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El pirrol polimerizado por plasma (PPPy) es un polimero utilizado en

aplicaciones bioldgicas, como en la regeneracidon de lesiones traumadticas

de la médula espinal. Se ha propuesto que el PPPy puede interactuar con

diversas proteinas de la matriz extracelular como la integrina av33.En este

2/agosto/2017 trabajo, se analiz6 el reconocimiento molecular integrina-PPPy, mediante
estudios de docking. Se utiliz6 un sistema combinatorio entre los grupos
funcionales nitrilo (C=N) y amino (NH,) sobre la estructura del PPPy
propuesta por Kumar et al., 2003, obteniendo seis diferentes combinaciones.
En estos complejos, se observo que el Asp 227 generd un ambiente cargado
negativamente para atraer al PPPy. Ademas se determind la energia de unién

Aceptado:

Palabras clave (AG)) a estos complejos, donde las contribuciones electrostaticas fueron
Integrina, polipirrol, las mas favorables. Esta informacién complementa los estudios in vivo
docking desarrollados en este grupo de investigacion, ya que en conjunto amplian

el panorama a futuras investigaciones para el desarrollo de biomateriales.

Keywords ABSTRACT
Integrine, polypirrole,
docking Plasma polymerized pyrrole (PPPy) is a polymer with biological applications,

such as the regeneration of traumatic injuries of the spinal cord. It has been
proposed that PPPy can interact with various extracellular matrix proteins
such as integrin avf3. In this work, we performed a computational model
for the interaction of the integrin avf3 with PPPy by docking analysis. A
combinatorial system was used between nitrile (C=N) and amino (NH2)
functional groups on the PPPy structure proposed by Kumar et al. (2003),
obtaining six different combinations. In these complexes, it was observed
that Asp 227 generated a negatively charged environment to attract PPPy.
In addition, the binding energy (AG ) was determined for these complexes,
where the electrostatic contributions were the most favorable. These results
complement those obtained from in vivo assays, which together amplify the
panorama for future research about for the development of materials with
biomedical applications.
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Introduccion

Las lesiones de médula espinal constituyen una de las
problematicas mas importantes de salud a nivel mundial.
Deacuerdo conlaOrganizacién Mundial dela Salud (OMS)
se estima que cada afio entre 250,000y 500, 000 personas
sufren una lesion en este tejido nervioso (Organizacion
Mundial de la Salud: nota descriptiva No. 384, 2013). La
médula espinal, tiene como principal funcién realizar las
conexiones electroquimicas neuronales, relacionadas con
el movimiento de los musculos. Cuando existe una lesiéon
en este tejido, la conexidn se interrumpe, provocando
cuadriplejia o paraplejia.

Desafortunadamente, este problema de salud es
irreversible y no existe un método efectivo para
contrarrestarlo completamente (Diaz, 2013). Razén por la
cual, en los dltimos afios diversos grupos de investigacién
se han centrado en buscar alternativas para el disefio de
farmacos, que contribuyan a solucionar este padecimiento.
Uno de ellos, es el perteneciente al Departamento de Fisica
delaUAM-Iacargodel Dr.Olayo Gonzalez. Este grupo, desde
hace 15 afios ha desarrollado una linea de investigacién en
la que se propone el uso de polimeros. Se ha demostrado
que los polimeros son materiales biocompatibles y su
funcién radica en llevar a cabo la reconexién neuronal
y la regeneracién del sistema nervioso (Zhang et al,
1998). Es este sentido, se ha estudiado la técnica de
polimerizacién por plasma. Debido a que estos materiales
poseen propiedades térmicas, eléctricas y 6pticas, que los
hacen funcionales en aplicaciones biolégicas y biomédicas
(Forch etal., 2005).

Uno de los polimeros generalmente estudiados es el
pirrol. Este material es térmicamente estable para
sintetizar y tiene una alta conductividad eléctrica.
Alvarez et al, (2015) han realizado estudios in vivo
que demuestran que el pirrol sintetizado por plasma,
polipirrol (PPPy) (Figura 1) promueve la recuperacién
de las funciones motora y sensorial de lesiones
traumaticas de la médula espinal.

Este grupo de investigacién, ha determinado que el
PPPy tiene la capacidad de interactuar con proteinas.
Por ejemplo, las denominadas integrinas, las cuales, son
receptores de adhesion celular, donde el reconocimiento
integrina-ligando implica una coordinacién directa con
un i6n metdlico principalmente (Carman y Springer,
2003).

A R=R,= -NH,R,=-C=END R=R,=-C=EN R,=-NH,
BR =R,=-NH,R,=-C=NE R,=R,= -C=N R=-NH,C R,=R;=
-NH,R,=-C=EN F R =R,= -C=EN R,=-NH,
Figura 1. Estructura quimica del PPPy. Donde R, R, y R,
corresponde a la posicion que ocupan los grupos nitrilo (C=N)
o0 grupos amino (NH,) obteniendo 6 combinaciones diferentes.

Las integrinas estan constituidas de dos subunidades,
denominadas ay 3. Ambas sonimportantes para establecer
un sitio de unién con ligandos especificos, ya que se
encuentran conectadas a través de enlaces covalentes. Los
ligandos que pueden unirse a las integrinas son iones como
el Ca**y Mg?*. También se ha estudiado la interaccién con
péptidos como el RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspértico)
(Nagae et al,, 2012). La integrina generalmente analizada
es la del tipo av33 porque se conocen el sitio activo como
se muestra en la siguiente figura.

Figura 2. Estructura de la integrina avf33 resaltando los sitios
activos de la proteina (a) y los residuos que participan en la
union (b).

La unién entre la integrina y el PPPy es gracias a la
presencia de grupos funcionales como amino (NH,) y
nitrilo (C=N), lo cual, se ha demostrado con base en
analisis de espectroscopia infrarroja de acuerdo con los
estudios de Kumar et al.,, 2003. En el afan de analizar
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las interacciones del biopolimero con diversos grupos
funcionales, estos autores propusieron una estructura
quimica del PPPy, tras analizar el comportamiento de los
anillos de este polimero durante la sintesis. La estructura
propuesta por estos autores es la mas reciente que existe.
Razén por la cual, en este trabajo se muestra el estudio
computacional de la interaccién entre la proteina y el
biopolimero (integrina-PPPy) utilizando la estructura
cristalografica reportada. Los residuos que participan en
el sitio de unién para la mayoria de las combinaciones
son Ser 132, Ser 134, Glu 229 y Asp 227 (ver figura 2b).
Es importante resaltar que el Asp 227 participa en el sitio
activo generando un ambiente negativo para atraer al
PPPy, lo cual se refleja en el valor de la energia de unién
(AG ). También se sabe que este residuo juega un papel
muy importante en la unién con otros ligandos como lo
reporta Nagae et al., 2012.

El andlisis presentado en este trabajo, se basa en la
combinacion de los grupos funcionales (NH, y C=N)
sobre la estructura del PPPy. La importancia del sistema
combinatorio radica esencialmente en que estos grupos
funcionalesjueganunpapelimportanteenelreconocimiento
molecular del PPPy; y se ha determinado que especialmente
el grupo amino favorece las interacciones en comparacién
con el grupo nitrilo. Sin embargo, resulta importante un
estudio combinatorio para comprobar la hipétesis hecha
por el grupo de investigacion.

El estudio mostrado en este trabajo involucra criterios
de energia, principalmente se evaluia la energia libre de
union (AG ), la cual, estd en funcién de contribuciones
de tipo electrostatico y no electrostatico. Este analisis,
complementa la investigacion del grupo de trabajo
para sustentar los experimentos realizados in vivo y
establecer una posible explicacién sobre la interaccion
molecular integrina-PPPy; la cual, serd la base para
el disefio de biomateriales que contribuyan a la
regeneracion del tejido nervioso en la lesién traumatica
de la médula espinal.

Metodologia

Estudios de acoplamiento (Docking) de los
complejos integrina-PPPy

Los estudios de Docking se realizaron mediante el
programa computacional Autodock Vina (Trott y Olson,
2010), del cual se seleccioné los mejores modelos y con el
programa CHARMM c35b2 (Brooks et al., 2009) se realiz6
minimizacién de energia con 100 pasos de steepest descent.

Calculos de energia libre de unién integrina-PPPy
contribucidn electrostatica y no electrostatica:

Cdlculos del tipo electrostdtico

La energia libre de unién (AG) para integrina-PPPYse
determiné por medio de las contribuciones del tipo
electrostatico (AG,,,) y no electrostatico (AG ) con
base en la siguiente expresion:

u,noelec-

+AG

AGuzAGu,elec u,noelec (1)

Donde la AG,,,. es funcion de la energia de solvatacion
(AG,) y la energia coulombica (AG,, ). Esta dependencia
se muestra a través de la ecuacion:

cou

AGu,elec=AG501+AGcoul (2)

Donde la AG_, se define como la energia necesaria para
eliminar el solvente del sitio activo para que el PPPy se
enlace con la integrina. Por otro lado, el AG, , se refiere a
la energia de interaccién entre las cargas de la proteina
y el PPPy.

Los datos fueron procesados en el programa Adaptive
Poisson-Boltzmann (Dolinsky et al., 2004), en donde se
resolvid la ecuacién de Poisson-Boltztmann a pH 7.4 y
fuerza ionica 0.5 (parametros fisiologicos).

Cdlculos del tipo no electrostdtico o no polar

La contribucién no electrostatica se relacion6é con
la energia liberada al ocultar el area de la interfase
al solvente cuando se formo6 el complejo (integrina-
PPPY). Esta energia es proporcional al cambio en el area
accesible al solvente y un parametro que se asemeja a la
tension superficial (y) cuyo valor es de 0.021 k] /mol A2
y para el agua se determina el AG, . .=(y) ASA
(Friedman y Honig, 1995).

interfase

Para determinar el area de interfase se utilizo el
programa Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey
et al,, 1996) a partir de los archivos del complejo y las
moléculas aisladas. Dicho cdalculo se determin6 por
medio de la expresion:

ASA

integrina

AG . =y(ASA

u,noelec mtegrina—PPPy-

-ASA,,) (3)

Finalmente, se acoplaronlas contribuciones electrostaticas
y no electrostaticas para calcular el AG con la ecuacion (1).
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Resultados y discusion

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos a
través delandlisiscomputacional. Enlatabla 1 se observan
las contribuciones energéticas, que permitieron analizar
la interaccién integrina-PPPy. Este andlisis se realiz6
con base en la combinacién de los grupos funcionales
NH,y C=N sobre los sitios denominados R, R, y R, en la
estructura del PPPy (ver figura 1).

Tabla 1. Contribucién energética para determinar la interaccidon
entre el complejo integrina-PPPy.

Combinatoria: 1 grupo C=Ny 2 grupos NH,

complejo |, 2C AG,, AG, g AG,
(kJ/mol) | (kJ/mol) | (kj/mol) | (kJ/mol)

avB3-A 289 2 -20 271

avB3-B 199 -936 -21 -758

avB3-C 145 -945 -19 -819

Combinatoria: 2 grupos C=Ny 1 grupo NH

2

avB3-D 278 -1851 -21 -1594
avB3-E 182 -967 -22 -807
avf3-F 160 -603 -16 -459

AG,'=AG_+AG, +AG

1 noelec

Con los resultados mostrados en la tabla 1, se determiné
que el modelo combinatorio repercute significativamente
en el reconocimiento integrina-PPPy. En la primera
combinatoria, se obtuvieron dos complejos favorables,
avB3-B (AG =-758 k]/mol) y avB3-C (AG =-819 Kj/mol).
Sin embargo, para el segundo caso de combinatoria, los
valores reportados del son muy favorables.Y con base
en este criterio energético, se determina que el complejo
mas afin es el denominado avf33-D.

En el reconocimiento molecular se involucra directamente
alos grupos funcionales NH,y C=N, debido a que el grupo
de investigacion, en trabajos anteriores ha demostrado
que éstos tienen mayor afinidad con los sitios activos de
la proteina (Colin et al., 2008). Ademas, se estudié que con
un modelo formado por tres grupos NH_y otro constituido
por tres grupos C=N, se obtuvo un AG =-447 kj/mol para
el primer caso, y AG =12 k/mol para el segundo (datos no
mostrados). Lo que permitié formular una hipétesis sobre
qué grupo funcional presenta un mejor acoplamiento.

El andlisis computacional mostrado en la tabla 1,
corresponde a una metodologia que ha sido sustentada
no solo en éste, sino en otros grupos de investigacion (Lira
etal, 2013; Reyes et al.,, 2014; Moral et al., 2016; Serratos

et al, 2016). Donde se ha probado el reconocimiento
molecular de diversos sistemas biolégicos. Algunos
involucrados en enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer y Parkinson.

Con base en el criterio energético (tabla 1). Se analizé
la interacciéon molecular entre los aminodacidos del sitio
activo de la proteina con el grupo funcional, tal como
se muestra en la figura 3. En la cual, se encuentra el
complejo mas favorable correspondiente a cada una de
las combinatorias descritas anteriormente.

Combinatoria: 1 grupo C=N y 2 grupos NH,

VN s

Ser22?

. — 1 — — .
Combinatoria: 2 grupos CaN y 1 grupos NH,
Complejo avi3-0
Clalle_
.Imllll
T S
el ge . K

- P g2

- gl

AT g

] d)

Figura 3. Interaccién del complejo con los residuos del sitio
activo. (a,b) complejo méas favorable (avB3-C) del modelo
combinatorio: 1 C=N y 2 NH, (c,d) complejo mas favorable
(avB3-D) del modelo combinatorio: 2 C=Ny 1 NH,

En la figura 3, se observan los complejos mas favorables
delos modelos combinatorios. Para el primer caso (figura
3a,b), correspondiente a la combinacién de un grupo
C=N y dos NH, la interaccién mas favorable se llevo
a cabo con los residuos Glu 229, Ser 132 y Asp 227. La
diferencia mas notable de este complejo en comparacién
con el menos favorable, avf33-A, radica en que este
ultimo no interactué con el Asp 227, sino que la unién
se llevo a cabosolamente con Ser 132, Glu 229 y Ser 134.
Este primer analisis, mostré indicios de que el Asp 227
contibuyenotablemente al reconocimiento molecular.

Siguiendo en el mismo modelo combinatorio, el complejo
avB3-B ademds de estar unido a Ser 132 y Glu 229,
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interactia con un Asp 227; y como se observa en la tabla
1, tiene el segundo mejor valor de

El caso correspondiente a la combinacién de dos grupos
C=Ny uno NH,. El complejo avB3-D, fue el mas favorable,
ya que se uni6 a residuos como: Glu 229, Ser 134, Ser
132, Asp 227 y Asp 259 (ver figura 3c,d). En este caso, se
acopl6 a un Asp localizado en el sitio activo de la arginina
(Asp 227) y a uno mas (Asp 259) cercano a dicho sitio.
Como se muestra en la figura 3 ¢, la unién se logré
gracias a que estos residuos se encuentran cargados
negativamente, lo que permitié su interacciéon con los
atomos de N del PPPy. Ademas los puentes de hidrégeno
jugaron un papel importante en la unién.

Los complejos av33-E y avB3-F formaron uniones con Glu
229 y Ser 132 principalmente. A diferencia del complejo
mas favorable (av(3-D). Esto comprobé que el residuo
Asp, mejora los sitios de unién, con una contribucién
electrostaticaimportante. Ademas de que la combinacién de
C=Ny NH,es fundamental en el reconocimiento molecular
integrina-PPPy, porque se tiene un mejor acoplamiento en
comparacién con los sistemas integrados por tres grupos
amino y tres grupos nitrilo, que previamente fueron
estudiados en el grupo de investigacién.

Finalmente, se realizé un estudio que muestra el potencial
electrostatico, donde se observo el cambio en las cargas
de la proteina al llevarse a cabo la unién con el PPPy.

Combinatoria: 1 grupe C=N y 2 grupos NH,

Complejo avf3-C

Combinatoria: 2 grupos CEN y 1 grupo NH,
Complejo ovfid D

Figura 4. Potencial electrostatico. Modelo combinatoriol C=N
y 2 NH,: (a) proteina (b) integrina-PPPy. Modelo combinatorio
2 C=Ny 1 NH;: (c) proteina (d) integrina-PPPy. (Color azul
indica cargas positivas y el color rojo cargas negativas).

En la figura 4, se muestran los potenciales electrostaticos
correspondientes a las dos combinatorias. Para el primer
caso, se observa que la integrina (ver figura 4a) se
encuentra cargada negativamente (debido a los residuos
presentes en el sitio activo), por lo que atrae al PPPy
creando un ambiente electrostatico.

Para la segunda combinatoria, al igual que el caso
anterior, la integrina (figura 4c) tiene cargas negativas.
En éste, la unién result6 mas favorable respecto a
la primera combinatoria, debido a que el cambio de
potencial electrostatico que se observa en la figura
4d muestra la zona en la que predominan cargas
positivas. Con este andlisis, se comprueba que existe
reconocimiento molecular integrina-PPPy; el cual se
rige por las interacciones electrostaticas y se encuentra
directamente gobernado por el modelo combinatorio,
quien modifica notablemente la afinidad en el sistema.

Conclusiones

El estudio computacional presentado en este trabajo,
demostré que la combinacion de los grupos funcionales
C=Ny NH, sobre la estructura cristalografica del PPPy es
fundamental para favorecer el reconocimiento molecular
integrina-PPPy en las seis diferentes combinaciones. Sin
embargo, la mas favorable fue avf33-D (2 grupos C=N
y 1 grupo NH,), por la participacion de los asparticos,
provocando un ambiente altamente negativo, por lo que
atraen las cargas positivas de los grupos NH,, permitiendo
asf la uniéon mas favorable entre la proteina y el
biopolimero, esencialmente por las interacciones del tipo
electrostatico y en menor proporcién las interacciones
hidrofébicas. Este andlisis ha permitido complementar
los estudios in vivo realizados en nuestro grupo de
investigacién. Por otro lado, los resultados presentados
en este trabajo dan pauta a futuras investigaciones para el
desarrollo de biomateriales que permitan contrarrestar
las lesiones traumaticas de médula espinal.
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