B.15 5,68 _0,3 6.8
Treomina Thr T 119 211 5,62 5,37 0.7 5,9
Cisteina’ Cys C 121 1,96 10,28 B,18 5,07 23 1,9
Asparagina AsnN 132 702 B.80 5,41 —35 43
Glutamina Gln Q 148 2,17 5,13 5.65 -35 43
Grupos R carregados positvamente
Lisina Lys K 146 218 5,95 10,53 9,74 -39 5,9
Histidina HisH 155 1,82 5,17 6,00 7,58 —3.2 23
Arginina AR 174 217 5,04 12 48 10,76 45 5,1
Grupos E carregados negativamente
Aspartato AspD 133 1,88 5,60 3,65 277 _35 5,
Glutamato GluE 147 718 5,67 4325 53,22 —35 )

Nota: Nelson et al. (2014)

De todos los aminodcidos, excepto la glicina, el carbono a esta ligado a cuatro grupos

diferentes: un grupo carboxilo, un grupo amino, un grupo R y un a&tomo de hidrégeno; en la glicina,

el grupo R es otro hidrégeno. El &tomo de carbono en los aminoacidos es por esta razén un centro

quiral. En consecuencia, del arreglo tetraédrico de los orbitales de unién alrededor del &tomo de

carbono a, los cuatro grupos diferentes pueden ocupar 2 arreglos espaciales unicos y, por lo tanto,

los aminoacidos tienen 2 estereoisomeros posibles. Una vez que son imagenes especulares no

superponibles entre si, es lo que se conoce como enantiomeros (Lieberman et al., 2013, p.72).
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Existen, ademaés, 2 convenciones para identificar los carbonos en un aminoacido, lo que
puede producir confusiones, y por ello es importante mencionarlo. Los carbonos adicionales en un
grupo R se denominan cominmente siguiendo el ordenamiento con letras griegas como 3, v, 0, y
asi sucesivamente, a partir del carbono o. Para las otras moléculas organicas en general, los atomos
de carbono son simplemente numerados como C1 al carbono, con el sustituyente que contiene el
atomo de mayor numero atomico. En esa ultima convencion, el carbono carboxilico de un

aminoéacido seria el C1y el carbono seria el C2 (Nelson et al., 2014, p.77).

Cerca del total de compuestos bioldgicos con centro quiral ocurren naturalmente en solo
una forma estereoisomérica, D o L. Los residuos de aminoacidos en moléculas proteicas que se
encuentran en forma natural son exclusivamente estereoisomicos L. Los residuos de D-
aminoéacidos se han encontrado solo en algunos péptidos, por lo general pequefios, incluyendo
algunos péptidos de paredes celulares bacterianas y ciertos antibioticos peptidicos. Para un sistema
vivo, los isdmeros D y L son totalmente diferentes. Las células tienen la capacidad de sintetizar
especificamente los isdbmeros L de aminodcidos porque los sitios activos de enzimas son
asimétricos, haciendo estereoespecificas las reacciones por ellas catalizadas (Lieberman et al.,
2013, p.72; Nelson et al., 2014, p.78).

Otro aminoacido adicional es la selenocisteina, que se considera el vigésimo primer
aminoacido, y es un l-a-aminoécido que se encuentra en proteinas con funcionales vitales. Los
humanos tienen alrededor de dos docenas de selenoproteinas, incluyendo peroxidasas y reductasas,
selenoproteina P, que circula en el plasma, y las yodotironinas deiodinasas que se encargan de
convertir la prohormona tiroxina (T4) en la hormona tiroidea 3,3’5-triyodotironina (T3). En este
caso, un atomo de selenio reemplaza el azufre en la cisteina; no es el producto de una modificacion
postraduccional, sino que es insertada directamente en un polipéptido en crecimiento durante la
traduccion (Lieberman et al., 2013, p.84; Nelson et al., 2014, p.81).

clasificacion de los aminoacidos.

El conocimiento de las propiedades quimicas es importante y puede simplificarse

agrupando los aminoéacidos en cinco clases con base en las propiedades de sus grupos R, en
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particular por su polaridad o tendencia a interactuar con el agua en pH bioldgico cercano a pH 7,0.
La polaridad de los grupos R varia ampliamente, de no polar e hidrofobico (no hidrosoluble) al
altamente polar e hidrofilico (hidrosoluble). Algunos son dificiles de caracterizar o no encajan bien
en cualquier grupo, como lo son glicina, histidina y cisteina, y las atribuciones a determinados
grupos son resultado de evaluaciones promediadas en vez de absolutas (Nelson et al., 2014, p.78).

amino&cidos no polares (alifaticos).

Los aminoé&cidos no polares contienen principalmente grupos R hidrocarbonados sin cargas
positivas 0 negativas. Debido a su poca interaccion con agua, estos aminoacidos tienen funcién
importante en el mantenimiento de la estructura tridimensional de las proteinas. En este grupo se
encuentran dos tipos de hidrocarburos en las cadenas R: las aromaticas y las alifaticas. Los
aromaticos contienen estructuras ciclicas que los constituyen en una clase de hidrocarburos
insaturados con nubes electronicas m conjugadas. Alifatico se refiere a hidrocarburos no
aromaticos, como el metano y el ciclohexano. La glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina y
prolina poseen grupos R alifaticos (Lieberman et al., 2013, p.73; McKee et al., 2014, parr.11;
Nelson et al., 2014, p.78).

aminoacidos aromaticos

Los aminoacidos que se agrupan dentro de esta clasificacion son relativamente hidrofobicos
(apolares), entre ellos: Fenilalanina, tirosina y triptéfano, con sus cadenas laterales aromaticas.
Todos pueden participar en interacciones hidrofobicas. EI grupo hidroxilo en la tirosina puede
formar enlaces de hidrogeno, esto es importante en algunas enzimas. La tirosina y el triptdfano son
mas polares que la fenilalanina, debido al grupo hidroxilo de la tirosina y al nitrégeno del anillo
indol del triptofano. El triptéfano, la tirosina y, en menor medida, la fenilalanina, absorben la luz
ultravioleta (Nelson et al., 2014, p.78).

aminoacidos polares.

Los amino&cidos polares poseen grupos funcionales capaces de formar enlaces tipo puentes

de hidrégeno, interactdan con el agua, son hidrofilicos; entre este grupo se encuentran la serina,
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treonina, tirosina, asparagina y glutamina. La serina, treonina y tirosina contienen un grupo
hidroxilo polar, que les permite formar enlaces por puente de hidrégeno, un factor importante en
la estructura proteinica. Los grupos hidroxilo cumplen ademas con otras funciones; un ejemplo es
la formacion del éster de fosfato de la tirosina, que es un mecanismo de regulacion habitual.
Ademaés, los grupos hidroxilo de la serina y de la treonina son puntos de union para los
carbohidratos (Lieberman et al, 2013, p.74; McKee et al., 2014, parr.12; Nelson et al, 2014, p.80).

aminoacidos acidos.

Los dos aminoéacidos que poseen cadenas laterales con grupos carboxilo son el éacido
aspartico y el glutdmico; tienen carga negativa a pH fisiologico, por lo que suelen Ilamarseles
aspartato y glutamato. La asparagina y la glutamina son derivados amida de estos aminoacidos
acidos respectivamente. Debido a que el grupo funcional amida es muy polar, la capacidad de
formar enlaces por puente de hidrégeno de la asparagina y de la glutamina posee un efecto también
importante en la estabilidad de proteinas (Lieberman et al., 2013, p.76; McKee et al., 2014, parr.13;
Nelson et al., 2014, p.81).

aminoacidos basicos.

Los aminoacidos basicos tienen una carga positiva a pH fisioldgico, razén por la cual
pueden formar enlaces i6nicos con los aminoacidos acidos. La lisina posee un grupo amino, acepta
un proton del agua para formar el &cido conjugado. En el aminoacido arginina que posee un grupo
guanidino, tiene un rango de pKa de 11.5 a 12.5 en proteinas; esto causa que siempre esté protonado
a pH fisioldgico y no actda en las reacciones acido-base. La histidina tiene un grupo imidazol en
la cadena lateral; al ser base débil solo se ioniza parcialmente a pH 7, ya que su pKa es
aproximadamente 6; esta capacidad fisioldgica para aceptar o donar protones como respuesta a 10s
pequerios cambios en el pH tiene un papel importante en la actividad catalitica de muchas enzimas
(Lieberman et al., 2013, p.76; McKee et al., 2014, parr.14; Nelson et al., 2014, p.81).
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propiedades de los aminoacidos.

Los aminoacidos pueden funcionar como &cidos o bases, debido a los grupos amino y
carboxilo; sumados a los grupos ionizables R de algunos aminoacidos, funcionan como acidos;
cuando un aminoacido sin un grupo R ionizable se disuelve en agua a pH neutro, permanece en
solucién como un ion bipolar, o zwitterion (“ion hibrido™) proveniente del aleman, que puede actuar
como &cido o base. Las sustancias con esta caracteristica son anfotéricas. Un aminoacido simple,
alanina, es un acido diprético cuando se encuentra completamente protonado; tiene dos grupos, el
grupo COOH y el grupo NH*3, y puede producir dos protones (Lieberman et al, 2013, p.72; Nelson
etal., 2014, p.81).

Las curvas de titulacién en los aminoacidos son Utiles para describir lo que sucede con los
grupos ionizables, el comportamiento a distinto pH de los grupos que tienen la capacidad de donar
0 aceptar protones, la especie predominante a cierto pH; se puede observar el punto de inflexion
donde el pH es igual a la pKa, y se puede obtener, ademas, una medida cuantificable del pKa de
los grupos ionizables; en general la pKa de cualquier grupo funcional se ve afectada por su entorno
quimico o fisioldgico. En este caso, esta propiedad también es aprovechada frecuentemente, en los
sitios activos de enzimas, para promover mecanismos de reaccion desarrollados y adaptados que
dependen de los valores de pKa modificados de grupos donantes y aceptores de protones en
residuos especificos (Lieberman et al., 2013, pp.76-77; McKee et al., 2014, parr.24; Nelson et al.,
2014, p.83).

Otra importante informacion que se puede obtener de una curva de titulacion de un
aminoacido es la relacion entre su carga final y el pH de la solucién. Un ejemplo de titulacion de
la glicina es el pH de 5,97; en el punto de inflexion entre las dos etapas en su curva de titulacion,
la glicina esta presente, predominantemente en su forma Zwitterion, totalmente ionizada, pero sin
carga eléctrica final. El pH caracteristico en el cual la carga eléctrica final es cero se conoce como
punto isoeléctrico o pH isoeléctrico (pl). Para la glicina, que no posee ningin grupo ionizable en
su cadena lateral, el punto isoeléctrico es simplemente la media aritmética de los dos valores de
pKa (Nelson et al., 2014, p.84).



42

Las propiedades similares que comparten los aminoacidos permiten realizar algunas
generalizaciones resumidas de su comportamiento acido-basico. Entre ellos todos los aminoacidos
con un solo grupo a-amino, un solo grupo a-carboxilo y un grupo R no ionizable tienen curvas de
titulacion similares a la de la glicina. Estos amino&cidos tienen valores de pKa muy similares, pero
no idénticos; las diferencias en estos valores de pKa reflejan los ambientes quimicos impuestos por
sus grupos R. Otra generalidad: los aminoacidos con un grupo R ionizable tienen curvas de
titulacion mas complejas, con tres etapas que corresponden a las tres etapas posibles de ionizacion,
si tienen 3 valores de pKa (Lieberman et al., 2013, pp.76-77; Nelson et al., 2014, p.83).

Una generalizacion importante que se puede realizar es que, bajo la condicién general de
contacto libre y abierto al ambiente acuoso, solo la histidina tiene un grupo R y cuenta con un pKa,
normalmente encontrado en los liquidos intracelulares y extracelulares de la mayoria de los

animales y bacterias (Nelson et al., 2014, p.85).

Péptidos

La unién de dos aminoacidos se puede dar de forma covalente por medio de una reaccién
de amida sustituida, denominada enlace peptidico (Figura 8), a fin de producir un dipéptido. Este
enlace esta formado por la eliminacion de elementos de agua (deshidratacion) del grupo a-carboxilo
de un aminoacido y del grupo a-amino del otro; es por esta razon que también a los aminoacidos
se les llama residuos, como se menciono anteriormente. Los polipéptidos presentes en seres vivos

pueden variar desde unos cuantos aminoacidos unidos hasta miles (Nelson et al., 2014, p.85).

Las estructuras de los péptidos son menos complejas que las de las moléculas proteinicas
mas grandes; poseen actividades bioldgicas distintas e importantes. Los péptidos son una clase de
moléculas mensajeras y de sefiales que utilizan los organismos multicelulares para regular muchas
de sus actividades bioldgicas. EI mantenimiento dindmico entre los procesos opuestos, denominada
homeostasis, mantiene un ambiente interno estable. Algunos ejemplos de péptidos son glutation,
que se encuentra en casi todos los seres vivos y es un donador de electrones que participa en
biosintesis y en procesos antioxidantes; la vasopresina y hormona antidiurética, que mantienen un

efecto sobre la presion arterial; otro ejemplo es la oxitocina, que se produce para estimular la
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secrecion de leche en las glandulas mamarias y producir contracciones uterinas en el parto (McKee
etal., 2014, parr.50-52; Nelson et al., 2014, p.87).

Figura 8. Formacion de un Enlace Peptidico
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Nota: Nelson et al. (2014)

Los péptidos también tienen comportamientos de ionizacidn, aungue contienen solo un
grupo a-amino y un grupo a-carboxilo libres, en extremos opuestos de la cadena. Estos grupos se
ionizan al igual que en los aminoécidos libres, aunque las constantes de ionizacion son diferentes
porque un grupo de carga opuesta ya no esta vinculado al carbono a. Los grupos amino y carboxilo
de todos los aminoacidos no terminales se unen de manera covalente en los enlaces peptidicos, que
no se ionizan y no contribuyen al comportamiento acido-basico total de los péptidos. Los grupos
R pueden ionizarse en algunos aminoacidos, lo que contribuye a las propiedades acido-basicas de
la molécula, sumado a los grupos amino y carboxilo ionizables (Lieberman et al., 2013, p.77;
Nelson et al., 2014, p.86).

No pueden hacerse generalizaciones de los péptidos con respecto a su tamafio o sobre las
masas moleculares de péptidos y proteinas bioldgicamente activas con respecto a sus funciones.
Los péptidos que se producen naturalmente varian en longitud de dos a muchos miles de residuos

de amino&cidos. Incluso pequefios péptidos pueden tener efectos bioldgicos importantes; ciertas
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hormonas tienen efectos muy importantes en bajas concentraciones, como en el caso de los
vertebrados (Nelson et al., 2014, p.86).

Algunos venenos extremadamente tdxicos de setas (hongos), como la amanitina, también
son péptidos pequefios, asi como muchos antibioticos. Un ejemplo de un péptido sintético es el
éster metilico de L-aspartil-L-fenilalanina, el edulcorante artificial mas conocido como aspartame
0 NutraSweet. La longitud de todos los péptidos es muy variable; por ejemplo, el citocromo c
humano tiene 104 residuos de aminoacidos ligados en una sola cadena; el quimotripsinégeno
bovino tiene 245 residuos. En el extremo esta la titina, constituyente de los musculos de
vertebrados, que tiene aproximadamente 27.000 residuos de aminoécidos y masa molecular de
cerca de 3.000.000 (Nelson et al., 2014, p.87).

Las Proteinas

La mayoria de las proteinas que existen en la naturaleza son mucho mas pequefias que la
titina que tiene cerca de 27000 aminoacidos, por lo general contienen menos de 2.000 residuos de
aminoacidos. Algunas proteinas consisten en una sola cadena polipeptidica, pero otras,
denominadas proteinas multiméricas, tienen dos o mas polipéptidos asociados de manera no
covalente. Las cadenas polipeptidicas individuales en estas proteinas multiméricas pueden ser
idénticas o diferentes. Si al menos dos son iguales se Ilaman oligoméricas, y las unidades idénticas
gue consisten una o mas cadenas polipeptidicas se conocen como protdmeros (Nelson et al., 2014,
p.87).

Un ejemplo de lo anterior, mencionado por los autores, es la hemoglobina adulta, ya que
cuenta con cuatro subunidades polipeptidicas: dos cadenas a idénticas y dos cadenas [ idénticas, y
todas las cuatro se mantienen unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad a es pareada
de modo idéntico con una subunidad B dentro de la estructura de la hemoglobina, de modo que
puede ser considerada tanto un tetrdmero de cuatro subunidades de polipéptidos como un dimero
de protémeros a-f (Lieberman et al., 2013, p.77; Nelson et al., 2014, p.88).

Otros tipos de proteinas contienen dos o mas cadenas polipeptidicas unidas por enlaces
covalentes, como sucede en las 2 cadenas polipeptidicas de la insulina; en este caso los polipéptidos
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individuales no se consideran subunidades, pero son llamados simplemente cadenas por
permanecer unidas por estos enlaces covalentes como los puentes disulfuro. La composicion de los
aminoéacidos de las proteinas también es muy variable. Los 20 aminoacidos comunes casi nunca se
encuentran en cantidades iguales en las proteinas, ya que algunos aminoacidos pueden estar
presentes solo una vez o no presentarse en una proteina, asi como otros pueden estar presentes en
gran cantidad (Nelson et al., 2014, p.88).

Se consideran proteinas simples, las cuales tienen solo residuos de aminoacidos presentes,
sin ningln otro componente quimico. Otros tipos de proteinas contienen componentes quimicos
relacionados de modo permanente, no Unicamente compuestas de aminoacidos, y se llaman
proteinas conjugadas. La parte que contiene otros componentes quimicos distintos de aminoacidos
en una proteina conjugada es normalmente llamada grupo prostético. Este tipo de proteinas puede
ser clasificado con base en la naturaleza quimica de sus grupos prostéticos; por ejemplo, las
lipoproteinas contienen lipidos, las glicoproteinas contienen grupos de azucar y las metaloproteinas
contienen un metal especifico. Algunas proteinas contienen varios grupos prostéticos y cumplen
un papel importante en la funcion bioldgica de la proteina (Lieberman et al., 2013, p.77; McKee et
al., 2014, parr.54; Nelson et al., 2014, p.89).

funciones de las proteinas.

En los seres vivos y sus moléculas relacionadas, las proteinas son las que tienen las
funciones mas diversas. Por ello es importante mencionar las mas conocidas funciones de estas
moléculas. Una de ellas es la catélisis, por medio de enzimas, las cuales son proteinas que dirigen
y aceleran miles de reacciones bioquimicas en procesos como la digestion, la captura de energia y
la biosintesis; en algunos casos estas enzimas pueden aumentar la velocidad de reaccion de millon
a billén de veces. Esta accion como catalizadoras la pueden realizar a pH y temperatura 6ptimas,

dado que pueden inducir o estabilizar intermediarios de reaccion (McKee et al., 2014, parr.43).

Algunas proteinas cumplen también un papel a nivel estructural; las moléculas que cumplen
esta funcion suelen tener propiedades muy especiales, como el colageno (el componente principal

de los tejidos conjuntivos) y la fibroina (la proteina de la seda), que poseen una fuerza mecanica
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significativa. La elastina, una proteina similar a la goma que se encuentra en las fibras elésticas,
estd presente en varios tejidos del organismo, como en los vasos sanguineos y en la piel, cuya
funcién debe cumplir con un cierto grado de elasticidad (McKee et al., 2014, parr.44; Nelson et al.,
2014, p.75).

El movimiento es otra funcién importante de estas moléculas. Las proteinas participan en
todos los movimientos celulares; se pueden mencionar, como ejemplo, la actina, la tubulina y otras
proteinas que forman el citoesqueleto. Las proteinas del citoesqueleto son activas en la division
celular, en la endocitosis, en la exocitosis y en el desplazamiento ameboide de los leucocitos, entre
otros. (Nelson et al., 2014, p.75).

Las proteinas también pueden desempefiar un papel de defensa; gran variedad de proteinas
son protectoras; un ejemplo a mencionar es la queratina, que se encuentra en las células de la piel,
la cual ayuda a proteger al organismo contra los dafios mecéanicos y quimicos. Las proteinas
implicadas en la cascada de la coagulacion, como el fibrindgeno y la trombina, impiden la pérdida
de sangre cuando los vasos sanguineos sufren una lesion. En la inmunidad celular los linfocitos
producen las inmunoglobulinas (o anticuerpos) cuando organismos extrafios, como las bacterias,

invaden al organismo (McKee et al., 2014, parr.45), (Nelson et al., 2014, p.75).

La regulacion es otra funcion de las proteinas, como sucede con la unién de una molécula
hormonal peptidica o de un factor de crecimiento a los receptores en sus células diana, que modifica
la funcién celular, y cumple una funcién regulatoria. Se pueden mencionar, como ejemplos de
hormonas peptidicas, la insulina y el glucagbn; ambos regulan la concentracién sanguinea de
glucosa. La hormona peptidica del crecimiento estimula el desarrollo y la division celular. Los
factores de crecimiento son polipéptidos que controlan la division y la diferenciacién de las células
animales, y se pueden mencionar el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) vy el

factor de crecimiento epidérmico (EGF) (McKee et al., 2014, parr.40).

Las proteinas también cumplen una funcién de transporte; muchas proteinas actian como
transportadoras de moléculas o de iones a través de las membranas o intercelulares; entre algunos

ejemplos de proteinas transportadoras de membrana estan la bomba Na*/K* ATPasa y el
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transportador de glucosa GIuT. Otras proteinas transportadoras son la hemoglobina, que lleva
oxigeno a los tejidos desde los pulmones, y las lipoproteinas LDL y HDL, que transportan los
lipidos insolubles por el torrente sanguineo; la transferrina y la ceruloplasmina son proteinas
sanguineas que transportan hierro y cobre respectivamente (McKee et al., 2014, parr.47; Nelson et
al., 2014, p.75).

Una funcién importante de algunas proteinas es el almacenamiento de sustancias, pues
determinadas proteinas actan como reserva de nutrientes esenciales; unos claros ejemplos son la
ovoalbimina y la zeina en semillas. Ademas, en la respuesta y proteccion al estrés de origen
abidtico, esta capacidad de respuesta es mediada por determinadas proteinas; por ejemplo, el
citocromo P450, un grupo diverso de enzimas que se encuentran en los animales y en las plantas
que habitualmente transforman a un gran nimero de contaminantes organicos téxicos en derivados
menos tdxicos, y la metalotioneina, una proteina intracelular con abundante cisteina que, por lo
general, se encuentra en todas las células de los mamiferos, se une y secuestra metales toxicos

como el cadmio, el mercurio y la plata (McKee et al., 2014, parr.49).

Cuando las proteinas se exponen a temperaturas muy elevadas y otros tipos de estrés, se
sintetizan en un tipo de proteinas chaperonas denominadas proteinas de choque térmico (HSPs),
que promueven el plegamiento correcto de las que fueron afectadas y dafiadas; si las proteinas
presentan un dafio grave o irreparable, las HSPs estimulan su degradacion. Ademas, algunas de
estas proteinas HSPs cumplen una funcién en el proceso normal de plegamiento proteinico. En el
caso de proteccion por radiacion, las células estan protegidas por proteinas reparadoras de ADN
(Lieberman et al., 2013, p.104; McKee et al., 2014, parr.97).

Las proteinas también se pueden clasificar por las semejanzas que presenten en las
secuencias de aminoacidos y en su forma tridimensional general. Las familias de proteinas estan
formadas por moléculas relacionadas por su semejanza en la secuencia de los aminoacidos; en este
caso dichas proteinas, con parentesco, comparten un ancestro coman (homologia). Dos familias de
proteinas clasicas son la de las hemoglobinas, cuya funcién es el transporte de oxigeno en la sangre
y la de las inmunoglobulinas, los cuales son anticuerpos producidos por el sistema inmunitario en

respuesta a sustancias extrafias o antigenos, y en los casos donde las proteinas poseen una relacion
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distante se clasifican como superfamilias (Lieberman et al., 2013, p.79; McKee et al., 2014,
parr.51).

Las proteinas pueden clasificarse de otras 2 maneras, debido a su variabilidad en su forma
y composicién. Las proteinas se clasifican en dos grupos principales, segin su morfologia, en
proteinas fibrosas, las cuales son moléculas largas con forma de varilla que son insolubles en agua
y fisicamente resistentes; se puede mencionar como ejemplo de proteinas fibrosas, las queratinas
de la piel, del pelo y de las ufias, que tienen funciones estructurales y protectoras. Las proteinas
globulares son moléculas con formas esféricas compactas y en general hidrosolubles; por lo general
estas proteinas globulares tienen funciones moviles; casi todas las enzimas tienen estructuras
globulares; ademas, se pueden mencionar las inmunoglobulinas y las proteinas de transporte
hemoglobina y albumina, que es un transportador de acidos grasos en la sangre (McKee et al.,
2014, parr.53).

proteinas de la membrana celular

Las proteinas presentes en la membrana celular se pueden clasificar en 3 tipos, de acuerdo
con sus asociaciones con dicha estructura. Se encuentran las proteinas periféricas, proteinas

integrales, y proteinas anfitrépicas (Nelson et al., 2014, p.389).

Las proteinas integrales de membrana celular estan firmemente sujetas a la bicapa lipidica,
siendo removibles s6lo por agentes que interfieren con reacciones hidrofobicas, como detergentes,
solventes organicos, o agentes desnaturalizantes. En el caso de proteinas periféricas se mantienen
unidas a la membrana por interacciones electrostaticas y enlaces de hidrégeno con dominios
hidrofilicos de proteinas integrales y con grupos polares de los lipidos de membrana. Pueden ser
liberadas por tratamientos relativamente blandos que interfieren con las interacciones
electrostaticas o que rompen las conexiones de hidrégeno; como carbonato a pH alto. Las proteinas
anfitrépicas se encuentran tanto en el citosol y en asociacion con las membranas. Sus afinidades
por las membranas resultan, en algunos casos, de las interacciones no covalentes de las proteinas
con una proteina o lipido de membrana y, en otros casos, de la presencia de uno o mas lipidos

covalentemente ligados a la proteina anfitrépica (Nelson et al., 2014, pp.389-390).



49

proteinas transmembranales

Las proteinas integrales de la membrana contienen dominios transmembrana con cadenas
laterales de aminoacidos hidréfobos que interactian con las porciones hidrofobas de los lipidos
membranales, asi se mantienen selladas. Las regiones hidrofilas de las proteinas se encuentran en
el medio extracelular o en el citoplasma. Estas proteinas funcionan principalmente como canales o
transportadores para el movimiento de compuestos a través de la membrana, como receptores para
la unién de hormonas y neurotransmisores, 0 como proteinas estructurales (Lieberman et al., 2013,
p.156).

En las proteinas de membrana plasmatica conocidas, los acomodos espaciales de los
dominios de las proteinas en la membrana se agrupan en encuadran en seis categorias (figura 9).
Las proteinas de los tipos | y 11 tienen una Unica hélice transmembrana; el dominio N terminal esta
fuera de la célula en la proteina del tipo | y dentro en tipo Il. Las proteinas del tipo Il tienen
maultiples hélices transmembrana en un solo polipéptido. En las proteinas del tipo 1V, los dominios
transmembrana de varios polipéptidos diferentes se agrupan para formar un canal a través de la
membrana. Las proteinas del tipo V (no es transmembrana) son sostenidas en la bicapa en especial
por lipidos ligados covalentemente, y proteinas del tipo VI poseen tanto hélices transmembrana y
anclas lipidicas (Nelson et al., 2014, pp.389-390).

Figura 9. Tipos de Proteinas Integrales de Membrana
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estructura de las proteinas.

La purificacion de una proteina es generalmente solo un paso previo para un estudio
bioquimico detallado de su estructura y funcion. Saber cual es la funcidon de una proteina, una
enzima, hormona, una proteina estructural, un anticuerpo, sus diferencias quimicas y sus
propiedades, se explican con las distinciones estructurales mas notables; por ello se describe la
estructura de las proteinas. La estructura de grandes moléculas, como proteinas, puede ser descrita
por su complejidad en niveles distintos, y agrupados tomando en cuenta un orden jerarquico
conceptualizado; por lo general se describen cuatro niveles de estructura proteica (Nelson et al.,
2014, p.96).

De manera general, la estructura primaria es una descripcién de los enlaces covalentes,
principalmente enlaces peptidicos y enlaces disulfuro, la unién de residuos de aminoacidos en una
cadena polipeptidica es su estructura primaria, y el elemento mas importante de la estructura
primaria es la secuencia de residuos de aminoacidos. La estructura secundaria hace referencia a
acomodos particularmente estables de residuos de aminoacidos, dando origen a patrones
estructurales que se repiten en regiones especificas de un polipéptido. La estructura terciaria
describe todos los aspectos conformacionales que engloba tridimensionalmente un polipéptido.
Cuando una proteina tiene dos o mas subunidades polipeptidicas, sus arreglos en el espacio se
Ilaman estructura cuaternaria (Figura 10) (Lieberman et al., 2013, pp.88-90; McKee et al., 2014,
parr.57; Nelson et al., 2014, pp.96-97).
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Figura 10. Niveles de Estructuras de las Proteinas
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estructura primaria.

Cada polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos especifica; las interacciones entre
estos residuos de aminodacidos determinan la estructura tridimensional de la proteina, su funcion y
relaciones con otras proteinas. Los polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos semejantes
y se han originado a partir de un mismo gen ancestral, se dice que son homologos. Esto se ha
utilizado para detectar relaciones genéticas entre distintas especies, como por ejemplo las
homologias de secuencia de la proteina redox mitocondrial citocromo c, la cual es una molécula
esencial para la produccién de energia de muchas especies, y con ello se ha revelado una gran
conservacion de su secuencia. Se presume que los residuos de aminoacidos que son idénticos en
las proteinas homdlogas, que se denominan invariables, son esenciales para la funciéon de una
proteina (Lieberman et al., 2013, pp.88-90; McKee et al., 2014, parr.57; Nelson et al., 2014, pp.96-
97).
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estructura secundaria.

La estructura secundaria de los polipéptidos se conforma por varios patrones que se repiten.
Entre los tipos de estructura secundaria que se observan con mayor frecuencia son la hélice a y la
lamina plegada . Estas dos Ultimas estructuras se estabilizan por enlaces por puente de hidrogeno
entre los grupos carbonilo y amino en la estructura polipeptidica. Como los enlaces peptidicos son
rigidos, los carbonos a son puntos de giro para la cadena polipeptidica. Varias propiedades de los
grupos R, como el tamafio y la carga, unidos al carbono a influyen en los angulos ¢ y v, y algunos
aminoacidos incrementan o inhiben patrones especificos de estructura secundaria; muchas de las
proteinas fibrosas estan formadas casi por completo por patrones de estructura secundaria
(Lieberman et al., 2013, pp.88-90; McKee et al., 2014, parr.64).

La a hélice es una estructura rigida en forma de “resorte” (Figura 11), que se origina cuando
una cadena polipeptidica se enrolla en una conformacion helicoidal dextrogira. Se forman enlaces
por puente de hidrogeno entre el grupo amino de cada aminoacido y el grupo carbonilo del
aminoacido que se encuentra cuatro residuos mas adelante. Existen 3.6 residuos de aminoacidos
por cada vuelta de la hélice, y la distancia entre los puntos correspondientes de cada vuelta es de
0.54 nm. Los grupos R de los aminoacidos se proyectan hacia afuera de la hélice (McKee et al.,
2014, parr.65-66).

Figura 11. Estructura Secundaria a Hélice
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La otra estructura secundaria, las laminas plegadas p (Figura 12), se forman cuando se
alinean dos o mas segmentos de la cadena polipeptidica uno al lado del otro. Cada uno de los
segmentos individuales se denomina cadena (. Al contrario de la o hélice que se encuentra
enrollada, la cadena formada en las [aminas B esta extendida por completo, y son estabilizadas por
enlaces puente de hidrogeno que se forman entre los grupos N-H y carbonilo del esqueleto
polipeptidico de cadenas adyacentes. Las laminas plegadas B se pueden presentar en formas
paralelas o antiparalelas. En las estructuras de laminas plegadas 3 paralelas, los enlaces por puente
de hidrogeno de las cadenas polipeptidicas estan dispuestos en la misma direccion; en las cadenas
antiparalelas estos enlaces estan en direcciones opuestas; algunas veces se pueden encontrar
mezcladas laminas B paralelas y antiparalelas (Lieberman et al., 2013, p.91; McKee et al., 2014,
parr.64).

Figura 12. Laminas Plegadas f, Paralela y Antiparalela, en Detalle Tipo Antiparalela
(Color)
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Las proteinas globulares contienen combinaciones de las estructuras secundarias a hélice y
lamina plegada B; a dichas combinaciones se les Ilama estructuras supersecundarias o motivos
estructurales. Se pueden encontrar varios tipos como la unidad Baf, consiste en dos laminas
plegadas 3 paralelas que estan conectadas mediante un segmento de a hélice, y contribuyen a su
estabilidad las interacciones hidrofobas entre cadenas laterales no polares, que van desde la

superficie de interaccion de las cadenas 3 y de la o hélice (McKee et al., 2014, péarr.60).
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Cuando ocurre un cambio pronunciado en la direccion de los polipéptidos, esta estructura
supersecundaria se llama bucles o asas; un ejemplo es el giro B, un tipo de asa encontrado a menudo,
que es un cambio de direccion de 180° formado por cuatro aminoacidos, en el cual el oxigeno del
carbonilo del primer aminoacido del asa forma un puente de hidrégeno con el hidrogeno de amida
del cuarto residuo; lo anterior es comun en residuos de glicina y de prolina en los giros B. Esto se
debe a que la glicina no presenta grupo organico lateral, y esto contribuye a que una prolina
contigua asuma una orientacion cis en relacion con el mismo lado del péptido y con ello formar un
giro B en la cadena, el cual es comun en proteinas con abundantes segmentos de a hélice. La prolina,
ademas, impide la formacion de la hélice, ya que altera la direccién de la cadena (Lieberman et al.,
2013, pp.92-93; McKee et al., 2014, parr.62).

El meandro B, otra estructura supersecundaria, surge cuando estan conectadas dos laminas
B antiparalelas mediante aminoacidos polares y glicinas; con esto se da un fuerte cambio de
direccion en la cadena polipeptidica, llamado también reverso o giro de horquilla. En el caso de
las unidades oo, también llamadas hélice-lazo-hélice, ocurre cuando 2 regiones de o hélice
sucesivas estan distanciadas por una porcion no helicoidal y se alinean paralelas por compatibilidad
de las cadenas laterales. Se forman barriles B cuando varias configuraciones de lamina B se
repliegan sobre si mismas. Otro motivo estructural se denomina llave griega, la cual ocurre cuando
una lamina B se enrolla sobre si misma de manera que se forman pliegues alternos (Lieberman et
al., 2013, p.93), (McKee et al., 2014, parr.63-65).
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Figura 13. Estructuras Secundarias Derivadas

(a) unidades Pap, (b) meandro B, (¢) unidad aa, (d) barril B, y (e) llave griega. Las flechas sefialan
el extremo C.
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Nota: McKee et al. (2014)

estructura terciaria.

La estructura terciaria hace referencia a las conformaciones espaciales globales y Unicas
que asumen las proteinas globulares cuando se pliegan en sus estructuras que hacen posible su
actividad bioldgica, con sus grupos protésicos si se requiere. EI plegamiento de una proteina es un
proceso mediante el cual una secuencia de aminodcidos, recién sintetizados, adquieren una
estructura tridimensional organizada, y esto es posible gracias a las interacciones que ocurren entre
las cadenas laterales de la secuencia de aminoacidos (Lieberman et al., 2013, p.93; McKee et al.,
2014, parr.67).

Las grandes proteinas globulares, que contienen mas de 200 aminoacidos, generalmente
estan formadas por varias partes que se conocen como dominios, los cuales son porciones separadas
desde el punto de vista de estructura, que cumplen una funcién determinada, como la unién de un
ion o alguna molécula pequefia. Por lo general las proteinas cuentan al minimo con dos dominios;
la parte estructural central de cada dominio se conoce como pliegue; ejemplos de lo anterior son el
pliegue Rossman de unidn a nucledtidos y el pliegue de las globinas. Los dominios se clasifican de
acuerdo con la estructura supersecundaria central como a, B, o/f y a + B (McKee et al., 2014,
parr.70).
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interacciones que favorecen la estabilidad de la estructura terciaria.

Existen varias interacciones que contribuyen a la estabilidad de las proteinas (Figura 14);
una de ellas es la de las interacciones hidréfobas; esto se favorece cuando ocurre plegamiento de
la cadena polipeptidica, donde los grupos R hidrofobos se acercan debido al alejamiento del agua;
después las moléculas de agua en el interior que estan ordenadas y presentan solvatacion se liberan
hacia el exterior, lo que causa aumento en la entropia de moléculas de agua; esto es necesario, ya

que es una fuerza impulsora requerida para el plegamiento proteinico (McKee et al., 2014, parr.72).

Contribuyen a la estabilidad de la estructura terciaria las moléculas de agua que tienen el
interior de las proteinas plegadas, forman enlaces por puente de hidrégeno con la estructura del
polipéptido, generan estabilidad, evitando interacciones internas. Las interacciones electrostaticas
(puentes salinos) también brindan estabilidad a la estructura terciaria. Las interacciones
electrostaticas mas débiles, como ion-dipolo, dipolo-dipolo y de Van der Waals, contribuyen a la
estabilidad, las cuales son significativas en el interior de la proteina plegada y entre las subunidades
de las proteinas compuestas por varias cadenas, o en las interacciones de la proteina con su ligando.
Los enlaces por puente de hidrégeno son interacciones importantes, se forman en el interior y
exterior de la proteina, y los enlaces covalentes también pueden afectar la estructura de un
polipéptido; los mas importantes en la estructura terciaria son los puentes disulfuro (Lieberman et
al., 2013, p.93; McKee et al., 2014, parr.75-83).
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Figura 14. Interacciones que Favorecen la Estabilidad de la Estructura Terciaria
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estructura cuaternaria.

La estructura cuaternaria se refiere al arreglo espacial global de las subunidades que
componen una proteina. La mayoria de las proteinas, con pesos moleculares elevados, tienen varias
cadenas polipeptidicas; a cada porcion polipeptidica se le llama subunidad, y como se mencioné
antes, estas subunidades en las proteinas pueden ser idénticas o diferentes; cuando las proteinas
presentan todas sus subunidades idénticas se conocen como oligdmeros. Los oligémeros estan
formados a su vez por protdmeros, que pueden estar formados por una o por varias subunidades, y
muchas proteinas pueden tener 2 o 4 protdbmeros, que respectivamente se nombran dimeros y

tetrameros (Lieberman et al., 2013, p.96).

Se formulan varias razones por las que las proteinas tengan varias subunidades; una de ellas
es que sintetizar subunidades aisladas es mas eficaz que aumentar la longitud de la cadena
polipeptidica; ademas, en casos donde existan moléculas muy grandes, como ocurre con el
colageno, el recambio de porciones pequefias desgastadas o dafiadas puede realizarse de manera

eficaz; por otro lado, las interacciones que ocurren entre subunidades pueden ser complejas, y con
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ello poder regular la actividad bioldgica de la proteina, lo cual es de suma importancia (McKee et
al., 2014, parr.85).

Las subunidades polipeptidicas se ensamblan y se mantienen unidas por interacciones que
contribuyen a la estabilidad de la estructura. Como se mencion0 antes, en el plegamiento proteico,
el efecto hidréfobo es la interaccién méas importante, y esto se debe a que las superficies que se
interconectan entre las subunidades son similares a las del interior de los dominios de las proteinas
globulares, aunque en menor cantidad proteinas globulares. Aungue son menos NUMErosos,
también los enlaces covalentes estabilizan de forma significativa determinadas proteinas con

multiples subunidades (Lieberman et al., 2013, p.96).

Las interacciones entre las subunidades pueden verse afectadas por la union de los ligandos,
en el caso del alosterismo, en el cual hay unién de un ligando en un sitio distinto al lugar activo y
produce un cambio conformacional, que puede afectar la afinidad por otro; este efecto alostérico
puede ser positivo o0 negativo segun el incremento o disminucién de la afinidad por otros ligandos.
Estos cambios inducidos por ligandos se conocen como transiciones alostéricas, y los ligandos que

las producen se denominan efectores o moduladores (McKee et al., 2014, parr.90).

En los ultimos afios, con base en estudios gendmicos y de espectroscopia, se ha revelado
que muchas proteinas no estan estructuradas en cierto grado o totalmente. Las proteinas no
estructuradas se conocen como proteinas intrinsecamente no estructuradas (IUP). Cuando no existe
estructura determinada como tal en su totalidad, se usa el término proteinas originalmente
desplegadas, donde la mayoria de estas proteinas son eucariotas, y en estos tipos de células mas
del 30% se encuentran desordenadas en cierto grado o totalmente, y en el caso de los dominios

Archaea y Bacteria, cerca del 2% y del 4%, respectivamente (McKee et al., 2014, parr.93).

Anexina Al

La anexina Al es una proteina importante regulada por glucocorticoides, que contribuye a
la resolucidn de la inflamacion a través de multiples vias. Entre algunas de las acciones se puede
citar que limita el reclutamiento de neutréfilos y la produccién de mediadores proinflamatorios.

Ademas, induce apoptosis de neutréfilos, modula el reclutamiento de los monocitos y aumenta la
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eliminacion de células apoptoticas por los macrofagos. Evidencia reciente apunta a que la anexina
Al también propicia a los macréfagos hacia un fenotipo de resolucion, otra accion clave que

permite que permite la homeostasis de los tejidos (Gavins et al., 2012, pp.1-2).

Las Anexinas son una superfamilia, compuesta por 13 miembros, agrupados por su
estructura Unica y sitio de union a Calcio (Ca*?), que los hace accesibles a superficies de membrana
negativamente cargadas. Dentro de esta familia se encuentra la proteina conocida como anexina
Al o lipocortina I, se identifico originalmente como una proteina activa inducida por
glucocorticoides y que actuaba sobre la inhibicion de la fosfolipasa A2 (PL- A2) y la prevencion
de la sintesis de eicosanoides; luego de maltiples experimentos se reconocié la propiedad de esta
proteina como moduladora enddgena de la inflamacion (Amantéa et al., 2016, p.2).

Figura 15. Representacion 3D de Anexina Al en Presencia de Calcio, del Organismo
Sus scrofa (PDB-1D: 1HM6)

Nota: Protein Data Bank (PDB). (2018)

Esta proteina se compone de 346 aminoacidos y estd formada por cuatro secuencias
repetitivas en la longitud completa, que se organizan alrededor de un tipo de nucleo, que representa
la gran mayoria méas del 80% del total de la proteina, dando a la proteina una forma de una rosquilla.
A bajas concentraciones del ion Ca*?, el dominio N-terminal esta incrustado dentro de la
conformacién tipo dona, pero aumentos de este ion mayores a 1 mM, como ocurre en el plasma 'y
otros fluidos bioldgicos, exponen esta region terminal, y este efecto puede promover la actividad

bioldgica de la proteina (Gavins et al., 2012, p.1).
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La anexina Al se distribuye ampliamente en el cuerpo y se encuentra en los glébulos
blancos, las células madre estromales y los fluidos bioldgicos. En circulacion, los granulocitos y
los monocitos son la fuente celular principal de la anexina Al, siendo los neutrofilos la fuente
predominante en los granulocitos. Los linfocitos tienen una expresion baja de anexina Al, junto
con las células T, alrededor de 100 veces menos que los neutrofilos, mientras que las células B y
las plaguetas son negativas para la expresion de anexina A. Las células epiteliales también son una
fuente importante de la proteina en érganos como el pulmon, el intestino, y las células mesangiales
del rifion son muy positivas en cantidad de anexina A1, asi como el rifidn en general (Perretti et al.,
2009a, p.938).

Caracteristicas antiinflamatorias de Anexina Al

Esta proteina regula el reclutamiento de neutréfilos en el sitio de inflamacion. Cuando
existe un proceso inflamatorio, los neutréfilos se reclutan rapidamente en el tejido infectado o
lesionado, pero estos polimorfonucleares (PMN) pueden causar efectos dafiinos en los tejidos de,
razén por la que se requiere una regulacién ajustada en el sitio inflamatorio. Se asegura que una
respuesta inflamatoria exacerbada o superada con altas concentraciones de neutréfilos puede ser
causante de enfermedades inflamatorias cronicas, con lo cual regular la infiltracion de leucocitos
en el tejido es un proceso esencial para la resolucion de la inflamacién espontanea o farmacolégica
(Amantéa et al., 2016, p.2).

Otra accion de la anexina Al induce apoptosis de neutrofilos; estos se producen en la
médula 6sea a partir de células madre mieloides, que a su vez proliferan, se diferencian en
neutréfilos maduros y se liberan en circulacion. Aunque en la actualidad la vida media circulatoria
de los neutrofilos es de dias, y no de horas como se pensaba, cuando hay inflamacion la via
apoptotica constitutiva se retrasa por la accion de mediadores proinflamatorios locales, lo que
resulta en un aumento de la vida media de estas células, lo que se contrarresta y se produce el efecto
contrario con mediadores de resolucion previa que incluyen anexina Al y lipoxinas (Amantéa et
al., 2016, p.6).

Anexina Al induce el reclutamiento de monocitos y aumenta la eferocitosis. La fagocitosis

realizada por macréfagos hacia neutrofilos apoptéticos desempefia un papel importante en la
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resolucion de la inflamacion, ya que este proceso evita la activacion excesiva de los neutrofilos y
la exposicion de los tejidos a los contenidos intracelulares de neutrofilos que pueden ocasionar
lesiones, y se considera, por esta razon que el adecuado reclutamiento de monocitos de una forma
no tan organizada, desde circulacion a los lugares donde hay inflamacion, es un punto critico en la
inflamacién aguda, que permite la eliminacion de los neutréfilos apoptoticos y con ello el proceso

hacia la resolucion de la inflamacion (Perretti et al., 2009a, p.939).

La administracion farmacoldgica de anexina Al, ademas de disminuir el reclutamiento de
neutrofilos, disminuye su adhesion al endotelio, y produce un aumento del desprendimiento de
células adherentes, asi como la inhibicion de la transmigracion de los neutréfilos. La fagocitosis de
neutrofilos apoptéticos por los macrofagos se acopla con la liberacion de sefiales antiinflamatorias,
incluida la transformacién del factor de crecimiento S y niveles méas bajos de citocinas
proinflamatorias. Ademas, los estudios iniciales, realizados in vitro anexina Al precipitada de
leucocitos, demuestran que Anexina Al previene la produccion de citocinas proinflamatorias
después de la fagocitosis de células necréticas secundarias, estos procesos se muestran en la figura
15. Esta caracteristica funcional de la Anexina Al proporciona un importante mecanismo a prueba
de fallas que contrarresta las respuestas inflamatorias cuando falla la eliminacién oportuna de las

células apoptoticas (Amantéa et al., 2016, pp.6-8).
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Figura 16. Eventos Celulares Asociados con los Efectos Antiinflamatorios y Prorresolventes
de la Anexina Aly Péptidos Mimeéticos de la Region N Terminal
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Estudios recientes han reportado que la Anexina Al presente en las células apoptdticas esta
involucrada en su eliminacion por fagocitosis; esto pudo ser documentado gracias a la observacion,
utilizando tecnologia proteémica diferencial, mostrando que la Anexina Al se acumula en la parte
externa de la membrana plasmatica de linfocitos apoptéticos junto con fosfatidilserinas, y se
requiere para la eliminacion eficaz de las células apoptéticas, lo que sugiere un papel para Anexina
Al como intermediario entre las moléculas de fosfatidilserinas de las células apoptéticas y los
fagocitos. En el 2007 se demostrod que los neutréfilos apoptdticos liberan anexina Al, que actia

sobre los macrofagos induciendo la eliminacién de células defectuosas (Amantéa et al., 2016, p.8).

Un aspecto importante, en esta proteina, es que los iones Ca*2, ademas de mediar la union
a la membrana, también pueden inducir un cambio conformacional que conduce a la exposicion

del dominio N-terminal, que tienen actividad biologica; algunos estudios realizados sobre la
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actividad bioldgica antiinflamatoria revelaron que las funciones prorresolutivas son realizadas por
la porcion N terminal Unica de la Anexina A1, pero también que los péptidos sintéticos de la region
N terminal pueden imitar las propiedades antiinflamatorias de la proteina completa cuando se unen

especificamente a los receptores de péptido formilo (FPRs) (Perretti et al., 2009a, p.937).

En contraste con la anexina Al de tamafio completo, el péptido corto Ac2—26, derivado de
Anexina Al, es capaz de activar todos los miembros de la familia FPR humana e inducir la
heterodimerizacion FPR2/ALX-FPR1. Mediante estas observaciones y estudios realizados se cree
que los péptidos pequefios sintéticos, que se asemejen a la anexina Al, podrian ejercer otras
funciones y no actuar de la manera que se esperaria, como lo hace anexina Al de tamafio completo,
aungue un buen grado de selectividad por FPR2 se mantuvo por las secuencias antiinflamatorias
mas largas derivadas de los péptidos 12 al 50 (Amantéa et al., 2016, p.3).

El control mediado por glucocorticoides en el control de la transcripcion del ARNm de
anexina Al, se ha logrado estudiar in vitro, in vivo y ex vivo. En un modelo in vivo, que utiliza
ratas tratadas con metilprednisolona o con un 21-aminoesteroide, hubo un incremento en la
expresion de anexina Al en todas las areas del cerebro, en comparacion con los animales no
tratados. El analisis ex vivo de macréfagos alveolares, obtenidos mediante lavado broncoalveolar,
de pacientes con asma, sometidos a tratamiento con glucocorticoides, también mostré una mayor
expresion de anexina Al (Sheikh y Solito, 2018, p.2).

Degradacion enddgena de anexina Al

En situaciones donde ocurre inflamacion, la proteina anexina Al completa se puede
degradar al escindirse por la proteinasa-3 y la elastasa de neutréfilos, que genera una isoforma
luego de la escision, la cual se cree que es inactiva, de igual manera que los péptidos de la region
N terminal. Los principales sitios donde ocurre escision en anexina Al se encuentran en All, V22
y V36. Otra investigacion revel que existe otro sitio de escisidn en la posicién 25; en la sustitucion
de los sitios donde se da escision se han generado formas de anexina Al y péptidos relacionados,
resistentes contra la degradacion enddgena llamados, respectivamente, super AnxAl (SAnxAl) y
AnxALl 2-50 resistente a la rotura (CR-AnxA1l 2-50) (Amantéa et al., 2016, p.2).
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Receptores de Peptido Formilo Tipo 2 (FPR2)

El receptor FPR2 esta presente en los neutrofilos humanos, eosindfilos, epitelio de las vias
respiratorias, monocitos, macrofagos, células T, fibroblastos sinoviales y células epiteliales
intestinales, asi como las células Natural Killer humanas (NK) y las células linfoides innatas (ILC)
(Duvall yLevy, 2015, p.149).

Anexina Alejerce muchas de sus acciones antiinflamatorias y prorresolutivas por medio
del receptor péptido formilo tipo 2, también llamado receptor de lipoxina A4 (FPR2/ALX). Este
receptor, junto con FPR1 y FPR3, componen una familia de receptores acoplados a la proteina G
de siete dominios transmembrana que comparten una homologia de secuencia significativa. El
receptor FPR2/ALX es compartido por una variedad de otros péptidos, proteinas y ligandos
lipidicos, que median diversas funciones bioldgicas de importancia para la defensa del huésped y
la inflamacidn. En estos receptores puede producirse interesantemente un agonismo por distintas
moléculas enddgenas, y generar acciones contrarias, ya que estan asociados con la sefializacion
tanto proinflamatoria como lo hace el amiloide sérico A y la catelicidina, y provocar una respuesta

prorresolutiva de la inflamacion con anexina Al y lipoxina A4 (Amantéa et al., 2016, pp.2-3).

Este receptor también fue activado por otro mediador antiinflamatorio enddgeno, el lipido
denominado lipoxina A4. La anexina Al y la lipoxina A4 compiten por la unién a este mismo
receptor. Estos datos apoyaron la interesante hipotesis de que al menos dos agonistas endégenos
de antiinflamatorios podrian compartir un receptor especifico acoplado a la proteina G. En un inicio
se propuso esta idea como un objetivo en especifico, de que existia una convergencia entre las
clases més utilizadas de medicamentos como los glucocorticoides y la aspirina, ya que la anexina
Al vy la lipoxina A4 se han asociado histéricamente a algunos efectos farmacoldgicos producidos

por esos medicamentos (Perretti et al., 2009a, p.941).

Este receptor FPR2/ALX ha sido evaluado de manera mas completa por su farmacologia
antiinflamatoria, que incluye la capacidad de provocar la desactivacion y desprendimiento de
leucocitos, apoptosis leucocitaria, incremento de fagocitosis de células apoptéticas por fagocitos y
regulacion de COX-2. La interaccion con distintos ligandos enddgenos incluye: los modificados

con glucocorticoides como proteina Anexina Al, el derivado de araquidonato, la lipoxina A4, el
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péptido neuroprotector humanina y el péptido F2L. Ademas, la proteina amiloide sérica A (SAA),
un derivado peptidico de beta-amiloide-A (denominado fA42) y el péptido Prion PrP106-126 son
ligandos amiloidogénicos potentes para FPR2/ALX en el sistema nervioso periférico y central
(Dufton et al., 2010, p.180).

Los agonistas FPR2/ALX pueden promover tanto la respuesta proinflamatoria (amiloide
sérico A y Cateciclina), como prorresolutiva (AnexinaAl y Lipoxina A4). La forma en que se
promueve una respuesta proinflamatoria, o prorresolutiva, asi como la duracién e intensidad adin
no se han comprendido por completo. Sin embargo, se ha descrito que los agonistas de este receptor
requieren distintos dominios FPR2/ALX, para efectuar su accion. Mediante la utilizacion de células
transfectadas y clones quiméricos de FPR1 Y FPR2, en 2012 se identifico que la sefial mediada
por anexina Al involucra la region N-terminal y el dominio extracelular Il de FPR2/ALX, mientras
que el amiloide sérico A (SAA) interactta con los dominios extracelulares 1y Il de FPR2. En el
caso de lipoxina A4, se demostré que interactta con el dominio 11l del receptor FPR2/ALX y el

dominio transmembrana asociado (Amantéa et al., 2016, p.3).

Muchas proteinas diana de alto interés farmacéutico son receptores unidos a la membrana;
un ejemplo es el de los receptores acoplados a proteina G (GPCR), y los intentos de obtener
estructuras cristalizadas de estos receptores solo han tenido un éxito parcial. Aunque en este
momento se han publicado veinticuatro estructuras de cristal GPCR de cuatro clases diferentes, el
desarrollo de farmac6foros 3D basados en estructuras con estas estructuras sigue siendo un desafio
(Georges et al., 2015, p.490).

Agonistas y Antagonistas de Receptores FPR2/ALX

La forma de pensamiento e investigacion, en la actualidad, esta orientada, por muchos
laboratorios del mundo, hacia el estudio de los agonistas antiinflamatorios endégenos, que podria
conducir a la identificacién y el desarrollo de mejores terapias antinflamatorias. Estos
medicamentos deben caracterizarse por poseer menos efectos secundarios, ya que actuaran
imitando la forma en que nuestro cuerpo realiza, de manera eficiente, la regulacion de los

complejos procesos inflamatorios (Perretti et al., 2009a, p.943).
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El potencial terapéutico de los receptores FPR ha sido de gran interés, para investigadores
o0 industriales, con un nimero cada vez mayor de productos sintéticos, y se estan desarrollando
agonistas mayormente para FPR2/ALX. La mayor especificidad de ligando inicialmente se logro
por un gran ndmero de variaciones de péptidos N-formilo con valor terapéutico limitado, pero
resulté de utilidad para determinar atributos funcionales de estructura y conformacion de los
receptores; en esta misma linea se produjo el primer antagonista de la familia FPR por la sustitucion
del grupo formilo del péptido formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF) con un grupo terciario
butiloxi-carbonilo que conduce al grupo de moléculas Ilamadas derivados tert-butiloxicarbonilo
(Dufton et al., 2010, p.184).

Los primeros ligandos identificados por su union especifica a la familia FPR fueron
generados por un estudio en una biblioteca de péptidos de alto rendimiento, se obtuvo un
hexapéptido (Trp-Lys-Tyr-Val-D-Met), también denominado WKYMVM o Péptido W; el cual se
une al receptor FPR2/ALX con alta afinidad. Sin embargo, aunque tuvo potente actividad in vitro,
induciendo el flujo de Ca2 +, induciendo la quimiotaxis y la produccion de superdxido, el péptido
W tiene muestra de poca promesa en entornos inflamatorios complejos en vivo. En cuanto a los
antagonistas, su uso general es controversial, debido a los efectos dependientes de la concentracion,
cuando se utilizo la misma biblioteca de péptidos para generar el péptido WRW4, un antagonista
de FPR2/ALX (Dufton et al., 2010, p.184).

Se ha informado que un compuesto llamado AR234245142, cuya estructura no fue
divulgada, disminuye la hiperreactividad de vias respiratorias inducida por ovoalbumina in vivo.
También disminuyé la mortalidad en un modelo murino de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina, lo que sugiere el uso de esta nueva serie de agonistas de FPR2/ALXR para el
tratamiento del asma humana y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) (Corminboeuf
etal., 2014, p.5).

Aunque la mayoria de los agonistas de FPR2/ALX identificados son péptidos, el desarrollo
de nuevas moléculas mediante sintesis organica, es un método mas utilizado para la fabricacion de
nuevos farmacos; por esta razon, una serie de compuestos no peptidicos también esta actualmente

en desarrollo. La comercializacion de derivados de péptidos “W”, mencionados antes, han sido
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utilizados en distintas investigaciones, para la caracterizacion de la familia FPR, ha permitido la
seleccion de propiedades de union competitiva de nuevos compuestos para ser analizados
utilizando citometria de flujo de alto rendimiento, con lo que se evaluo cerca de 25,000 moléculas
pequefias, y se obtuvieron varias moléculas que actuaban como agonistas y antagonistas de FPR1;
moléculas que causan accion similar al antagonista FPR1 (3570-0208), y el antagonista FPR2/ALX
(BB-V-115), lo cual genera informacion valida para investigar nuevas drogas (Dufton et al., 2010,
p.184).

La compafiia Amgen pudo identificar varios compuestos de pirazolona, en especial el
compuesto 43 (C43), por cribado de alto rendimiento, el cual demostrd tener una potente
farmacologia antiinflamatoria por la inhibicion de quimiotaxis de neutréfilos mediada por fMLF e
IL-8, in vitro, y ademas se obtuvo reduccion de edema in vivo. Ademas, esta compafiia sigue la
linea de investigacion en la evaluacion de modificaciones de un nicleo de bencimidazol para
generar otras moléculas especificas para FPR2/ALX, que producen respuestas proinflamatorias y
antiinflamatorias in vitro. Un estudio realizado con C43 demostrd potentes actividades inhibitorias
de tréafico de leucocitos en la inflamacion aguda, y este efecto fue genuinamente mediado por FPR2

IALX, ya que se no se mostrd en ratones deficientes de este receptor (Dufton et al., 2010, p.184).

En el 2016, la compafia Actelion, hoy propiedad de Johnson & Johnson, implement6 la
fase 1 de desarrollo para el primer tipo de un potente antiinflamatorio agonista y selectivo
FPR2/ALX llamado ACT-389949 (Figura 17), cuyo nombre IUPAC corresponde a (2-Metil-5-m-
tolil-oxazol-4-4cido carboxilico {2-[4-(1,1-difluoro-etil)- oxazol-2-ilmetil]-2H-[1,2,3]triazol-4-
il}-amida) (Stalder, et al., 2016, p.5).
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Figura 17. Molécula ACT-389949

CH,
Nota: The British Pharmacological Society (BPS) and The International Union of Basic and

Clinical Pharmacology (IUPHAR), Guide to Pharmacology. (2018)

Allergan, otra compafiia farmacéutica, parece ser uno de los mas activos investigadores en
el desarrollo de pequefias moléculas agonistas para FPR2/ALXR, que inici6 en el 2011 con la
publicacion de una patente que cubren los agonistas 0 antagonistas de FPR2/ALXR, los cuales
fueron llamados como férmulas | y 1l (Figura 18), incluyen moléculas derivadas de cicloalquilo y
cicloalquenil -1,2- acido dicarboxilico. Estas poseen actividad agonista o antagonista para
FPR2/ALXR. Se obtuvieron 90 compuestos con una concentracion efectiva promedio (EC50),
derivados de anilina y pueden ser cis-endo o cis-exo, de acuerdo con su acomodo espacial
(Corminboeuf et al., 2014, p.8).
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Figura 18. Moléculas Patentadas por la Compafiia Allergan
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Nota: Corminboeuf et al. (2014)

Medicamentos Biotecnoldgicos

Los medicamentos que se fabrican por biotecnologia incluyen proteinas obtenidas por
ingenieria genética, anticuerpos monoclonales producidos mediante la tecnologia de la hibridoma,
vectores para el transporte de material genético, fragmentos de anticuerpos, oligonucledtidos
antisentido, vacunas, ente otros. Estos farmacos presentan algunas caracteristicas que los
diferencian de los medicamentos tradicionales. Su estructura quimica es mas compleja, ya que se
trata con frecuencia de proteinas que contienen un numero elevado de aminoacidos, su
configuracidn, secuencia de estos, y algunas de esas proteinas requieren a otras proteinas para

realizar que sea activa (Dominguez y Hurlé, 2006, p.113).

La farmacocinética es la parte de la farmacologia que se encarga de estudiar los procesos
por los cuales un farmaco atraviesa en el organismo; es decir, absorcion, distribucion, metabolismo
y eliminacidn, lo anterior con el fin de comprender y controlar la accion terapéutica de los farmacos
en el cuerpo humano; se debe conocer la cantidad de farmaco que alcanzara el sitio de accion y
cuando ocurrira esto. La comprension y utilizacién de los principios farmacocinéticos pueden
incrementar la probabilidad de éxito terapeutico y reducir la aparicion de efectos farmacoldgicos
indeseables en el cuerpo (Brunton et al., 2018, p.17).
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En la investigacion farmacoldgica, la farmacocinética se puede utilizar para resolver casos
clinicos concretos, como la deteccion de interacciones, biodisponibilidad, la implementacion y
disefio de regimenes de dosificacion individualizados. La farmacocinética en la actualidad es de
gran utilidad para todos los profesionales implicados en el desarrollo, evaluacion y uso de los
medicamentos, en especial interés para la profesién farmacéutica, aunque para su manejo se
requiere un conocimiento profundo de terapéutica farmacoldgica, en el seguimiento clinico de los
pacientes para una mejora en el tratamiento y sus requerimientos especiales (Dominguez et al.,
2006, p.113).

En los ultimos afios, los medicamentos biotecnoldgicos, los cuales incluyen proteinas,
péptidos, anticuerpos monoclonales y fragmentos de anticuerpos, asi como oligonucleétidos
antisentido y preparaciones de ADN, para terapia génica, han sido un importante objetivo de los
esfuerzos de investigacion y desarrollo en la industria farmacéutica. Se puede mencionar la
Epoetina-a, abciximab, y trastuzumab, los cuales son ejemplos de medicamentos biotecnol6gicos
muy exitosos que han revolucionado en distintas aplicaciones la farmacoterapia (Tang, Persky,
Hochhaus y Meibohm, 2004, p. 2184).

Para el afio 2013, se calculaba que los farmacos biotecnolégicos representaban alrededor
del 20% del total de medicamentos que alcanzan el mercado y el 50% de los nuevos farmacos en
desarrollo. (Iglesias, Gonzalez, Moreno y Tejerina, 2013, p.223). En la actualidad existen mas de
450 productos biotecnoldgicos aprobados por la Food & Drug Administration de los Estados
Unidos (Food & Drug Administration [FDA], 2018).

Farmacocinética de los medicamentos obtenidos por biotecnologia

En esta seccidn de los medicamentos obtenidos por biotecnologia, se aborda los principios
farmacocinéticos basicos, que incluyen la administracion, distribucién, metabolismo y eliminacién
(ADME).

via de administracién oral.

En la actualidad, la mayoria de los productos biotecnolégicos se desarrollan como

formulaciones parenterales por su baja a biodisponibilidad oral. La administracién oral de péptidos
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y proteinas, sin embargo, ofrece las ventajas de una administracion sin dolor y un significativo
ahorro en costos de salud. Aunque varios factores tales como la permeabilidad, estabilidad
gastrointestinal, asi como el tiempo de transito, pueden afectar la velocidad y el alcance de péptidos
y proteinas por via oral, el tamafio generalmente no se considera obstaculo; solo en algunos casos
como la Gltima limitante. Algunos farmacos polipeptidicos, como la ciclosporina y desmopresina,
son disponible en formas de dosificacion oral, y con ello se evidencia que dichos obstaculos de la

via oral pueden ser superados (Tang et al., 2004, p.2191).

La via de administracion oral no se considera para los péptidos y las proteinas en general
como una buena via de administracion, pues es causa de una baja biodisponibilidad,
aproximadamente 1%, y esto se debe a la vulnerabilidad de estos compuestos al medio fuertemente
acido del estbmago, a degradacion producida por las peptidasas intestinales y, ademas, a su escasa
permeabilidad, debido al gran tamafio molecular, la carga eléctrica y la elevada polaridad. La
mayoria de estos medicamentos biotecnoldgicos estdn dentro de la clase Il del sistema de
clasificacion biofarmacéutica (alta solubilidad, baja permeabilidad); en pocos casos pertenecen a
la clase 1V (baja solubilidad, baja permeabilidad), y una excepcion de algun farmaco esta dentro
de la clase | (alta solubilidad, alta permeabilidad), en general presentan alta solubilidad y
permeabilidad baja (Lin, 2009, p.662).

via de administracion pulmonar.

La via de administracion pulmonar es una alternativa a la via oral para la administracion de
péptidos y proteinas, destinadas tanto a conseguir una accion local a nivel de sistema respiratorio
como para ejercer una accion sistémica. EI uso de biomoléculas por esta via de administracion
inicié en los afios 70, cuando al utilizar insulina en forma de aerosol se comprob6 que ocurria una
absorcion parcial de esta. Para obtener un efecto local sobre las vias respiratorias, el medicamento
debe alcanzar de forma eficiente la superficie a través del flujo aéreo, penetrando o incluso

atravesando la barrera mucosa para alcanzar su lugar de accion (Dominguez et al., 2006, p.115).

La administracion por inhalacion de agentes biotecnoldgicos tiene la ventaja de facil

administracion, la presencia de una gran area de superficie mayor a 75 m? disponible para la
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absorcion, alta vascularizacion, y evita el metabolismo de primer paso. Esta via de administracion
ha sido ampliamente estudiada con el fin de mejorar continuamente la deposicion del farmaco en
aerosol en la region alveolar altamente perfundida, para facilitar la absorcion méaxima del
medicamento. Algunos inconvenientes que se pueden mencionar, para esta via, incluyen la
presencia de ciertas proteasas en el pulmén y los posibles efectos locales de los agentes inhalados
en los tejidos pulmonares, como factores de crecimiento y citoquinas; el peso molecular para la
distribucion después de ingreso por los pulmones se ha discutido, pero no se considera relevante
(Tang et al., 2004, p.2190).

Con el avance de los altimos afios, se han controlado mejor las variables que afectan esta
via de administracion; se utilizan agentes mucoliticos como dornasa-o y las antiproteasas como
inhibidores leucoproteasa y proteinasacl. Existe una relacion inversa entre el peso molecular del
farmaco y la difusién a través del moco; inicia desde los 30 kDa, se puede afectar por sustancias
como la mucina, ADN, entre otras, y por enzimas. Los factores que aumentan la difusion son la
superficie efectiva de tensoactivos y el incremento en el tiempo de retencion de las particulas. Las
moléculas pequefias se absorben por difusion pasiva o transporte mediado por receptores; los
péptidos pequefios, con un peso inferior a 40 kDa, pueden absorberse por transporte paracelular,
para pesos mayores por medio de transcitosis, a veces mediada por receptores de membrana. La
absorcién puede variar con valores de concentraciones maximas de 10-30 minutos para pequefios

péptidos solubles, hasta varias horas si son proteinas grandes (Dominguez et al., 2006, p.115).

via de administracién nasal.

La administracion intranasal, para medicamentos biotecnolégicos, ofrece una facil
administracion; llega el medicamento a una superficie enriquecida por una red vascular y linfatica,
evitando metabolismo de primer paso. Varios farmacos biotecnoldgicos, incluidos calcitonina,
oxitocina, analogos LH-RH, hormona del crecimiento, interferones, e incluso vacunas han sido
estudiados para su administracion por esta via. En general, los polipéptidos con un peso molecular
de hasta 2 kDa son activos a través de la via intranasal; en el caso de péptidos con pesos de 2 a 6
kDa, requieren la adicion de promotores para alcanzar una biodisponibilidad adecuada. Algunas

limitaciones de la via intranasal incluyen alta variabilidad asociada con el lugar de absorcion, el
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sistema de administracién, cambios de secrecién mucosa y el aclaramiento mucociliar, asi como
pacientes con alergia, fiebre del heno o resfriado comun en sujetos seleccionados (Tang et al., 2004,
p.2190).

La via nasal puede utilizarse para la administracion de péptidos y proteinas destinadas a
ejercer efectos locales y sistémicos. Para moléculas pequefias formadas por alrededor de 10
aminoacidos, la biodisponibilidad puede alcanzar el 100% en algunos casos; en el caso de
moléculas de 25 aminoacidos o0 mas, se produce una disminucién muy pronunciada de la
biodisponibilidad, hasta el 1% o incluso valores inferiores. Las limitantes de la via nasal para la
administracion de biomoléculas pueden verse aumentadas con la incorporacion de agentes
viscosizantes, que aumentan su tiempo de contacto con la mucosa, y moléculas bioadhesivas, que

incrementan la permeabilidad (Dominguez et al., 2006, p.115).

via de administracién intravenosa.

La administracién intravenosa de medicamentos biotecnolégicos ofrece la ventaja de evitar
la degradacion presistémica, logrando asi la mayor biodisponibilidad. La administracion en bolo o
infusion continua no siempre puede proporcionar un perfil de concentracidén-tiempo deseado,
dependiendo del medicamento. Los inconvenientes de la via subcutanea e intramuscular son una
biodisponibilidad potencialmente menor que se debe, en menor medida, a variables como el flujo
sanguineo local, el trauma de la inyeccion, la degradacién de proteinas en el lugar de la inyeccion
y las limitaciones de la absorcidn en la circulacion sistémica, relacionadas con el tamafio y difusion

efectivos de los poros capilares (Tang et al., 2004, p.2189).

via de administracion subcutanea.

La administracion subcutanea sigue considerandose una via primordial para la
administracion de peptidos y proteinas en la terapéutica, ya que la via oral falta mucho por descubrir
para poder utilizarla mejor con sus limitaciones. El sistema linfatico desempefia una funcion
importante en la absorcién de macromoléculas cuando se administran por via subcutanea, ya que

la extravasacion y reabsorcion de proteinas plasmaticas son con frecuencia referidas como
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transporte convectivo, porque el transporte de proteinas se asocia con el movimiento del agua (Lin,
2009, p.665).

Al administrar, via subcutanea, un producto biotecnoldgico, puede suceder que la molécula
Ilegue a circulacion sistémica a través de los capilares sanguineos o a través de vasos linfaticos.
Ademaés, parece haber una relacion lineal entre el peso molecular de un producto biotecnolégico
entre algunos rangos determinados, y la cantidad de la dosis absorbida por los vasos linfaticos. Las
macromoléculas mayores de 16 kDA son mayormente absorbidas por los linfaticos, los menores
de 1 kDA se absorben mayormente en circulacién sanguinea, y esto es de suma importancia en
objetivos terapéuticos para células linfoides (interferones e interleucinas) (Tang et al., 2004,
p.2189).

Las limitaciones que surgen de la administracion por via parenteral de productos
biotecnoldgicos que presentan un rapido aclaramiento, han ocasionado promover el desarrollo de
distintas acciones gque contrarrestan dichos procesos, como modificar el perfil farmacocinético v,
en consecuencia, facilitar la administracion de estos agentes terapéuticos. Esto se ha logrado
mediante cambios estructurales, por conjugacién con diversos polimeros, ademéas con
hiperglicosilacion de las proteinas y con el desarrollo de formulaciones parenterales de liberacion
controlada, en el caso de la conjugacion de péptidos y proteinas con polimeros, con especial interés

en tratamientos contra el cancer (Dominguez et al., 2006, p.116).

via de administracion transdérmica.

La administracion transdérmica de medicamentos biotecnolégicos ofrece varias ventajas,
ya que evita la degradacion metabolica y quimica en el tracto gastrointestinal. También evade
metabolismo de primer paso por el higado, y proporciona liberacién constante del agente
biotecnologico. Los métodos para la administracion transdérmica incluyen la aplicacion de
ultrasonido de baja frecuencia (sonoforesis), y la aplicacion de un sistema eléctrico de bajo nivel
(iontoforesis); estos incrementan la permeabilidad de la piel a los agentes idnicos (Tang et al., 2004,
p.2191).
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distribucion de los productos biotecnoldgicos en el organismo.

Cuando los péptidos y proteinas ingresan a la circulacion, se transportan, atraviesan la pared
vascular y llegan a los tejidos para realizar su accion farmacologica. Para actuar sobre su receptor,
estos medicamentos utilizan generalmente dos vias. Una de estas es por extravasaciones de
péptidos y farmacos proteinicos de la circulacion sanguinea al espacio intersticial; la otra via es la
difusion de los farmacos a través de la matriz extracelular hacia el receptor celular. Por esta razon,
el endotelio vascular y el intersticio son barreras significativas para la distribucion de los farmacos
peptidicos y su receptor; aunque la distribucion es limitada y lenta, los farmacos proteicos pueden
alcanzar los tejidos diana, donde ejercen su actividad farmacoldgica. Generalmente los
medicamentos proteinicos tienen un tiempo de circulacion prolongado en la sangre, y esto

compensa la lenta distribucion del farmaco (Lin, 2009, p.667).

Se considera que el volumen de distribucion de un farmaco esta determinado en gran medida
por sus propiedades fisicoquimicas, union a proteinas y su dependencia de los procesos de
transporte activo. Muchos estudios sobre volumen de distribucién de productos biotecnol6gicos se
aclaran con compuestos radiomarcados, proteinas radiomarcadas que se utilizan, por lo general,
para evaluar dianas especificas de medicamentos u 6rganos principales de eliminacién. Como la
mayoria de las proteinas terapéuticas son de gran tamafio, su volumen aparente de distribucién
suele ser pequerfio y esta limitado al volumen del espacio extracelular, debido a la poca movilidad
al paso alterado a través de membranas. La captacion tisular activa y union a proteinas extra e
intracelulares puede, sin embargo, aumentar sustancialmente el volumen de distribucién de los

farmacos de péptidos y proteinas (Tang et al., 2004, p.2192).

metabolismo de los productos biotecnolégicos en el organismo.

Los péptidos pueden degradarse por peptidasas, se clasifican en: endopeptidasas, que
rompen los enlaces peptidicos dentro del péptido, y las exopeptidasas, que catalizan la eliminacion
de uno o dos aminoéacidos del extremo N o del extremo C de un péptido. Cada peptidasa parece
tener su propia especificidad de escision de los peptidos. Para las proteinas existen dos mecanismos

principales de degradacion: la via lisosomal y la via mediada por ubiquitina. Cuando se da
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degradacion de componentes celulares por medio del lisosoma se llama autofagocitosis; de manera
analoga, las proteinas terapeuticas y los anticuerpos monoclonales, se degradan por via lisosomal
mediante endocitosis por medio de receptores especificos o pinocitosis no especifica. Las proteinas
extracelulares captadas por una vesicula interna de la membrana plasmética se procesan en el

endosoma y luego se envian al lisosoma (Lin, 2009, p.674).

La ubiquitina es una pequefia proteina altamente conservada compuesta de 76 aminoacidos
que se encuentra en todas las células eucariotas. La degradacion una proteina mediada por
ubiquitina se puede ver como proteo6lisis de dos pasos. Primero, la proteina defectuosa se marca
formando un enlace covalente con las ubiquitinas. Una vez que varias moléculas de ubiquitina se
unen a una unica molécula de proteina por enlaces covalentes (poliubiquitinadas), es reconocida
por un proteasoma 26S aguas abajo, que se encuentra en el nicleo y el citoplasma, donde la proteina
marcada se degrada (Lin, 2009, p.676).

El proteasoma 26S es un complejo proteolitico multifuncional dependiente de ATP, que
consiste en un ndcleo proteolitico, compuesto por el proteasoma 20S, intercalado entre dos
complejos reguladores 19S. El proteasoma 20S contiene al menos dos sitios activos similares a la
quimotripsina, dos similares a la tripsina y dos similares a la caspasa. Las proteinas dafiadas se
vuelven poliubiquitinadas y normalmente son degradadas por los proteasomas. Sin embargo, las
proteinas poliubiquitinadas pueden escapar de la degradacién proteasomal debido a la agregacion
de proteinas. Estas proteinas agregadas se reconocen por una proteina citoplasmica, histona
desacetilasa 6 (HDACS6) y se degradan a través de la via de ubiquitina-agresiva. La via de la
ubiquitina y la via de la ubiquitina-agresiva trabajan en conjunto para destruir las proteinas
poliubiquitinadas (Lin, 2009, p.676).

eliminacion de los productos biotecnoldgicos en el organismo.

La semivida de los productos biotecnoldgicos puede ser diversa; puede predecirse
dependiendo de la funcion bioldgica que cumplen; las hormonas tienen vidas medias cortas, y los
anticuerpos monoclonales pueden durar semanas. Las vias de eliminacion no metabdlica, como la

excrecion renal o biliar, son despreciables para la mayoria de los péptidos y proteinas, con
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excepciones de algunos péptidos y proteinas, como la inmunoglobulina A y el octreétido, que se
excretan en la bilis. Cuando ocurre excrecion biliar de péptidos y proteinas, por lo general luego se
produce un metabolismo de estos compuestos en el tracto gastrointestinal (Tang et al., 2004,
p.2193).

La gran parte de péptidos y proteinas en el plasma son hidrosolubles, la filtracion glomerular
puede ser importante en la eliminacién de péptidos y proteinas, por su tamafio molecular. La
filtracion glomerular de estos depende de factores como el tamafio, la forma y la carga del
compuesto. Por las limitaciones en tamafio de poro en glomérulos, se considera que con un tamafio
molecular de menos de 10 kDa, puede ser filtrada libremente por glomérulo, mientras para
proteinas con un peso molecular mayor de 60 kDa serd muy limitado. Para moléculas con pesos
entre 10 y 60 kDa, la carga y la forma de la molécula son parametros determinantes en la filtracion.
Las proteinas biotecnoldgicas tienen una vida media larga de horas o dias, son mas estable que los
péptidos; por esto, el aclaramiento renal puede contribuir significativamente, si su peso molecular
es mas bajo que el poro efectivo de la filtracion glomerular, entre 80 y 100-A de diametro (Lin,
2009, p.676).

Las enzimas proteoliticas, como las proteasas y las peptidasas, estan disponibles en todo el
cuerpo; por ello el metabolismo intensivo de péptidos y proteinas no se limitan al higado, los
rifiones y el tejido gastrointestinal, también incluyen la sangre y otros tejidos corporales. La
eliminacién que ocurre en sangre periférica puede afectar gran parte de los farmacos peptidicos y
proteicos. La endooligopeptidasa se aislé originalmente y se caracterizd en tejidos nerviosos para
hidrolizar varios neuropéptidos, incluidos los péptidos que contienen encefalina (Tang et al., 2004,
p.2194).

El higado también puede tener una funcion relevante en el metabolismo de los péptidos y
las proteinas, algunas de las cuales se degradan en ese o6rgano. La insulina se degrada al parecer
por una endopeptidasa que actla en la protedlisis de esta hormona internalizada en varios sitios, y
la actividad endosomal es el resultado de una proteasa de acido aspartico llamada catepsina. La
proteodlisis de glucagdn también se ha atribuido a las formas de membrana de las catepsinas By D,

y para proteinas mas grandes, como t-PA cuyo peso es aproximadamente de 65 kDa, varios
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procesos de transporte mediados por receptores en el higado pueden facilitar su absorcion y su
metabolismo posterior. Segun evidencia otro receptor de membrana en el higado, los receptores de
lipoproteina de baja densidad (LPR) se relacionan con favorecer el aclaramiento general de t-PA
(Tang et al., 2004, p.2195).

Quimica Medicinal In Silico

La quimica medicinal no incluye unicamente moléculas, estructuras y disefio, sino
que también estudia actividades farmacolégicas. La potencia de una molécula varia segin su
estructura; por ello se analiza la relacion estructura-actividad (SAR); esta es otra subdisciplina que
se encarga de estudiar la capacidad de una molécula para representar cualquier actividad
farmacoldgica. El disefio de drogas in silico es una técnica novedosa que se emplea en el disefio de
moléculas mediante el uso de software asistido por computadora, y que contribuye a obtener
moléculas de calidades superiores y méas potentes (Singla, 2015, p.971).

La farmacologia del ultimo siglo ha funcionado a través de investigacion cientifica, con la
capacidad de establecer relaciones cualitativas 0 semicuantitativas entre la estructura molecular y
la actividad de modo de desarrollo, mediante pensamiento e invencién con conocimiento e
hipétesis, y estas ideas se han comprobado usando herramientas de farmacologia tradicionales,
como los modelos in vivo e in vitro. En los Gltimos afios los métodos computacionales (in silico),
se han aplicado al desarrollo y comprobacién de hipotesis farmacoldgicas. Estos métodos incluyen
bases de datos, relaciones cuantitativas estructura-actividad, farmacéforos, modelos de homologia
y enfoques de modelado molecular, ademéas aprendizaje automatico, extraccion de datos,
herramientas de analisis de redes y herramientas de analisis de datos que se desarrollan por medio
de computadoras (Ekins, Mestres y Testa, 2007, p.9).

El papel de la quimica medicinal es mas prominente en los pasos uno y dos del desarrollo
de farmacos; el primero es de descubrimiento, que consiste en la eleccion del objetivo terapéutico,
ya sea un modelo biogquimico, celular o in vivo; y la identificacion o descubrimiento y produccién
de nuevos principios activos que interactdan con el objetivo seleccionado. El segundo paso es de
optimizacion, que se ocupa de la mejora de un compuesto activo; la optimizacion principalmente

toma en cuenta el aumento de la potencia, la selectividad y la disminucién de la toxicidad. Sus
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caracteristicas son el establecimiento de relaciones de actividad de estructura, idealmente basadas

en una comprension del modo de accién molecular (Georges et al., 2015, p.5).

El disefio de medicamentos in silico, junto a la quimica medicinal, ha creado un desarrollo
conjunto de investigacion, principalmente por las técnicas utilizadas como la basada en ligandos,
la cual se utiliza para aislar las estructuras requeridas. Al utilizar estas técnicas estratégicas, hay
altas posibilidades de ofrecer un elevado rendimiento en la seleccion, y con ello discriminar una
gran cantidad de moléculas en mucho menos tiempo. Con estas herramientas se crean opciones
maravillosas para el desarrollo de nuevos farmacos, ya que puede ayudar en el desarrollo de

moléculas de farmacos nuevas, seguras, eficaces y potentes (Singla, 2015, p.971).

Los métodos in silico se utilizan principalmente, junto con la generacién de datos in vitro,
tanto para crear el modelo como para probarlo. Estos, se utilizan en el descubrimiento y
optimizacion de nuevas moléculas con afinidad por un objetivo, la clarificacion de las propiedades
de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad, asi como caracteristicas
fisicoquimicas. La seleccion y clasificacion de moléculas en grandes bibliotecas quimicas, de
acuerdo con su probabilidad de afinidad por determinado objetivo, generalmente se denominan con
el nombre de deteccion virtual (cribado o “screening™), lo que puede considerarse como un intento
de extender el concepto de relacidn cuantitativa de estructura y actividad (QSAR). Las técnicas
experimentales de deteccion de alto rendimiento (HTS) se han complementado con los métodos de

deteccidn virtual, lo cual es utilizado por las compafiias farmacéuticas (Ekins et al., 2007, p.9).

En los distintos andlisis, ya sean in silico, bioquimicos o celulares, al elegir un compuesto
se realiza hacia un objetivo en especifico independiente o ligado a una patologia. Los compuestos
gue muestran un cierto grado de union al objetivo, o que media alguna sefial funcional con su unién,
se conocen como “hits”. Estos hits pueden elevarse al grado de hit validado, si la identidad y la
pureza del compuesto, junto con el resultado del ensayo se confirman en una determinacion de
actividad con distintas variables. Después de la obtencion del compuesto antes mencionado, se
espera desarrollar lo que se conoce como “lead”, el cual es un compuesto o conjunto de compuestos
con actividad y selectividad comprobadas mediante un screening, y ademas cumplen con algunos

criterios como la originalidad, la patentabilidad y la obtencion accesible (Georges et al., 2015, p.5).
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Con los procesos descritos, se espera que la variacion molecular se afine, y los pardmetros
fisicoquimicos sean adecuados para ADME. Este lead el cual es optimizado (“optimized lead”) o
también conocido como candidato preclinico; si no presenta toxicidad en modelos celulares y
animales, pasa a ser un candidato clinico, el cual, si supera las pruebas de eficacia y seguridad en
humanos, asi como las limitaciones para su comercializacion, se convierte en una nueva entidad
farmacéutica (“new drug entity”’). No existe farmaco ideal en el mundo real, pero debe tener un
optimo relativo, en general desarrollar medicamentos con perfiles de efectos secundarios diferentes

a comercializados para la misma indicacion terapéutica (Georges et al., 2015, p.5).

Descriptores utilizados en la investigacion in silico

La prediccién de afinidad, también Ilamado “scoring”, es una funcion que se aplica a la
mejor postura energética 0 a las mejores poses encontradas para cada molécula, y con la
comparacion de las puntuaciones de afinidad para diferentes moléculas, se obtiene su orden de
clasificacion relativo. El supuesto del cual se parte es, para una molécula dada, la mejor postura,
segun la puntuacion de afinidad, se encuentra entre los distintos nimeros de posiciones guardadas

identificadas con la puntuacion de acoplamiento (Kroemer, 2007, p.313).

El acoplamiento molecular, conocido también como “Docking”, intenta predecir la posicién
nativa, la orientacion y la conformacion mas estable de union (modo de union) de un ligando de
molécula pequefia dentro del sitio de union de una macromolécula dirigida. Con esto se obtiene
comprension bésica de las interacciones que tienen lugar entre el ligando y su receptor; el docking
o0 acoplamiento facilita la estimacion de afinidad antes de la sintesis, asi como a las técnicas de
optimizacion del ligando. Los sistemas de acoplamiento iniciaron en la década de los 80; se
contintan investigando intensivamente, y hoy en dia se considera una herramienta muy 0til en el
descubrimiento de farmacos. Un ejemplo de programas que se utilizan para docking es Autodock
(Zoete, Grosdidier y Michielin, 2009, p.239).

Los estudios cuantitativos de relaciones estructura-actividad (QSAR) son importantes
dentro de la quimica moderna. En estos analisis QSAR, uno o mas indicadores moleculares estan
relacionados con la actividad molecular mediante un analisis estadistico; su objetivo principal es

crear modelos estadisticos a través de los cuales es posible predecir la actividad bioldgica de nuevos
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compuestos que no se han utilizado aun por medio de la interpretacion de su actividad y optimizar
los compuestos. Para desarrollar un modelo QSAR, se requiere la seleccidn de una base de datos
de compuestos con actividades bioldgicas conocidas, el calculo de descriptores moleculares, el
desarrollo de un modelo estadistico que relacione actividad con los descriptores calculados, y por
ultimo una evaluacion del modelo generado con un conjunto de pruebas (Vilar, Cozza y Moro,
2008, p.1555).

El ndmero y tipo de descriptores moleculares es grande y variado; por esto, es muy
importante seleccionar los més relevantes y modelar el efecto bioldgico. Se pueden clasificar de
acuerdo con la dimensionalidad de representacion quimica a partir de la cual se calculan. Los
descriptores unidimensionales codifican propiedades como peso molecular, la refractividad molar
y el coeficiente de particion octanol/agua, ofreciendo una justa reflexion del tamafio, la formay la
lipofilicidad de las moléculas; algunos de estos se asocian con el caracter farmacoldgico y
frecuentemente en ecuaciones QSAR son descriptores bioldgicos también. Los descriptores 2D se
calculan desde representaciones topoldgicas moleculares, y se conocen generalmente como 2D-
QSAR, y su uso se establece en prediccidn de propiedades fisicoquimicas como para proporcionar

estimaciones cuantitativas de los efectos bioldgicos (EKins et al., 2007, p.11).

Los descriptores 3D se obtienen directamente de la estructura 3D de las moléculas; a
diferencia de los métodos descritos antes, se conocen como métodos 3D-QSAR. Este tipo de
descriptores dependen de la conformacién molecular utilizada; por ello muchos métodos 3D-
QSAR necesitan que las moléculas estén alineadas antes de construir el modelo; debido a esto
surgieron varias técnicas y enfoques para alinear moléculas, como a través de la flexibilidad de
superposicién o por el acoplamiento de compuestos en un sitio activo de la proteina, donde se
dispone de informacidn estructural determinada experimentalmente sobre la proteina diana (Ekins
etal., 2007, p.11).

Desarrollo In Silico de Proteinas

Para una proteina formada por 200 aminoacidos, existen 20°%° posibles acomodos distintos
de la secuencia de los residuos; mediante el proceso evolutivo solo una muy pequefia parte ha sido

utilizada. El disefio de novo proteinas estudia las secuencias completas, su acomodo en el espacio,
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mediante los principios fisicos que subyacen en el plegamiento de proteinas. Hasta el momento,
casi toda la ingenieria de proteinas ha implicado la modificacion de proteinas naturales; en la
actualidad, para enfrentar los desafios actuales en biomedicina y nanotecnologia, deberia ser

posible disefiar nuevas proteinas funcionales desde cero (Huang, Boyken y Baker, 2016, p.320).

El disefio de proteinas y péptidos se refiere a cambiar la disposicion de los aminoacidos
para crear una proteina o péptido completamente nuevo; esto incluye el disefio y la estructura 3D,
0 para adaptarse a una plantilla estructural predefinida y disefiar solo la secuencia. EI enfoque mas
comun aceptado para el disefio racional es la modificacion local de una proteina preexistente o el
ajuste de una secuencia de aminoécidos en un pliegue de proteina dado. El uso de estructuras
predeterminadas evita dificultades en prediccion de los pliegues de una secuencia desconocida. Las
proteinas terapéuticas para un objetivo conocido pueden disefiarse mediante dos enfoques: el
primero, identificando proteinas que tienen un pliegue complementario al objetivo, y modificar o
cambiar algunos residuos para facilitar la unién, y el segundo enfoque es buscar o disefiar una
secuencia que asemejaria el pliegue complementario y exhibiria capacidades de unién (Roy, Nair,
Sen, Soni y Madhusudhan, 2017, p.34).

En el caso de estudio de una macromolécula bioldgica por técnicas computacionales, el
primer paso es generar un modelo que permita definir las posiciones de los atomos en el espacio
respecto a un sistema de coordenadas cartesianas. Este modelo se obtiene a partir de técnicas
experimentales como son la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o la cristalografia de Rayos X.
De todas formas, cabe aclarar que, en aquellos casos donde no hay posibilidad de obtener la
estructura por estos métodos, es factible la realizacion de un modelo que permita, a partir de una
estructura conocida, armar el conjunto de coordenadas de una nueva molécula por medio de un
trabajo basado en la homologia de las secuencias de aminoacidos que las componen (Corsico,
Falomir, Franchini y Scaglia, 2013, p.138).

El acoplamiento proteina-proteina en realidad es anterior al de moléculas pequefias
(proteina-ligando), ya que el concepto de acoplamiento proteico introducido en un principio por
algunos cientificos se extendi6é posteriormente a la interaccion entre macromoléculas y ligandos

pequerios. El analisis de la flexibilidad en el proceso de unién se considera mas facil con moléculas
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pequefias, e implica un costo computacional considerable, y el estudio de acoplamiento de
moléculas pequefias es una de las investigaciones mas activas en el descubrimiento de
medicamentosa in silico. La mayoria de los algoritmos actuales de acoplamiento de proteinas se
han desarrollado como derivados del experimento de evaluacion critica de la prediccion de
interacciones (CAPRI), lo cual es una colaboracion de toda la comunidad que ha acelerado el
desarrollo de métodos computacionales de acoplamiento de proteinas (De Ruyck, Blossey y
Lensink, 2016, p. 4).

El esquema del proceso para el disefio de la proteina in silico consta de cuatro pasos, que

son:

1. Definir el objetivo de disefio en un contexto de biologia estructural.

2. Definir la variacion estructural y conformacional que se probara.

3. Aplicar funciones de puntuacion para diferenciar las posibles secuencias.

4. Busqueda de la diversidad de secuencia definida en los pasos 1 y 2 para las secuencias

de puntuacién optimas (Dahiyat, 2006, p. 361).

El objetivo de disefio funcional de proteinas in silico define una region de la proteina
a manipular, asi como un conjunto molecular para el calculo, como los complejos de receptores o
sustratos. La definicién de la estructura proporciona los detalles de las posiciones de los residuos,
los tipos de aminoacidos y la variacion conformacional considerada para cada cadena lateral; el
scoring de la secuencia se realiza calculando las energias de interaccion de la cadena lateral
utilizando las funciones descritas, especificas para cada region de la proteina. Luego se generan las
secuencias con la mejor energia de interaccion, seguido de pruebas experimentales. El éxito o el
fracaso de las secuencias disefiadas no solo sirven para mejorar el disefio de proteinas en particular,
sino también para mejorar las funciones de scoring y el rendimiento en métodos de optimizacién
(Dahiyat, 2006, p. 361).
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Es necesaria una mayor cantidad de estructuras activadas e inactivadas en 3D, cuando la
estructura 3D de una proteina diana y el sitio de union estan disponibles, se pueden desarrollar
modelos predictivos basados en estructuras para agonistas y agonistas inversos, respectivamente.
En ausencia de la estructura 3D de una proteina de interés o una conformacion biol6gicamente
relevante, el disefio del ligando se puede realizar mediante el uso de un método basado en el
farmacaforo, pero pueden presentarse problemas importantes. Esto se basa en el supuesto de que
varios ligandos se unen al mismo sitio de unién de la proteina. Por lo tanto, se puede identificar
una superposicion flexible, que representa el patron de interaccion del sitio de union con los
ligandos (Georges et al., 2015, p. 414).

Figura 19. Procedimientos para Desarrollo de Proteinas In Silico
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Sitios de unidén o receptores (objetivo macromolecular)

La comprension de los sitios de unién de proteinas es la base del disefio de drogas. Un sitio
de union (“binding site”) es una region en una proteina donde otra molécula interactua, puede ser
la interfaz de una interaccidn proteina-proteina, una region donde se une un cofactor ligando, o un
sitio catalitico de una enzima en la que una molécula se escinde o modifica. Una molécula de
farmaco intencionalmente afecta la funcién de una proteina in vivo, por lo que debe unirse en una
region que se superponga con la del ligando natural, para obtener una accién deseada, o en un sitio
alostérico que afecta la forma del sitio de union del ligando natural. Se considera una proteina como
farmaco si un ligando, con propiedades similares a un medicamento, se puede unir con una alta
afinidad, y si la modificacion de la funcion de la proteina afecta positivamente a un estado de
enfermedad (Ludington, 2015, p.145).

Conocer la estructura tridimensional de una proteina diana, asi como la identificacion de su
sitio de unidn, proporciona un punto de inicio ideal para el disefio racional de medicamentos, lo
cual sucedid con la publicacion de la estructura tridimensional de la proteasa del VIH y la posterior
creacion de inhibidores. Los datos estructurales gendémicos han crecido con las estructuras
cristalizadas disponibles para las proteinas, ampliando el conocimiento del espacio estructural de
las proteinas, con los nuevos procedimientos, como en el caso de una importante clase farmacéutica
de proteinas de membrana conocidas como receptores acoplados a proteinas G (Adams et al., 2014,
p.326).

La interaccion de una droga con un objetivo macromolecular envuelve el proceso de unién
(“binding”). Usualmente, la union se desarrolla en un area especifica de la macromolécula (Figura
20), la cual se identifica como el sitio de union (“binding site”). Por lo general se representa como
un orificio en la superficie de la macromolécula, lo que permite a la droga adentrarse en la
estructura del objetivo macromolecular. Algunas drogas experimentan una interaccion permanente
con el sitio de union por medio de un enlace covalente, el cual tiene una fuerza de 200 a 400 kJ/mol.
Sin embargo, la mayoria de las drogas interaccionan mediante formas débiles, conocidas como
enlaces intermoleculares, y ninguno de estos enlaces iguala a la fuerza de un enlace covalente.
(Graham, 2013, p.4).
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Las interacciones electrostaticas que ocurren entre las moléculas se conocen como fuerzas
intermoleculares, incluyen enlaces electrostaticos o ionicos, puentes de hidrégeno, fuerzas de Van
Der Waals, interacciones dipolo-dipolo e interacciones hidrofébicas. Al ser enlaces débiles, se
forman y luego se rompen, por lo que se produce un equilibrio entre la droga al estar unida o no
con su objetivo. Sin embargo, las fuerzas de union que proveen dichos enlaces son lo
suficientemente fuertes para mantener la interaccion por cierto periodo necesario y que se produzca
un efecto; el tiempo de union depende del nimero de enlaces intermoleculares involucrados.
(Graham 2013, p.4).

Figura 20. Ejemplo de Sitio de Unién (Binding Site) Celecoxib Unido al Sitio Activo de
Anhidrasa Carbonica Il

Nota: Adams et al. (2011).
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CAPITULO IlI: MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se describe lo referente a los procedimientos para llevar a cabo el
estudio experimental in silico, se detalla el método utilizado, las variables que se esperan
cuantificar, la recoleccion de los datos y el analisis de resultados fundamentales para el
cumplimiento de los objetivos y dar respuesta a la interrogante formulada en el planteamiento del

problema.

Enfoque

El enfoque de la presente investigacion es de tipo cuantitativo, debido a la utilizacion de
diversas variables que logran ser medibles a determinado tiempo. Ademas, se requiere de
instrumentos para la recolecciéon de los datos, los cuales son traducidos en datos numéricos y
tabulados, generando asi resultados con la aplicacion de la estadistica y deben ser interpretados con
la finalidad de resolver el problema planteado. Por esta raz6n, como mencionan Hernandez,
Fernandez y Baptista (2014), el enfoque cuantitativo es una aproximacion en la que intenta probar

una hipotesis con base en el anélisis de resultados obtenidos en la medicién de las variables.

Método

El método de la investigacion es de tipo experimental in silico, ya que, como indican
Hernandez, Fernandez y Baptista (2014): “La esencia de esta concepcion de experimento es que
requiere la manipulacion intencional de una accion para analizar sus posibles resultados” (p. 129).
Este trabajo requiere la utilizacion de programas computacionales (“software”) para poder realizar
distintos analisis, y obtener resultados cuantificables luego de distintas pruebas y modificaciones;

en este caso seré para determinar distintas caracteristicas de una proteina disefiada in silico.

Variables

A continuacion, se presentan las variables que se pretenden determinar y cuantificar
por medio del estudio in silico, su respectivo concepto e instrumento por utilizar. Con dichas
variables y su cuantificacién se pretende obtener los resultados mas relevantes del estudio

realizado y cumplir con los objetivos previstos de la investigacion. Una variable se define



como una propiedad que puede fluctuar y cuya variacion es susceptible a medirse u observarse

(Fernandez, et al., 2014, p.

105).

Tabla 2. Variables de la Investigacion
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desarrollados in silico

resistentes a escision

refiere a cambiar la disposicion de
los aminoacidos para crear una
proteina o péptido completamente
nuevo; esto incluye el disefio y la
estructura 3D, o para adaptarse a
una plantilla estructural predefinida
y disefiar solo la secuencia (Roy et
al., 2017, p.34).

Variable Definicion conceptual Definicion operacional e
instrumental
Péptidos El disefio de proteinas y péptidos se | Modificacion de Anexina

Al insilico, y visualizacion
de las proteinas mediante
software Chimera version
1.13.

Composicién
porcentual de distintos
aminoacidos en mejor

ligando peptidico

Las proteinas pueden distinguirse
niamero de
de
aminoacidos), en su composicion o
de
aminoacilos (McKee et al.,, 2014,

con base en su

aminoacidos (residuos

secuencia  global grupos

Determinacion  mediante

calculos porcentuales y

visualizacién de la
secuencia del péptido,
ademas mediante la

herramienta ProtParam.

molécula de un compuesto (Chang
et al., 2008, p.215).

parr.4).
Numero de atomos de | Es la suma de las masas | Determinaciéon por medio
mejor ligando y peso | atbmicas de cada uno de los |de software en linea
molecular atomos que componen una | ProtParam.
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Punto isoeléctrico de
mejor ligando

El pH caracteristico en el cual la
carga eléctrica final es cero se
conoce como punto isoeléctrico o
pH isoeléctrico (pl) (Nelson et al.,
2014, p.84).

Determinacion por medio
de software ProtParam, y
linea

herramienta en

Protein-sol.

Tipo de interacciones
moleculares con

receptor modelado.

Las fuerzas intermoleculares

incluyen enlaces electrostaticos o
i6nicos, puentes de hidrégeno,

fuerzas de Van Der Waals,

interacciones dipolo-dipolo e
interacciones hidrofébicas (Graham

2013, p.4).

Visualizacion por medio de
Software Chimera versién
1.13.

AG (Cambio  de
energia de Gibbs)
energia global de

unién de los péptidos

con el receptor

Cantidad termodinamica, definida:
AG=AH-TAS=<0, es un proceso a
temperatura y presién constante.
Signo igual indica equilibrio y el
signo menor que indica un proceso
espontaneo (Chang et al., 2008,
p.975).

Obtenciébn de datos a
través de simulacion de
acople molecular con
software Autodock Vina,
implementado en software

PyRX.

Promedio de
Hidropatia (GRAVY)

Sumatoria de indice hidropatico de
cada aminoécido y division del total
de aminoécidos (Walker, 2005, pp.
571-607).

Calculo mediante

plataforma Protparam,
ademas de célculo de
porcentaje de amino&cidos

polares.
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Solubilidad in silico del | Se predice que cualquier valor de | Mediante herramienta en
mejor ligando | solubilidad escalado mayor a 0.45 | linea Protein-sol.

peptidico tendré una solubilidad més alta que
la proteina de E. (Niwa et al 2009).

Instrumentos y técnicas

Los instrumentos utilizados para el desarrollo de la investigacion, el andlisis de las variables
y obtencion de resultados cuantificables incluyen computadores con los requerimientos de
hardware y software necesarios de acuerdo con lo solicitado para la funcionalidad de cada
programa utilizado. Asi como la utilizacion de herramientas en linea via internet, las cuales se
disponen como softwares libres, en este caso se utilizaron plataformas especificas para el analisis
de proteinas. Por otra parte, se utilizaron bases de datos con informacion de proteinas, como

estructuras y las secuencias de aminoacidos de estas.

Ademés de la utilizacion de programas computacionales, se utilizaron bibliotecas
electronicas (bases de datos), con informacion referente a estructura de proteinas, enzimas y

secuencias de aminodcidos.

Protein data bank (PDB) (http://www.rcsb.org, 2018), es una base de datos electronica, ha
servido como uno de los mayores depdsitos de informacion sobre las estructuras 3D de proteinas,
acidos nucleicos y ensamblajes complejos. La organizacion Worldwide PDB (wwPDB) administra
el archivo de PDB y garantiza que la PDB esté disponible de forma gratuita y pablica para la

comunidad global.

Universal Protein Resource (Uniprot) (https://www.uniprot.org, 2018), es un recurso
integral para la secuencia de proteinas y los datos de anotacidn. Las bases de datos de UniProt son
la base de conocimiento Uniprot (UniProtKB), los grupos de referencia de Uniprot (UniRef) y el
archivo de UniProt (UniParc). Se desarroll6 en colaboracion entre el Instituto Europeo de
Bioinformatica (EMBL-EBI), el Instituto Suizo de Bioinformatica SIB y el Recurso de

Informacion de Proteinas (PIR).
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la herramienta en linea Blast-p del Centro Nacional de Informacién para Biotecnologia U.S.
(NCBI), es una herramienta basica de busqueda de alineacion local (The Basic Local Alignment
Search Tool “BLAST”) encuentra regiones de similitud local entre secuencias. El programa
compara secuencias de nucleétidos o proteinas con secuencias de bases de datos y calcula la
importancia estadistica de las coincidencias. BLAST se puede utilizar para inferir relaciones
funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como para ayudar a identificar miembros de familias
de genes (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins, 2018).

Se utilizo la base de datos en linea para enzimas Braunschweig Enzyme Database
(BRENDA), el cual es uno de los principales sitios de coleccion de datos funcionales de enzimas
disponibles para la comunidad cientifica. Est4 disponible de forma gratuita a traves de Internet
(www.brenda-enzymes.org, 2018). Con esta base de datos se obtuvo la informacion de los sustratos
especificos (aminoacidos) que son escindidos por la proteinasa 3 y la neutrofilo elastasa, que de
acuerdo a la literatura degradan a Anexina Al, y con ello realizar las sustituciones para crear una
proteina mas resistente y estable.

El programa computacional Chimera 1.13 (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera, 2018), es un
programa computacional desarrollado por el recurso para la bioinformatica, la visualizacion y la
informatica en la Universidad de San Francisco, California; es un software para la visualizacion y
el anélisis interactivo de estructuras moleculares y datos relacionados, incluyendo mapas de la
densidad, asambleas supramoleculares, alineaciones de la secuencia, resultados del acoplamiento,
trayectorias y conformacional de Conjuntos. Se pueden generar imagenes y animaciones de alta
calidad. Chimera incluye documentacién completa y varios tutoriales, y puede ser descargado
gratuitamente para uso académico, gubernamental, sin fines de lucro y personal, UCSF ChimeraX
(o simplemente ChimeraX) es el programa de visualizacion molecular de préxima generacion de
la RBVI, que sigue a UCSF Chimera (Pettersen et al; 2004, pp. 1605-1612).

PyRX, otro programa utilizado (https://pyrx.sourceforge.io, 2018), es un software de
deteccidn virtual para el descubrimiento computacional de medicamentos que se puede usar para
examinar bibliotecas de compuestos contra posibles objetivos de medicamentos. PyRx permite

evaluacion virtual desde cualquier plataforma. PyRx incluye un asistente de acoplamiento con una
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interfaz de usuario féacil de usar que lo convierte en una herramienta valiosa para el disefio de
medicamentos asistido por computadora. También incluye una funcionalidad quimica similar a una
hoja de célculo y un potente motor de visualizacion que son esenciales para el disefio de farmacos

basado en la estructura.

Autodock Vina (http://autodock.scripps.edu/, 2018), es un programa abierto sin fines de
lucro para realizar acoplamientos moleculares. Fue disefiado e implementado por el Dr. Oleg Trott
en el laboratorio de graficos moleculares en el Instituto de investigacion Scripps. Este programa
mejora significativamente la precision promedio de predicciones de enlaces en comparacion con
Autodock 4, de acuerdo con las pruebas realizadas por los desarrolladores en sus pruebas practicas
de adiestramiento del uso del software utilizado en el desarrollo de Autodock 4; ademas, ha sido
comparado con otros programas que se distribuyen comercialmente y se considera un fuerte
competidor (Trott y Olson, 2010, pp.455-456).

Swiss-model (https://swissmodel.expasy.org, 2018) es un servidor de modelado de
homologia de estructura de proteinas completamente automatizado, accesible a través del servidor
web ExPASYy (https://www.expasy.org, 2018), o del programa DeepView (Swiss Pdb-Viewer)
(https://spdbv.vital-it.ch, 2018). El objetivo de este servidor es hacer que el modelado de proteinas
sea accesible para todos los investigadores de ciencias de la vida en todo el mundo; con esta
herramienta se pueden obtener estructuras por homologia sin tener una estructura cristalizada de la

proteina (Waterhouse, et al., 2011).

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam, 2018) es una herramienta en linea via
internet, del Intituto Suizo de Bioinformatica (SIB), que permite el célculo de varios parametros
fisicos y quimicos para una proteina determinada almacenada en Swiss-Prot o TrEMBL
(https://web.expasy.org/docs/swiss-prot, 2018), ademas para una secuencias de proteinas ingresada
por usuarios. Los parametros computados incluyen el peso molecular, pl tedrico, composicion de
aminoacidos, composicion atomica, coeficiente de extincion, vida media estimada, indice de
inestabilidad, indice alifatico y promedio general de hidropatia (GRAVY) (Gasteiger et al; 2005,
pp.571-607).
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La plataforma Protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk, 2018) es un conjunto
simple, en linea via internet sin fines de lucro de la universidad de Manchester, para realizar
calculos teoricos y algoritmos predictivos para comprender la solubilidad y la estabilidad de las
proteinas. El software puede predecir la solubilidad en funcidn de las propiedades de secuencia de
una proteina o, dada una estructura, calcula la distribucion superficial de la carga y la hidrofocidad,
asi como la estabilidad predicha a 91 diferentes combinaciones de pH y fuerza ionica (Hebditch,
Carballo, Charonis, Curtis, y Warwicker, 2017, pp.3098-3100).

Procedimiento de Recoleccion y Andlisis de los Datos

En este segmento se describen los procedimientos utilizados para la determinacion de las
variables y la manera de recopilar los datos de las pruebas realizadas in silico, asi como la
descripcion de lo que se espera realizar con un orden secuencial de las distintas determinaciones,
la utilizacion de los distintos programas computacionales, y lo que se pretende obtener en cada

intento experimental.

Obtencion y analisis de la estructura cristalizada de Anexina Al

Se analizaron las distintas estructuras de la familia de las anexinas, con la finalidad de
determinar las variaciones en su estructura, realizar comparaciones y observar las regiones N
terminales de cada una de las proteinas. De acuerdo con la bibliografia consultada, las diferencias
entre las distintas anexinas determinan su funcion, estas diferencias se dan en el extremo amino, y
en la longitud de las proteinas, con esto se evalud la posibilidad de trabajar con similitudes o
regiones que sean iguales en otras anexinas. El andlisis se llevo a cabo realizando una alineacion
basica de la secuencia (blast) comparada con la Anexina Al, la herramienta en linea Blast-p
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins, 2018).

La estructura cristalizada de la proteina Anexina Al humana sera obtenida por
homologacion de estructura, a partir de la anexina Al del organismo Sus scrofa (PDB ID: 1HMS6),
ya que no se cuenta con una estructura cristalizada de anexina Al humana en las bibliotecas
electronicas de  proteinas como  Protein Data Bank (PDB), o  UniProt
(https://www.uniprot.org/uniprot/P04083, 2018).
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La Anexina Al es un ligando enddégeno del receptor FPR2, con la propiedad
antiinflamatoria prorresolutiva de la inflamacion; de esta proteina, segun la bibliografia, la parte
mas activa con acciones antiinflamatorias que se une al receptor FPR2 y provoca el agonismo
esperado es la porcion N terminal. La visualizacion de estructuras 3D de las proteinas y la porcion
N terminal de la Anexina Al que se aislé in silico y se le realizaron distintos analisis y
caracterizaciones de  propiedades con el uso del software Chimera 1.13

(http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera, 2018).

Modificacion del péptido obtenido de Anexina Al

La porcién N terminal de la Anexina A1l homologada sera aislada in silico, para obtener
una proteina mas pequefia con buena capacidad de union con distintas propiedades a la proteina
completa Anexina Al, se tomaron en cuenta los datos reportados en la literatura sobre los sitios de
escision endogena, para evitar la degradacion del péptido desarrollado mediante modificaciones de
estos sitios de escision. Se desarrollaron péptidos de distintas longitudes, con sustituciones de
aminoacidos en los sitios de escision, para crear tedricamente una proteina mas resistente a
degradacion enddgena, todo ello con el software Chimera 1.13 (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera,
2018).

Obtencidn de la estructura del receptor FPR2

En laactualidad no se cuenta con alguna estructura cristalizada del receptor FPR2; se debera
realizar una estructura del receptor FPR2 basada en la homologia de secuencias de aminoacidos de
una estructura conocida a partir del receptor de leucotrienos (PDB ID: 5X33), el cual, si cuenta con
una estructura cristalizada y es un receptor acloplado a proteina G heptahelicoidal, al igual que el
receptor FPR2. En aquellos casos donde la posibilidad de obtener la estructura cristalizada se ve
frustrada, es factible la realizacién de un modelo que permita, a partir de una estructura conocida,
armar el conjunto de coordenadas y simular la estructura de una nueva molécula, por medio de un
trabajo basado en la homologia de las secuencias de aminoacidos que las componen (Corsico,

Falomir, Franchini y Scaglia, 2013).



95

Lo anterior se desarrolld a través del servidor en linea Swiss-model
(https://swissmodel.expasy.org, 2018), con el cual se obtuvo una estructura del receptor FPR2 con

base en la homologia de secuencia de aminoacidos.

Simulacion del acople molecular (Docking)

La estructura del receptor FPR2 creado por homologia, junto con cada uno de los péptidos
desarrollados in silico, se les realizo el andlisis de acople molecular (Docking), se llevé a cabo a
través del software Autodock Vina (http://autodock.scripps.edu/, 2018); con ello se espera obtener
la configuracion de acople mas favorable que se podra visualizar, la energia global del proceso y
seleccionar el péptido desarrollado que se vea favorecido para realizar la union con el receptor con
el indicador de menor energia de union (energia libre de Gibbs) en KJ/mol, calculado con los
pardmetros del software y luego de identificar los mejores resultados de la simulacion del anclaje

molecular se podran determinar las propiedades fisicoquimicas del péptido.

Determinacion de propiedades fisicoquimicas del péptido seleccionado

El péptido desarrollado, que luego del Docking molecular presenté mejor capacidad de
unién y favorecido por la menor energia global de union, se analizd con otros softwares para
determinar las propiedades fisicoquimicas descritas anteriormente en las variables, como lo son el
peso molecular, el namero de aminodacidos, hidrofobicidad, punto isoeléctrico, todo esto con el

programa computacional ProtParam (https://web.expasy.org/protparam, 2018).

La solubilidad se determind tedricamente in silico, mediante la herramienta digital Protein-
sol, la cual realiza comparaciones con la solubilidad de otras proteinas en bases de datos
disponibles. Esta herramienta realiza comparaciones con solubilidades predichas de otras proteinas
en especial de E. coli, en base a la secuencia de aminoécidos conocidos. De acuerdo con un estudio
de Niwa et al, en el afio 2009, se obtuvo una escala de solubilidad experimental, la cual incluye los

parametros de la herramienta Protein-sol. (https://protein-sol.manchester.ac.uk, 2018).
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Los miembros de la familia de Anexinas fueron analizados mediante comparaciones de

secuencias de aminoacidos, para determinar las similitudes en las regiones N-terminales. El analisis

se llevo a cabo realizando una alineacion bésica de la secuencia (blast) comparada con la Anexina

Al, la herramienta en linea Blast-p (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 2018) del Centro

Nacional de Informacion para Biotecnologia de U.S. (NCBI).

Tabla 3. Informacion Obtenida por Alineaciones Basicas de Secuencias de Las 12 Anexinas
en Comparacién con la Anexina Al, Realizado Utilizando Blastp

Anexina| % identidad |Inicio de similitud Inicio Cantidad de | Aminoacidos

en relacion | de aminoacidos | relacionado de | aminoéacidos sin

con Anexina con AnxAl aminoécidos en coincidencia

Al AnxAl en AnxAl

ANXA2 55 20 32 339 136
ANXA3 50 7 31 323 159
ANXA4 46 2 27 319 173
ANXAS 44 9 36 320 172
ANXAG 45 257 36 673 167
ANXA7 46 179 36 488 166
ANXAS 44 2 11 327 188
ANXA9 37 25 26 345 202
ANXA10 40 11 36 324 97
ANXA11 47 165 23 505 179
ANXA13 45 8 35 316 170

Nota: Elaboracion propia. (2018)
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Figura 21. Grafico Comparativo de Alineaciones de las Distintas Anexinas Humanas

La barra celeste (Query) hace referencia a la Anexina A1 completa

Color key for alignment scores

=40 BW40-50 50-80 Wao-200 =200
D Query

| | | | | |

1 60 120 180 240 300

Nota: Blastp. (2018)

Los datos anteriores demuestran que las diferencias en estructura de la region N terminal,
asi como en la longitud de las secuencias de aminoacidos, son determinantes en sus funciones, y
ninguna tiene una similitud elevada con la anexina Al. Ninguna de las Anexinas humanas
analizadas muestra similitud en esa region terminal, con relacion a Anexina Al y no funcionan
como péptidos de interés las regiones N terminales de las demas Anexinas. Por esta razon se utiliza
estrictamente una proteina Anexina Al y se modifica a partir de ella para obtener un derivado méas
pequefio que actle sobre los receptores FPR2, sin perder las propiedades antiinflamatorias
utilizando, la region N terminal de Anexina A1, de acuerdo con la bibliografia tiene la interaccion
con los receptores FPR2, y realiza una sefializacion prorresolutiva de la inflamacién (Perretti y

Dalli, 2009, p.937), por esta razon es de interés solo la regién terminal.

La estructura cristalizada de la proteina Anexina A1 humana, no se encuentra disponible en
las bibliotecas electrénicas de estructuras; sin embargo, si existe la estructura cristalizada de
Anexina Al del organismo Sus scrofa, el codigo del depoésito electronico Protein Data Bank (PDB
ID: 1HM®6) (Figura 22). La proteina utilizada del organismo Sus scrofa, difiere de la humana en
muy pocos aminoacidos, tienen 90% de similitud, misma cantidad de aminoacidos, 346, esto se

analizo realizando una comparacion o alineacion de la secuencia de los aminoécidos (blast), esto
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permite obtener un modelo estructural de la proteina humana utilizando como referencia la proteina

homologa de Sus scrofa.

Figura 22. Estructura Cristalografica de Anexina Al del Organismo Sus Scrofa (Region
Terminal En Azul), Visualizada con Software Chimera Version 1.13

Nota: PDB. (2018)

Al realizar un Blastp para comparar las regiones N terminales de las Anexinas Al de
humano y de Sus scrofa, se observa una similitud de un 92%, de las cuales para 48 aminoacidos
existe una variaciéon de 4 aminoacidos, de los cuales solo 1 de las posiciones, presenta una
sustitucion no conservativa del aminoacido 27, correspondiente a Serina, en el organismoSus

scrofa corresponde a glicina.

Las demas variaciones corresponden a sustituciones conservativas, ya que los aminoacidos
sustituidos presentan propiedades quimicas similares, las cuales ocurren en el aminoacido 15, para
humano corresponde un &cido glutdmico, comparado con un &cido aspartico para la secuencia de
Sus scrofa, en el aminoacido 22 para humano corresponde valina, en Sus scrofa se mantiene
isoleucina, la variacion en aminoacido 23 para humanos corresponde glutamina y lisina para Sus
scrofa. Las comparaciones de las secuencias de las regiones N terminales de las Anexinas Al de

humano y de Sus scrofa, se observan en la figura 23.
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Figura 23. Alineacion Bésica de Secuencias (Blast) de Amino&cidos para Anexinas Al de
Humano (Query) y Sus Scrofa (Sbjct), Primeros 48 Aminoéacidos de Regiéon N Terminal

Range 1: 1 to 48 Graphics
Score Expect Method Identities  Positives Gaps
95.5 hits(236) 4e-34 Compositional matrix adjust.  44/48(92%) 47/48(97%) 0/48(0%)

Query 1  MAMVSEFLKQAWFIHNEEQE VHSEKGGPGSAVSPYPTFNPSSDV 48
MAMVSEFLKQAWFIHNEEQE VH PEGGPGSAVSPYPTENPSSDV
v

Shjct 1  MAMVSEFLKQAWFIDNEEQE KGGPGSAVSPYPTENPSSDV 48

Nota: Blastp. (2018)

La estructura de Anexina Al humana, se construyd por homologia de la secuencia de
aminoéacidos (Figura 24), a partir de la proteina homologa de Sus scrofa, con la utilizacion de la
herramienta Swiss-model, con la finalidad de poder aislar in silico la region N terminal de la

Anexina Al humana.
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Figura 24. Estructura de la Anexina A1 Humana Construida por Homologia de Secuencia

de Aminoacidos Utilizando la del Organismo Sus Scrofa como Plantilla

Nota: Swiss-model. (2018)

Modificacion de la Region N Terminal de la Anexina A1 Humana

La estructura de Anexina Al humana construida por homologia de la secuencia de
aminoacidos, fue modificada in silico, se aislé la regién N terminal de la proteina (Figura 25a),
utilizando el software Chimera version 1.13, se utilizaron 44 aminoacidos de la region N terminal,
esto debido a que las publicaciones cientificas de respaldo recientes, indican que esta region esta
conformada por ese nimero de aminoacidos, y que esta porcion de la proteina es la que realiza las

acciones antiinflamatorias caracteristicas de la Anexina Al (Kastin, 2013, p.632).

La proteina enddgena completa presenta cuatro sitios de escision en la region N terminal,
los cuales han sido identificados mediante distintos experimentos. Estos sitios de escision
corresponden a la alanina en la posicion 11, y los residuos 22, 25 y 36 que corresponden a valinas

(Amantéa et al., 2016, p.2), como se muestra en la figura 25b.
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Figura 25. Region N Terminal de Anexina Al

a) Region N terminal Anexina A1 homologada, composicion atémica y superficie molecular
(44 aminoé&cidos que conforman el péptido aislado)

b) Region N terminal homologada aislada en vista simplificada 3D (sitios reemplazados en
verde)

Nota: Elaboracion propia mediante el uso de software Chimera version 1.13

Laregion N terminal fue modificada para obtener una proteina de menor peso molecular,
mejores caracteristicas farmacocinéticas y resistente a escision al menos de manera in silico, en
comparacion con la anexina A1 humana silvestre de tamafio completo.
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Debido a algunas restricciones estructurales como la rigidez de los enlaces peptidicos y los
limites permitidos de los valores de los angulos ¢ y v, de determinados aminoacidos no favorecen
la formacion de la hélice o, como ejemplo, el grupo R de la glicina, el cual es un atomo de
hidrdgeno, es tan pequefio que la cadena polipeptidica puede ser demasiado flexible. La prolina
tiene un anillo rigido que impide que gire el enlace del nitrégeno y carbono a, y la prolina no tiene
grupo N-H disponible para formar los enlaces por puente de hidrogeno dentro de la cadena, también
las secuencias de aminoacidos con grandes cantidades de aminoacidos cargados como glutamato y
el aspartato y con grupos R de gran tamafio como triptéfano son también incompatibles con las
estructuras de la hélice a (McKee, T., y McKee, J., 2014, parr. 64).

Las sustituciones de los aminoécidos donde ocurre escision en la region N terminal de la
Anexina Al, fueron realizadas considerando al maximo la posibilidad de no alterar las propiedades
fisicoquimicas de esta porcion de la proteina, por lo que de acuerdo a la bibliografia consultada los
aminoacidos que son identificados por las enzimas que realizan la degradacién de la proteina en
las posiciones descritas antes son aminoacidos de alaninas en su mayoria y un aminoacido de
valina, estos residuos son no polares, por lo que se analizé la posibilidad de sustituir por otro
aminoéacido no polar, y tomando en cuenta las caracteristicas de las proteasas en su reconocimiento

de residuos especificos, con ello realizar una sustitucion resistente a escision.

Tabla 4. Proteasas que Degradan Anexina Al y Residuos como Sustratos Especificos

Proteasa Aminoacidos como sustratos Tipo de reaccion
Proteinasa 3 Alanina, Valina Hidrolisis de enlace peptidico
Neutréfilo elastasa Valina, Alanina Hidrolisis de enlace peptidico

Nota: Elaboracion propia basado en Braunschweig Enzyme Database (BRENDA). (2018)

La proteasa neutrofilo elastasa (hNE) es probablemente la mas potente y ademas abundante
de las serinas proteasas, su especificidad es relativamente alta para valina, alanina, e isoleucina, en

la posicion P1 de los sustratos (Fu, Thorpe, Akula, Chahal, yHellman, 2018, p.1).
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De acuerdo con las consideraciones mencionadas y la especificidad de las enzimas por los
aminoéacidos alanina y valina, las posiciones de residuos donde ocurre escision, fueron sustituidos
por el aminoacido Leucina, este aminoacido es no polar no es preferido por las enzimas, se
conservan las propiedades fisicoquimicas de la region N terminal, ya que es un cambio equivalente

por otro aminodcido no polar.

La glicina no es una buena eleccidon para cambio, ya que no forma estructuras o hélice con
facilidad. Ademas, la leucina es mas frecuente en las proteinas que su similar el aminoacido
isoleucina, por esta razén se consideré como opcion de cambio la leucina. Por otra parte, con el fin
de no alterar las caracteristicas bioquimicas de la proteina ya que la valina y alanina son
aminoacidos apolares, se considera que una sustitucion por grupos que aumenten su solubilidad

puede afectar la union al receptor FPR2.

Con las sustituciones mencionadas se podria obtener un péptido resistente a escision
enddgena (Figura 26), provocando un mayor tiempo de vida media activo y posiblemente
interactuar con los receptores FPR2, se espera que el péptido desarrollado in silico pueda actuar
realizando un agonismo sobre los mismos provocando una respuesta prorresolutiva de la

inflamacion sobre las células involucradas.
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Figura 26. Region N Terminal de Anexina A1 Modificada In Silico Resistente a Escision y
Secuencia de Aminoacidos Sin Modificacion

MAMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVKSSKGGPGSAVSPYPTFNP

LEU 25.A
U22A

LEU 36.A

Nota: Elaboracion propia mediante software Chimera version 1.13

Desarrollo de Derivados Peptidicos de la Regién N Terminal de Anexina A1 Humana

Se desarrollaron in silico varios péptidos derivados de la region N terminal de la Anexina
Al humana, luego de las modificaciones descritas anteriormente, por medio del software Chimera
version 1.13. La porcion N terminal aislada de 44 amino&cidos de esta proteina, con las
sustituciones de los sitios de escision, planted la posibilidad de desarrollar péptidos in silico de
distintas longitudes de acuerdo con la cantidad de aminoacidos, resistentes a escision. Se utilizaron
péptidos compuestos por 44, 40, 36, 32 y 28 residuos de aminoacidos respectivamente, tomando
en cuenta ademas que se considera a la region N terminal de la Anexina Al segun las referencias

utilizadas, una cantidad de 44 aminoécidos.
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Otra consideracion para los tamafios de los péptidos desarrollados, es que cada estructura
secundaria a hélice, se compone de aproximadamente 3.6 residuos de aminoacidos como fue
descrito en el capitulo I, y cada una de estas a hélices que conforman la region N terminal de la
porcidn aislada in silico puede tener una interaccion importante sobre el receptor FPR2, por esta
razon el péptido formado de 44 residuos de aminoacidos se tomd como base y se aislaron in silico

péptidos cada vez méas pequefios con una diferencia de 4 aminoacidos entre cada uno.

Tabla 5. Péptidos Desarrollados y Modificaciones Contenidas

Nombre del péptido Cantidad de Posiciones de Leucinas contenidas
Aminoéacidos por sustituciones
Péptido 1 44 11, 22, 25y 36
Péptido 2 40 11, 22, 25y 36
Péptido 3 36 11, 22, 25y 36
Péptido 4 32 11,22y 25
Péptido 5 28 11,22y 25

Nota: Elaboracién propia. (2018)

Obtencidn del Receptor FPR2 por Homologia de Secuencias

La estructura del recetor FPR2 fue creada por homologia de la secuencia de aminoacidos,
tomando el receptor de leucotrienos (PDB ID: 5x33), como una plantilla para la creacion, ya que
es un receptor acoplado a proteina G y ademas es heptahelicoidal al igual que el receptor FPR2. A
través de la plataforma Swiss-model, se obtuvo la estructura en formato PDB, para descarga y su
visualizacion de modelado. Con esta estructura homologada por secuencia de aminoacidos para el
receptor FPR2 (Figura 27), junto con los péptidos desarrollados se realizo el analisis de acople
molecular (docking) en el software Autodock Vina implementado en el programa computacional
PYRX.
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Figura 27. Receptor FPR2 Humano Desarrollado por Homologia de Secuencias de
Aminoécidos Utilizando al Receptor de Leucotrienos como Plantilla (PDB ID: 5X33)

Nota: Swiss-model. (2018)

Acople Molecular (Docking)

El analisis de acople molecular se desarrolld entre el receptor FPR2 modelado, y los
péptidos desarrollados resistentes a escision, realizando un analisis del acomodo mas favorable
para cada uno de los péptidos desarrollados (Tabla 5) y estableciendo como objetivo
macromolecular la porcion extracelular del receptor con la herramienta Autodock Vina,

implementada dentro del programa computacional PyRX para definir el sitio de acople
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El sitio de la posible interaccidn del ligando proteico con el receptor se establecid (Figura
28), utilizando las porciones extracelulares reportadas en la bibliografia, y en bases de datos como
Uniprot, con ello las porciones extracelulares del receptor fueron identificadas, y se delimito el
sitio en el cual se llevaria a cabo la simulacion de acople molecular, el sitio delimitado por medio

del software Autodock Vina, se conoce como grid box.

Figura 28. Delimitacion del Area de Interaccion (Gridbox) por medio de Herramienta
Autodock Vina, Implementada Dentro del Software Pyrx

Nota: Autodock Vina. (2018)
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Resultados de acople molecular

Luego del analisis in silico de acople molecular para cada uno de los péptidos de los
péptidos desarrollados junto con el receptor respectivo, se realizdé una comparacion para determinar
cudl de los ligandos peptidicos mostraba una mayor afinidad y facilidad de unién con el receptor
in silico (Tabla 6). EL péptido 5 mostrd la mejor capacidad de unién segun el resultado de la

simulacion de la energia global de unidn con el receptor FPR2 modelado (Figura 29).

Tabla 6. Energia Global De Union al Receptor FPR2 para los Distintos Péptidos
Desarrollados

Nombre del péptido Cantidad de A G (kd/mol)
Aminoacidos
Péptido 1 44 -3.2
Péptido 2 40 -3.8
Péptido 3 36 -4.3
Péptido 4 32 -5.8
Péptido 5 28 -6.5
Péptido 5 sin 28 -6.0
modificaciones

Nota: Elaboracion propia. (2018)
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Figura 29. Visualizacion In Silico del Acople Molecular con EI Péptido 5 Como Mejor

Ligando

Nota: Chimera 1.13. (2018)

El péptido 5, por medio de simulacién in silico, con el software Autodock, presentd una
mejor capacidad de unién en comparacion con los demés péptidos desarrollados, se obtuvo una
energia global del proceso (Gibbs), de -6.5 kJ/mol, una menor energia incluso que el péptido del
mismo tamafio sin modificar que se utilizo como referencia, el cual in silico requiere mayor energia
de -6.0 kJ/mol.

Se puede observar que el tamafio del péptido influye directamente sobre la union al receptor
modelado FPR2, péptidos mas pequefios requieren menor energia para que el proceso sea

espontaneo. Sin embargo, el agonismo que se espera cause la union del péptido al receptor, puede
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ademas estar determinado por una determinada longitud del péptido, influyendo en la respuesta
antiinflamatoria que se podria desencadenar, por lo que de ser posible deberia determinarse si

péptidos con mayor longitud realizan un agonismo mas pronunciado en modelos animales.

Las interacciones del ligando con el receptor, y su union por medio de fuerzas
intermoleculares predichas mediante simulacion de acople molecular, se observan con detalle en
la figura 30, en su mayoria estas interacciones moleculares del ligando proteico y su unién al
receptor de manera predictiva estdn compuestas por puentes de hidrogeno, y en menor grado por

interacciones hidrofdbicas (n-).

Figura 30. Posibles Fuerzas Intermoleculares Determinadas por Prediccion, Implicadas en
la Unién Ligando — Receptor

THR 168.A
o,

Nota: Chimera version 1.13. (2018)
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Figura 31. Péptido 5 (28 Aminoé&cidos), Mejor Ligando In Silico, y su Respectiva Secuencia
de Aminoacidos

‘chainA 1 MAMVSEF LKQIBWF | ENEEQE YIQ THIKS'S

Nota: Elaboracion propia mediante software Chimera version 1.13



Propiedades Fisicoquimicas Determinadas In Silico para el Mejor Ligando

Mejor ligando: péptido 5 (28 amino&cidos)
Numero de atomos: 477

Formula del compuesto: Cis5H237N35048S2
Peso molecular: 3422.91 g/mol (3.4229 kDa)
Punto isoeléctrico tedrico (pl): a un pH de 4.32.
Promedio de hidropatia: -0.339

Nota: ProtParam. (2018)

Tabla 7. Frecuencia de los Aminoéacidos en el Péptido 5 (Mejor Ligando)
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Aminoacido | Frecuencia en el péptido Porcentaje en péptido
Ala (A) 1 3.6%
Asn (N) 1 3.6%
GIn (Q) 3 10.7%
Glu (E) 5 17.9%

lle (1) 1 3.6%
Leu (L) 4 14.3%
Lys (K) 2 7.1%
Met (M) 2 7.1%
Phe (F) 2 7.1%
Ser (S) 3 10.7%
Thr (T) 1 3.6%
Trp (W) 1 3.6%
Tyr (Y) 1 3.6%
val (V) 1 3.6%

Nota: Elaboracion propia. (2018)
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Tabla 8. Composicion Atémica del Péptido

Elemento Simbolo Cantidad de atomos
Carbono C 155
Hidrégeno H 237
Nitrégeno N 35
Oxigeno 0] 48
Azufre S 2

Nota: Elaboracion propia. (2018)

Anélisis de propiedades fisicoquimicas

Con base en las propiedades fisicoquimicas obtenidas in silico para el péptido 5 de 28
aminoacidos, se pueden hacer distintos analisis y conclusiones de forma tedrica sobre sus

propiedades desde varios puntos de vista farmacéuticos.

Las propiedades fisicoquimicas para la farmacocinética del péptido indican que es un
péptido con peso de 3,4229 kDa, el cual podria ser administrado por via inhalatoria e inclusive por
via nasal con uso de promotores de absorcién. Este péptido debido a su peso molecular
tedricamente puede ser filtrado por glomérulos renales. Esto se determino teoricamente deacuerdo
a las investigaciones que se detallan en el capitulo 11 sobre la farmacocinetica de los productos

obtenidos por biotecnologia.

La solubilidad del péptido fue determinada in silico por medio de la plataforma en linea
Prot-sol. El resultado indica un valor de 0.781 en la escala de prediccion, se predice que cualquier
valor de solubilidad escalado mayor a 0.45 tendra una solubilidad méas alta que la proteina de
Escherichia coli (PopAvrSol) soluble promedio del conjunto de datos de solubilidad experimental,
y cualquier proteina. con un valor de solubilidad de menor escala se predice que serd menos soluble,
por esta razén el péptido 5, es soluble tedricamente. El valor en la escala (Querysol), es la

solubilidad predeterminada para el péptido 5 (Figura 32).
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Figura 32. Prediccion de acuerdo con el indice de Solubilidad para Péptido 5

En la imagen la barra Querysol representa el péptido 5, la barra PopAvrSol es la referencia de
proteinas solubles de Escherichia coli

Protein: >Protein-sol-calculation

Predicted scaled solubility (0-1): 0.781
pl: 4.210

L o Solubility

Calculated value
O 9 O
o N A O

PopAvrSol
QuerySol

Nota: Protein-sol. (2018)

El 58% de los aminoacidos presentes en el péptido 5 son polares, lo que respalda la
prediccion de solubilidad anterior, y a pesar de haber modificado la secuencia de aminoacidos de
la porcién N terminal de la Anexina Al para obtener este péptido resistente a escision tedricamente,

el péptido 5 mantiene solubilidad adecuada.

El indice de hidropatia, también Ilamado Grand average of hidropathy (GRAVY), obtenido
de -0.339, es un promedio de la sumatoria total del indice hidropatico de cada uno de los
aminoacidos del péptido 5 y dividido entre el nimero total de aminoacidos (28), las proteinas
identificadas con una puntuacion GRAVY dentro de 0 y -1.2, son hidrofilicas, mientras que las
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proteinas hidrofdbicas con puntuacion GRAVY > 0, son hidrofébicas (Huang, H; Chen, W; y Wu,
J, 2014, p. 10169).

El péptido 5 de manera tedrica, y de acuerdo a sus caracteristicas analizadas in silico, podria
circular en sangre y presentar hidrofilicidad, ademas en una eventual sintesis del péptido 5 podrian
realizarse pruebas in vitro, con ello comparar los resultados obtenidos por los 2 medios, si la
solubilidad es poca, podrian sustituirse los aminoécidos donde ocurre escision por aminoacidos
polares con carga para aumentar su solubilidad, y analizar la posible afectacidn en la interaccion

con el receptor FPR2.

Posible Obtencion del Péptido 5

Uno de los objetivos planteados, es determinar la posibilidad de obtencion del mejor
ligando peptidico, con métodos actuales de sintesis, se realiz luego de conocer las caracteristicas
y longitud del péptido que mostr6 mejor capacidad de union in silico, esto para el péptido 5
conformado por 28 amino&cidos. Hay tres maneras de obtener un péptido: por purificacion a partir
de tejidos es una técnica dificil y poco rendimiento, ingenieria genética; y el otro método es sintesis

quimica directa.

Sintesis quimica en fase sélida

El principal avance en esta tecnologia de sintesis quimica directa fue brindado por R. Bruce
Merrifield en 1962, su innovacion permitio sintetizar un péptido mientras lo mantenia conectado a
un extremo de un soporte sélido. El soporte es un polimero insoluble (resina) contenido dentro de
una columna, similar al utilizado en cromatografia, los péptidos se pueden construir solo uniendo
un aminoéacido a la vez, y realizando reacciones repetitivas como un ciclo, en cada uno de estos

ciclos se utilizan grupos protectores para evitar reacciones indeseadas (Nelson et al, 2014, p.102).

En la actualidad la sintesis de péptidos quimicos es automatizada. Una limitacién
importante del proceso es la eficiencia de cada ciclo quimico, varia desde la produccion total de
péptidos de varias longitudes, cuando el rendimiento por adicion de cada nuevo aminoacido es del
96,0% al 99,8%. La reaccion incompleta en un ciclo de reacciones puede generar impurezas, como

péptidos mas cortos en el siguiente ciclo. La quimica se ha optimizado y permitir la sintesis de
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proteinas de 100 residuos de aminoacidos en pocos dias con rendimiento razonable, es importante
mencionar que esta increible obtencion de aminoacidos es superada por procesos bioldgicos, donde

100 residuos pueden ser sintetizados en 5 segundos en una bacteria (Nelson et al, 2014, p.103).

En la sintesis en fase sélida, el material de partida a transformar se encuentra unido a un
soporte sélido, polimérico e insoluble en solventes orgénicos, también conocido como resina, por
lo que en este caso el producto de la reaccion estara unido a este soporte sélido. Una simple
filtracion elimina todo aquello que no sea el producto unido a la resina. Cuando se realizan varias
reacciones quimicas tradicionales, un problema suele ser la diferente reactividad de los distintos
sustratos empleados; la sintesis en fase sélida puede mejorar este inconveniente ya que permite el
uso de varios equivalentes de reactivo, llevando el equilibrio hacia los productos y, por lo tanto,
mejorando el rendimiento de las reacciones mas dificiles. EI exceso de reactivo agregado no
representa ningun problema pues se elimina por una simple filtracion (Furlan, R; y Mata, E, 2012,
p.21).

Actualmente, la sintesis en fase solida de péptidos utilizando cloruro de
fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) (Figura 33), es el método de eleccién para la sintesis de péptidos,
se venden bloques de construccion Fmoc de muy alta calidad estan disponibles a bajo costo debido
a las economias de escala que surgen de la produccion actual de muchos péptidos terapéuticos por
Fmoc, muchos derivados con modificaciones estan disponibles comercialmente, causa que el
acceso sintético a una amplia gama de derivados peptidicos sea sencillo. EI nimero de péptidos
sintéticos que ingresan a los ensayos clinicos ha crecido de manera continua durante la Gltima
década, y los avances recientes en la tecnologia Fmoc en fase sélida, surgen en respuesta a la

creciente demanda de la quimica y la farmacologia (Behrendt, White y Offer, 2016, p.4).
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Figura 33. Esquema de Sintesis de Merrifield
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Nota: Nelson et al. (2014)
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Sintesis de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes son las que se expresan mediante un proceso de construccion
por clonacién molecular en un sistema bioldgico, por lo general estas se expresan en sistemas
bioldgicos en los que naturalmente no existe su sintesis, por lo que es una informacién genética
nueva que se expresa empleando la maquinaria biosintética presente en la célula que contiene el
preparado. La produccién de proteinas recombinantes ha abierto una gran frontera para la obtencion
de organismos productores que sintetizan proteinas recombinantes de interés biotecnolégico, Se ha
documentado la clonacién de genes de proteinas de importancia médica como la insulina, la
somatostatina y la eritropoyetina, entre otros, lo que ha permitido el inicio de una nueva era de la
industria farmacéutica en la que los farmacos, proteinas recombinantes, se producen por sistemas

de crecimiento en biofabricas (Gomez, Bardn, Canaval, 2012, p.3)

El uso de proteinas terapéuticas o biofarmacos en el tratamiento de diversas enfermedades
cronicas o deficiencias hereditarias, se ha venido implementando desde hace 30 afios. Las proteinas
terapéuticas son producidas en sistemas heter6logos in vitro mediante tecnologia de ADN
recombinante. Actualmente, se desarrollan nuevos y mejores sistemas de expresion,
implementando nuevos plasmidos, adicion de elementos genéticos del gen adicional y

optimizacion de codones (Gamboa y Trujillo, 2014, p.87)

La eleccion del microorganismo para producir la proteina de interés depende especialmente
de las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina a producir. Los sistemas procariotes expresan
proteinas solubles o en forma de agregados intracelulares o cuerpos de inclusion, sin plegamiento,
lo que implica su estructuracion in vitro. Los sistemas eucariotas introducen modificaciones
postraduccionales como glicosilaciones, eliminacion de la metionina inicial y ruptura proteolitica
de un precursor, entre otros, una similitud de las proteinas recombinantes a las endégenas, un
modelo muy utilizado es el de Escherichia coli es uno de los modelos mas simples para la

produccion de proteinas recombinantes (Gamboa y Trujillo, 2009, p.87).

Las levaduras desempefrian un papel central en la biotecnologia industrial y en la
investigacion genética basica, en los ultimos afios se ha visto una expansién del rol tradicional en

la fabricacion de alimentos y vinos a uno de produccion quimica industrial y de proteinas. Esta
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transicion debido a la versatilidad de manipulacion de este organismo y programarlo para muchas
funciones, ha visto la disponibilidad de secuencias gendmicas, la sintesis barata de ADN, las
tecnologias de ensamblaje rapido y la nueva capacidad para comprender las partes sintéticas y

convertirlas en vias complejas (Alper, Kang y Siewers, 2015, p.1).

Estas capacidades incorporan los principios centrales del campo emergente de la sintesis
biologica (Figura 34). En los ultimos afios, la biologia sintética de la levadura ha comenzado a
surgir. Mientras que muchos de los primeros avances se han realizado en Escherichia coli, el campo
de la biologia sintética de la levadura se esta convirtiendo rapidamente en algo propio. Las
capacidades de sintesis rapida, incluido el aprovechamiento de la recombinacién homdloga de
levadura, pueden reemplazar la clonacién tradicional y permitir el ensamblaje del circuito

combinatorio (Alper, Kang y Siewers, 2015, p.1).

Figura 34. Esquema de la Sintesis de Proteinas Recombinantes en Levaduras

a) Estrategia de fusion para obtener mejor plegamiento y secrecion
b) Via secretora de la levadura
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Maltose binding protein (MBP)
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Nota: :I:b-ikkanen. (2014)

Con los métodos mencionados antes para sintesis de péptidos, los métodos presentan
diferencias importantes, existen ventajas en cada uno de los métodos expuestos, en comparacion
con el otro. La sintesis en fase solida requiere el uso de la resina polimérica, mas el uso de reactivos
y mayor duracién de tiempo para construir un péptido, ademas el uso de disolventes y reactivos
puede ser a la larga un motivo de contaminacién quimica, por lo cual la quimica se orienta hoy en

dia hacia una quimica verde.

Por otro lado, la sintesis de proteinas recombinantes requiere mayor inversion inicial,
reactivos, cepas bacterianas o de levaduras, la produccién de peptidos incluso proteinas completas
de elevados pesos moleculares se pueden sintetizar, con precision y con la conformacion
tridimensional sin variaciones, en pocos minutos, y sin riesgo de contaminacion por uso de
disolventes y resinas. Por esta razon una buena opcion para la sintesis del péptido 5, seria por
proteinas recombinantes en levaduras por la versatilidad de este microorganismo de acuerdo con

la bibliografia consultada, para la reprogramacion para sintesis de proteinas recombinantes.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

Se obtuvo un péptido derivado de Anexina Al, modificado por métodos in silico, que lo
hacen al menos, tedricamente, resistente a escision. Este péptido podria presentar, ademas, mejores
propiedades farmacocinéticas en comparacion con la proteina parental, ejerciendo una accién
agonista sobre los receptores FPR2 promoviendo una resolucion de la inflamacion por inhibicion
sobre la respuesta celular y el reclutamiento de neutréfilos. Con esto de acuerdo con el objetivo

especifico numero

El péptido modificado que mejor capacidad de union al receptor FPR2 modelado, fue el de
una longitud de 28 aminoacidos, sus propiedades fisicoquimicas fueron determinadas para obtener
un mejor conocimiento del péptido que podria desarrollarse y obtenerse, aprovechando las
herramientas tecnoldgicas para la prediccion de propiedades fisicoquimicas.

La posible obtencion o sintesis del péptido modificado se describid, por medio de procesos
de sintesis en fase sélida conocida como sintesis de Merrifield como una opcion para sintesis de
péptidos menores a 50 aminoacidos se considera una buena opcion, se describié ademas otra
posible obtencién por medio de proteinas recombinantes utilizando levaduras como medio para

sintesis y sus ventajas.

Se obtuvo un receptor FPR2 construido por homologia de las secuencias por medio de la
plataforma Swiss-prot, utilizando como plantilla un receptor de leucotrienos el cual es también un
receptor acoplado a proteina G, del cual si existe una estructura cristalizada que funciona como una

buena plantilla para crear sobre este el receptor FPR2.

El receptor modelado puede tener algunas diferencias estructurales en relacién con la
identidad del receptor FPR2 en la superficie celular de neutrofilos, eosinofilos, células T y
macrofagos. Sin embargo, se sabe que la region N terminal es la responsable de la actividad
antiinflamatoria prorresolutiva de la Anexina Al, por lo que a pesar de pequefias variaciones que

pueda tener el receptor modelado, el péptido desarrollado puede tener una buena interaccion con
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dicho receptor por su especificidad a pesar de los cabios realizados en los sitios de escision

enddgena por el aminoacido Leucina.

Se describi6 de modo general las propiedades farmacocinéticas de los productos
biotecnologicos, y con esto el péptido que presento mejor capacidad de union in silico,
tedricamente se pudo proponer una via de administracion, de acuerdo con su peso molecular y

propiedades fisicoquimicas analizadas in silico.
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Recomendaciones

En una eventual disponibilidad de la estructura cristalizada del receptor FPR2, seria ideal
realizar un analisis de acople molecular, y determinar nuevamente la capacidad de union de los

péptidos modificados de la region N terminal de la anexina A1 humana.

Podrian desarrollarse, in silico, nuevos péptidos de la region N terminal de la anexina Al,
con sustituciones de aminoacidos en los sitios de escision reportados, con otras caracteristicas
fisicoquimicas y que demuestren una adecuada capacidad de union al receptor y que puedan resistir
la degradacion enddgena tedricamente por las proteasas. La solubilidad calculada in silico del
péptido desarrollado que presento mejor capacidad de union, fue relativamente buena de acuerdo
con los parametros determinados en comparacion con otras proteinas, elevada, sin embargo,
podrian hacerse sustituciones en los sitios de escision por aminoacidos polares con cargas positivas,

logrando aumentar la hidrofilicidad.

En una eventual sintesis del péptido podria determinarse su estabilidad in vitro, asi como
su solubilidad, a modo de obtener resultados experimentales y comparar dichos datos, con los
obtenidos in silico, con esto podria determinarse propiedades para la proteina que son

aproximaciones tedricas calculadas in silico.

En un eventual ensayo in vitro, evidenciar si la fosforilacion puede afectar la interaccién
con el receptor FPR2, de lo cual existe desconocimiento sobre su funcién en la actualidad, ya que
podria ocurrir fosforilacion en intracelular de la proteina Anexina Al, o inclusive extracelular
afectando la funcion de la proteina, en este caso podria sustituirse el o los aminoécidos donde

ocurre fosforilacion si el caso fuera para provocar una inactivacion de esta proteina.
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Apéndice A. Residuos involucrados en la interaccion en sitio de union
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Leu-81 Ser-182 Trp-267
Glu-89 Thr-186 Leu-268
Thr-168 Gly-202 Lys-269
Pro-170 Phe-257 Asp-281
Phe-178 Ala-261 lle-282
Asn-179 Thr-265
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Apéndice B. Estructura de los péptidos desarrollados y energia global de union al receptor

modelado

Péptido desarrollado Cantidad de Energia global de
aminoacidos union (AG) kJ/mol
Péptido 1 44 -3.2
LEU 25.A
U22A LEU36.A
Péptido 2 40 -3.8

LEU 36.A
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Péptido 3

LEU 36.A

36

Péptido 4

LEU 25.A
U22.A

32
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Péptido 5

28

-6.5




