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RESUMEN 

Los estudios de las interacciones a nivel molecular de los complejos proteína-ligando son la base para describir los mecanismos de acción de los fármacos. La proteína calmodulina (CaM) es una proteína intracelular que une varios antagonistas clásicos, que son utilizados en la terapéutica de algunas patologías como Alzheimer, enfermedades del comportamiento y algunos tipos de cáncer. El objetivo de este trabajo fue el estudio de las interacciones a nivel molecular de una serie de compuestos denominados Bisindolilmaleimida, para establecer una relación estructura-función como inhibidores de la proteína CaM. Los compuestos Bisindolilmaleimida son prototipos de fármaco derivado de la Estaurosporina, la cual es un alcaloide con actividad para el tratamiento del cáncer. Los compuestos II, IV, VII, X y XI de Bisindolilmaleimida son propuestos y reportados como nuevos inhibidores de la proteína calmodulina por primera vez. Para lo anterior se utilizaron herramientas de modelaje molecular (Acoplamiento molecular y Dinámicas Moleculares) para realizar los estudios teóricos y un dispositivo biotecnológico (un biosensor fluorescente de la proteína CaM -hCaM M124C-mBBr), para determinar la unión experimental de estos compuestos. Los resultados obtenidos nos indican que esta serie de compuestos se unen a la proteína calmodulina con una afinidad entre 193-248 nM, una orden de magnitud menor que la mayoría de los inhibidores clásicos. Por otro, los estudios teóricos coinciden con los resultados experimentales y nos aportan detalles moleculares complementarios de la interacción entre la proteína y la serie BIS. Se concluye que estos compuestos pueden ser excelentes prototipos para ser considerarlos nuevos inhibidores de la calmodulina.
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	λ
	Longitud de onda 

	λmáx
	Longitud de onda máxima 

	°C 
	Grados Celsius 

	K
	Grados Kelvin

	Ta
	Temperatura

	Å
	Ångström

	CaM
	Calmodulina

	CaMKK
	Calmodulina kinasa kinasa

	BIM
	Bisindolilmaleimidas

	BIS II      
	Bisindolilmaleimida II

	BIS IV 
	Bisindolilmaleimida IV

	BIS VII
	Bisindolilmaleimida VII

	BIS X
	Bisindolilmaleimida X

	BIS XI
	Bisindolilmaleimida XI

	TFP
	Trifluoperazine

	CPZ
	Ciprofloxazina

	Ca2+
	Ión calcio

	Na2+
	Ión sodio

	DM   
	Dinámica molecular

	LGA
	Algoritmo genético lamarckiano

	M124C
	Modificación del aminoácido metionina 124 por una cisteína

	hCaM
	Proteína calmodulina humana

	M
	Unidad de Molaridad

	MBBr
	Fluoróforo - monobromobinano

	mg
	Miligramos

	mL
	Mililitros

	mM
	Milimolar

	µM
	Micromolar

	fM
	Femtomolar

	nM
	Nanomolar

	s
	Segundos

	ms
	Milisegundos

	fs
	Femtosegundos

	ps
	Picosegundos

	ns
	Nanosegundos

	ng
	Nanogramos

	nm
	Nanometros

	pmoles
	Picomoles

	atm
	Atmosferas

	ns
	Nanosegundos

	P0
	Concentración de proteína

	pH
	Potencial de Hidrogeno

	CaMBPs
	Proteínas de Unión a Calmodulina

	PDE1
	Fosfodiesterasa 1

	MLCK
	Cinasa de cadena ligera de miosina

	PS
	Protein-cinasas

	Kd
	Constante de unión

	Ki
	Constante de inhibición

	FRET
	Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia

	ITC
	Calorimetría de titulación isotérmica

	MRP1
	Proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos

	RMSD
	Desviación de la media cuadrática

	PDB
	Protein Basa Date

	RMN
	Resonancia Magnética Nuclear

	logP
	Logaritmo de P

	ΔG
	Energía libre de Gibbs

	ΔH
	Entalpía

	ΔS
	Entropía
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En este trabajo, se utilizan herramientas de modelaje molecular las cuales se refieren a los métodos teóricos, que se aplican a través de algoritmos computacionales para simular el comportamiento de las moléculas de un sistema, en este caso del complejo CaM-Bisindolilmaleimida; para obtener diferentes parámetros teóricos de unión (ΔG, ΔH, ΔS y Ki), así como calcular constantes de inhibición teóricas (Ki) mismos que nos ayuden a comprender los mecanismos de acción de posibles moléculas prototipo de fármacos y sus respectivos blancos moleculares. 
Para ello se utilizó una de las técnicas computacionales de mayor importancia en el campo del modelado molecular y que es conocida como Acoplamiento Molecular o Docking Molecular; dicha técnica nos permite predecir la conformación más adecuada de una molécula al estar unida a otra, con el fin de formar un complejo estable. Hoy día uno de los sistemas biológicos de gran interés y en los cuales se hace necesario la aplicación del Docking Molecular consiste en el estudio proteína/ligando con el fin de descubrir fármacos con un gran potencial biológico. 
A la par del desarrollo computacional se utilizó una herramienta de detección directa exitosa desarrollada por nuestro grupo de trabajo es el biosensor de calmodulina hCaM-M124C-mBBr que ha sido empleado para detectar la unión de diversos ligandos como Ca2+, fármacos y metabolitos bioactivos. Este biosensor es una proteína humana recombinante, en la que se reemplazó a la metionina 124 por una cisteína, mediante mutagénesis sitio-dirigida, y posteriormente se le unió covalentemente el fluoróforo monobromobimano (mBBr), confiriéndole la propiedad fluorescente a la proteína. Al unir un ligando muestra un cambio en la intensidad del espectro de fluorescencia que es cuantificado.
Se encontró que los compuestos Bisindolilmaleimida son prototipos de fármaco derivado de la Estaurosporina, la cual es un alcaloide con actividad para el tratamiento del cáncer ya que bloquea ciertas proteínas e impide el crecimiento de células cancerosas. Estos compuestos han sido utilizados como inhibidores de la PKC así como en estudios de la función del receptor muscarínico. También se ha demostrado que dichos compuestos pueden inhibir la glicoproteína P así como la proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos (MRP1).
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Las biomoléculas y sus interacciones
	Las biomoléculas son las estructuras más versátiles y complejas de la naturaleza; y sus funciones en la biología abarcan muchos procesos celulares; desde proporcionar sostén a las estructuras celulares hasta la más exquisita combinación de enzimas y máquinas moleculares.1
Las moléculas (fármacos, hormonas, proteínas) que se unen a un receptor se denominan ligandos. La unión puede ser específica y reversible. Un ligando puede activar o inactivar al receptor; a su vez, la activación puede incrementar o reducir la actividad de una determinada función celular. Cada ligando puede interactuar con muchos subtipos de receptores. Una cantidad reducida de fármacos, si es que existe alguno, son absolutamente específicos para un receptor o un subtipo de receptor determinado, pero la mayoría presenta una relativa selectividad. La selectividad es el grado en que un fármaco actúa sobre un sitio dado en relación con otros sitios, y depende en gran medida de la unión fisicoquímica del fármaco a los receptores celulares.2
Dentro de las biomoléculas blanco para la acción de ligandos específicos, las proteínas juegan un papel muy importante debido a las diversas funciones que desempeñan (estructural, transporte, enzimática, regulación, etc.); el estudio de estas biomoléculas es fundamental para entender el mecanismo que se lleva a cabo en muchos procesos biológicos.
En el caso de las proteínas, éstas interactúan con otras proteínas o moléculas a través de la energía de afinidad, que varía desde órdenes de mM a fM. El grado de afinidad es determinante para la formación de complejos de tipo proteína-ligando, fungiendo como el ligando los iones Ca2+, proteínas, enzimas, fármacos, péptidos, entre otros.
En la Figura 1[3] se observa una proteína unida a un ligando rodeada de un cubo color rojo el cual es su sitio activo. Conocer qué moléculas se unen y de qué manera resulta muy importante para entender las diversas funciones biológicas del organismo.

[image: ¿Cómo funciona el docking?]
Figura 1.  Proteína en superficie y con el ligando unido. La caja rodea el sitio activo.
La interacción de proteínas con diferentes ligandos puede ser explorada por diversas técnicas experimentales tales como: espectroscopías, calorimetría, difracción de Rayos X, determinación estructural por RNM y biosensores. Sin embargo, en el caso de las proteínas no basta con estudiar las diversas de las técnicas experimentales, sino que se requiere interpretar mejor su afinidad, selectividad y estabilidad y para ello es necesario utilizar modelos que detallen mejor su estructura; las herramientas de modelado molecular. La simulación molecular juega un papel esencial, principalmente en lo que respecta al modelado tridimensional de proteínas, cuyo objetivo es el estudio de las interacciones que le confieren su estructura específica, la predicción de sitios potenciales de reconocimiento de los ligandos (docking), así como simulaciones de su DM y de su reactividad estructural frente a cambios del medio.
Las herramientas de modelaje molecular utilizadas en este trabajo se refieren a los métodos teóricos, que se aplican a través de algoritmos computacionales para simular el comportamiento de las moléculas de un sistema, en este caso del complejo CaM-Bisindolilmaleimida; para obtener diferentes parámetros teóricos de unión (ΔG, ΔH, ΔS y Ki), así como calcular constantes de inhibición teóricas (Ki) mismos que nos ayuden a comprender los mecanismos de acción de posibles moléculas prototipo de fármacos y sus respectivos blancos moleculares.
[bookmark: _Toc62058501]
Interacciones de fármacos
Un principio básico de la farmacología establece que las moléculas del fármaco deben ejercer alguna influencia química sobre uno o más componentes celulares para producir una respuesta farmacológica. Dicho de otra manera, las moléculas del fármaco deben estar suficientemente próximas a las moléculas que constituyen las células para alterar el funcionamiento de estas últimas.
Esos importantes lugares de unión se denominan blancos farmacológicos. Los mecanismos por los que la asociación de una molécula de fármaco y su blanco dan lugar a una respuesta fisiológica constituyen el principal impulso de la investigación farmacológica. La mayoría de los blancos farmacológicos son proteínas.
Para que un fármaco tenga alguna utilidad terapéutica o científica, debe actuar selectivamente sobre determinadas células o tejidos, es decir, debe demostrar una especificidad elevada por un lugar de unión. Por otro lado, las proteínas que actúan como blanco molecular para un fármaco no suelen mostrar una gran especificidad por el ligando; únicamente reconocen un ligando de un tipo determinado e ignoran las moléculas parecidas. 
Una forma de conocer como es esta interacción entre el fármaco y su blanco molecular es estudiando las interacciones entre ellos a nivel molecular, lo que se conoce como mecanismo de acción farmacológico. El conocer a detalle la interacción entre los fármacos y sus receptores tiene una serie de ventajas entre las que se incluyen, posologías precisas, efectos adversos identificados, sinergismos establecidos, contraindicaciones conocidas, entre otras.  
Por lo que en este trabajo se pretende estudiar las interacciones moleculares de 5 compuestos derivados de Bisindolilmaleimida (II, IV, VII, X y XI), utilizando herramientas de modelaje molecular y un biosensor de CaM. 

[bookmark: _Toc62058502]La proteína calmodulina (CaM), como blanco molecular
La CaM es una proteína intracelular, ubicua, altamente conservada en células eucariotas; posee dos dominios de unión al ion Ca+2 conectados por un segmento flexible, esta presenta cambios conformacionales apreciables al unir ligandos (Figura 2). La unión del ion Ca+2 expone un par de parches hidrofóbicos en la proteína, los cuales hacen posible la unión y modulación con alrededor de 300 proteínas de interés farmacológico. Algunos ejemplos de proteínas incluyen la fosfodiesterasa 1 (PDE1), cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK), óxido nítrico sintetasa endotelial (eNOS), neurogranina (NG). Estos complejos juegan papeles importantes en diversos procesos celulares tales como: transcripción genética, apoptosis, síntesis de proteínas, división celular, contracción del musculo liso, etc. De igual forma la CaM une varios antagonistas clásicos tales como trifluoroperazina (TFP), clorpromazina (CPZ), malbrancheamidas (MBC), xantonas, vinblastinal, etc4; los cuales son utilizados en la terapéutica de algunas patologías.
[image: ]
Figura 2. Cambio conformacional del sistema CaM-ligando.

[bookmark: _Toc517200816][bookmark: _Toc62058503]Blancos moleculares regulados por la calmodulina
Los blancos moleculares que es capaz de regular la proteína CaM son diversos, la Figura 3, muestra algunos de ellos. Éstos se encuentran involucrados en el crecimiento celular, fosforilación, defosforilación, replicación, transcripción, metabolismo celular de calcio y segundos mensajeros, entre los más importantes.5 Las proteínas de unión a CaM (CaMBPs) se han agrupado principalmente en dos motivos relacionados, denominados 1-8-14 y 1-5-10 según la posición de los residuos hidrofóbicos conservados. Las proteínas que contienen el motivo 1-8-14 incluyen a calcineurina, óxido nítrico sintasa, adenilil ciclasa y la cinasa de la cadena ligera de miosina. Otras CaMBPs, CaM cinasas (CaMKI, II) y la sinapsina, poseen el motivo 1-5-10. Las CaMBPs que no utilizan estos motivos incluyen a la fosfodiesterasa de nucleótido cíclico 3´-5´, adenilil ciclasa de mamífero y distrofina. 
La CaM, también puede unir proteínas en una forma independiente de Ca2+ a través de una secuencia consenso denominada motivo IQ, descritas para las cadenas ligeras de miosina de tipo II convencionales y no convencionales, neuromodulina y neurogranina.
La regulación de las CaMBPs depende de la concentración de calcio que exista en el medio intracelular y de acuerdo con esto algunas proteínas se han podido clasificar principalmente en dos categorías6,7:
a) Proteínas de unión a CaM dependientes de calcio, proteínas que mantienen conservados los motivos 1-8-14 y 1-5-10.
b) Proteínas de unión a CaM independientes de calcio, principalmente aquellas con dominio IQ.
[image: C:\Users\erika\Downloads\Calmodulina.png]
[bookmark: _Hlk515137973][bookmark: _Hlk511846318]Figura 3. Clasificación de blancos moleculares de la proteína CaM de acuerdo al proceso celular regulado8.

La proteína CaM es un blanco molecular de diversos fármacos debido a que desempeña un papel importante en la regulación de muchos procesos fisiológicos tales como: regulación genética, síntesis de proteínas, contracción del músculo liso, transporte axonal, crecimiento celular, procesos de secreción, función de canales iónicos, motilidad celular y quimiotaxis, entre los más importantes. En el aspecto fisiopatológico está relacionada indirectamente con enfermedades de tipo neurodegenerativas como el Alzheimer, trastornos mentales del comportamiento como la esquizofrenia, cáncer, susceptibilidad viral y baja respuesta inmunológica.
Las proteínas de unión a calmodulina (CaMBPs) pueden ser categorizadas en seis clases con base en su modo de regulación como se observa en la Tabla 1.9
	Tabla 1. Clasificación de proteínas de unión a calmodulina.

	CLASE
	TIPO DE REGULACIÓN

	Clase A
	Pertenecen a esta clase, proteínas que se unen de manera irreversible a CaM en una forma independiente de calcio. Un ejemplo es la fosforilasa kinasa donde CaM es una subunidad del complejo que es activado por calcio.

	Clase B
	Estas proteínas se unen de manera reversible a CaM en ausencia de calcio. Por ejemplo, neuromodulina y neurogranina, que actúan como secuestradoras de CaM y la unen a la membrana cuando los niveles de calcio son “basales”. Pero cuando se dispara una señal de calcio la liberan para que pueda actuar.

	Clase C
	Estas proteínas forman complejos con CaM de baja afinidad inactivos cuando las concentraciones de calcio son basales. Cuando hay una señal de calcio aumenta la afinidad del complejo y se activan. Por ejemplo, la kinasa de la cadena liviana de la miosina (MLCK) y la fosfatasa calcineurina.

	Clase D
	Se unen en presencia de calcio, pero CaM no las activa, las inhibe. Por ejemplo, algunos miembros de los receptores kinasa acoplados a proteína G y el receptor para IP3 tipo I.

	Clase E
	Las más convencionales, que son activadas por el complejo CaM/Ca. Estas enzimas normalmente promueven su regulación por otras CaMBPs a través de fosforilación. Por ejemplo, las proteínas kinasas I, II y IV dependientes de CaM que son reguladas por la CaM kinasa kinasa (CaMKK)

	Clase F
	Las kinasa dependientes de CaM que regulan otras CaMBPs. Por ejemplo la CaMKK . Aquí se incluye un caso específico la CaM kinasa II, es una proteína multimérica que requiere que las subunidades catalíticas y substrato se unan a CaM para que se dé la autofosforilación.
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La actividad reguladora de la CaM se inhibe en presencia de ciertos fármacos y numerosos metabolitos secundarios. Por lo tanto, la identificación de fármacos que alteran la actividad de CaM puede proporcionar un nuevo enfoque para el tratamiento de procesos fisiológicos o patológicos. En los últimos años, se han identificado varios compuestos que inhiben a CaM, entre los que se encuentran fármacos antipsicóticos, relajantes de músculo liso, agentes bloqueadores α-adrenérgicos, neuropéptidos, antipalúdicos, antiespasmódicos, antitumorales, antidepresivos, anestésicos locales, antihistamínicos y anticolinérgicos.
Los estudios de las propiedades fisicoquímicas y estructurales de una variedad de inhibidores de CaM han demostrado que hay interacciones iónicas e hidrofóbicas entre los ligantes y la CaM. Las relaciones estructurales entre estas regiones iónicas e hidrófobas y otros factores como la estructura del fármaco (principalmente anillos resonantes, estructuras grandes e hidrofóbicas y halógenos presentes), fuerzas iónicas, interacciones electrostáticas, hasta ahora identificados, son factores importantes y necesarios para la unión efectiva de CaM-fármaco y no sólo es necesaria una característica aislada para la correcta interacción, incluso pueden dominar algunas características más que otras, pero eso depende de la naturaleza del fármaco.10
Muchos de los compuestos conocidos que inhiben a CaM tienen similitudes estructurales, lo que sugiere que la estructura geométrica de una molécula bioactiva es importante para determinar su interacción con la CaM. En muchos casos, ligeras modificaciones en la estructura química pueden alterar en gran medida la capacidad de un compuesto para unirse a la CaM e inhibir su actividad. Tal especificidad estructural es sugestiva de interacciones específicas de fármaco-receptor y no de unión hidrófoba simple. En la Figura 4 se observa la estructura de la dinorfina y la β-endorfina las cuales de unen a CaM y como se mencionó anteriormente sus estructuras presentan similitudes, del mismo modo se observa la estructura de la trifluoperazina y la fenotiazina las cuales son utilizadas como controles negativos de unión a CaM.

[image: ]
Figura 4. Estructuras de los neuropéptidos β-endorfina y dinorfina las cuales sí tienen actividad por CaM, a diferencia de la fenotiazina y trifluoperazina.
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Las Bisindolilmaleimidas (BIM) son compuestos orgánicos derivados de indolocarbazoles, la Estaurosporina está formada por un grupo maleimida y dos grupos indol unidos a él.11 Se han sintetizado una serie de compuestos a partir de BIM con diferentes sustituyentes en uno de los indoles. Esta serie de BIM incluye del compuesto I al XI de los cuales se ha informado de su actividad biológica. Se sabe que BIS I es un inhibidor de la proteína quinasa C (PKC)12 y la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3)13, así como un antagonista competitivo en el receptor 5-HT3.14 BIS II es un inhibidor general de todas las PKC.15 Los BIS I, II, III, IV y V interactúan e inhiben el ABCG2 (un transportador con importancia potencial en la resistencia a los medicamentos contra el cáncer).16 BIS IV, además de inhibir la PKC, también inhibe la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA).15 BIS I, BIS II, BIS III, BIS VI, BIS VII y BIS-VIII inhiben el transportador de cationes orgánicos portadores de solutos (OCT) 1, involucrado en la captación de fármacos comercializados en el hígado.17 BIS IX es un potente inhibidor de GSK-3.13 BIS X también se considera un inhibidor de las proteínas quinasas (PK).18 BIS XI inhibe la PKC y previene la activación y proliferación de las células T.19,20
La Estaurosporina es un fuerte inhibidor de protein-cinasas, ha sido caracterizado como un fuerte inductor de apoptosis en diversos tipos de células.21 El mecanismo por el cual la Estaurosporina induce la apoptosis permanece polémico. Se cree que involucra la vía mitocondrial, con la traslocación de Bax del citosol a la mitocondria, teniendo como consecuencia la disfunción de la mitocondria y la liberación del citocromo c.22
En este caso utilizamos los compuestos II, IV, VII, X y XI los cuales tienen estructuras similares entre sí como se observa en la Figura 5.
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[bookmark: _Toc62058506]Interacción CaM-Fármaco
La actividad reguladora de la CaM se inhibe en presencia de ciertos fármacos y numerosos metabolitos secundarios. Por tanto, la identificación de fármacos que alteran la actividad de CaM pueden proporcionar un nuevo enfoque para tratar procesos fisiológicos o patológicos. Actualmente existen una cantidad apreciable de fármacos y compuestos prototipo de fármacos relacionados con la proteína CaM, entre los que se encuentran: serotonina, dopamina, clorpromazina, fluoxetina, Imipramina, vinblastina, vincristina, colchicina, berbamina, tamoxifeno, calmidazolium, fenixibenzamina, flufenazine; estos poseen actividades farmacológicos como antipsicóticos, relajantes de músculo liso, agentes bloqueadores α-adrenérgicos, antipalúdicos, antiespasmódicos, antitumorales, antidepresivos, anestésicos locales, antihistamínicos y anticolinérgicos.23
[bookmark: _Toc62058507]
Métodos para la determinación de interacciones proteína CaM-ligandos
La Figura 6, muestra algunos de los métodos utilizados para los estudios de interacción proteína-ligandos. Los más utilizados incluyen: ensayos enzimáticos funcionales24, electroforesis en geles de poliacrilamida en estado nativo25, cromatografía de afinidad26, mutagénesis sitio dirigida27, cristalografía de rayos-X28, espectroscopia de UV–Visible, dicroísmo circular26, espectroscopia de Raman, resonancia magnética nuclear (NMR)29,  calorimetría de titulación isotérmica (ITC)30, espectroscopia de masas31 y métodos fluorescentes como transferencia de energía resonante (FRET)32 y biosensores fluorescentes de calmodulina33-35.  
[image: ]
Figura 6. Técnicas utilizadas para el estudio de las interacciones biomoléculas-ligandos.

En esta figura se representan los principales métodos que son utilizados para el estudio de interacciones entre una biomolécula y su respectivo ligando, así como el diseño de nuevas moléculas prototipo de fármacos. a) Ensayos de fluorescencia, b) Calorimetría de Titulación Isotérmica (ITC), c) Ensayos de actividad, d) Métodos in silico (Dinámica Molecular), e) Movilidad Electroforética (Nativa).

[bookmark: _Toc62058508]Ensayos enzimáticos funcionales
La cinética enzimática es la ciencia que estudia la velocidad de las reacciones químicas que son catalizadas por enzimas, en la cual, las moléculas sobre las que actúan los enzimas se denominan sustratos y las moléculas resultantes de la conversión productos. El estudio de la cinética de un enzima permite explicar los detalles de su mecanismo catalítico, su papel en el metabolismo o incluso cómo se controla su actividad en la célula. 
Las dos propiedades más importantes al trabajar con enzimas son: el tiempo que tarda en saturarse con un sustrato en particular y la velocidad máxima de reacción que puede alcanzar. Para el estudio de estas propiedades en el laboratorio se realizan los ensayos enzimáticos. El procedimiento a seguir en estos casos es medir la aparición de un producto o la desaparición de un sustrato o la variación de un cofactor o de algún componente de la reacción frente al tiempo. Existen diversos métodos para realizar estas medidas. La espectrofotometría permite detectar cambios en la absorbancia de luz por parte del sustrato o del producto (según la concentración de estos) y la radiometría implica incorporación o liberación de radiactividad para medir la cantidad de producto obtenido por tiempo.
Por ejemplo, en el caso de la espectrofotometría:
· Si el producto absorbe luz a una longitud de onda determinada podemos evaluar la aparición del producto analizando el incremento de absorbancia a dicha longitud de onda.
· Si el sustrato absorbe luz a una longitud de onda determinada podemos evaluar la desaparición del sustrato analizando la disminución de absorbancia a dicha longitud de onda.
· De igual modo podemos analizar la variación de un cofactor o de algún componente de la reacción
En definitiva, la actividad de una enzima se mide mediante la determinación de la cantidad de sustrato formado por unidad de tiempo, en condiciones exactamente definidas (pH, Tª…) y estrictamente controladas como se observa en la Figura 7. 
[image: Cinética enzimática - Wikipedia, la enciclopedia libre]
Figura 7. Ensayos enzimáticos funcionales. Técnicas utilizadas para el estudio de las interacciones biomoléculas-ligandos. 

[bookmark: _Toc62058509]Electroforesis en geles de poliacrilamida
La electroforesis es la migración de solutos iónicos bajo la influencia de un campo eléctrico; estas partículas migran hacia el cátodo o ánodo (electrodos - y +), en dependencia de una combinación de su carga, peso molecular y estructura tridimensional. Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de resolución y versatilidad, y sirven como método de separación de mezclas complejas de ácidos nucleicos, proteínas y otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de pureza.
Los geles de poliacrilamida son el resultado de la polimerización química de una mezcla de acrilamida y bisacrilamida. Controlando la concentración de ambas obtenemos geles de diferente grado de reticulación (diferente diámetro de poro). Uno de los métodos de electroforesis más comúnmente aplicado para proteínas es el que emplea geles de poliacrilamida (PAGE = polyacrylamide gel electrophoresis) en presencia del detergente aniónico dodecilsulfato sódico (SDS). Esta técnica es conocida como SDS-PAGE. Para ello se prepara un gel en placa vertical (Figura 8). Variando la concentración de acrilamida y bisacrilamida en la preparación del gel se consiguen distintos grados de porosidad y, por tanto, distintos intervalos de separación de proteínas.

[image: Electroforesis, nb, sb y wb.]
Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
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Cromatografía de afinidad
La cromatografía de afinidad separa las proteínas (analitos) en función de su especificidad de fijación de ligandos. Los ligandos de afinidad son moléculas poliméricas que sirven de soporte porque están unidas covalentemente sobre la columna cromatográfica o matriz inerte que debe de tener una estructura de poro abierta y estabilidad en condiciones de cambio de pH, detergentes y agentes disociantes, para así, retener y adsorber específicamente a las proteínas, la fase estacionaria es sólida. Estos ligandos se clasifican según su naturaleza química o su selectividad para la retención de analitos, esta última se clasifica en ligandos específicos (anticuerpos) y generales (como las lecitinas). Cuando las proteínas no específicas se han lavado a través de la columna, se eluye la proteína ligada con solución que contiene ligando libre (Figura 9). Después se introduce una nueva fase móvil que se desactiva, generalmente por el acoplamiento o alteración de los sitios activos inhibidor-ligando, para que esto pueda ser posible, se necesita un cambio en el pH, la fuerza iónica o la polaridad, debido a que estas condiciones modifican las características de los sitios activos, la finalidad de este proceso es hacer fluir a la proteína para continuar con la regeneración de la columna cromatográfica. 
La cromatografía de afinidad tiene la ventaja de ser altamente selectiva para la retención de proteínas afines a la columna, para ello, emplea sistemas de baja presión, columnas cortas y un campo restringido para la separación.

[image: Conceptos de Bioquimica: abril 2016]
Figura 9. Esquema de Cromatografía de Afinidad.

[bookmark: _Toc62058511]Mutagénesis sitio dirigida
Técnica de introducción racional de cambios en la estructura primaria de una proteína a través de mutaciones puntuales en sitios específicos de su gen. Es necesario tener el gen clonado y conocer su estructura para decidir qué triplete codificador queremos alterar para que, según el código genético, resulte en un cambio de aminoácido. Las mutaciones se introducen mediante oligonucleótidos sintéticos que contienen el cambio deseado. El rediseño de proteínas tiene tantos usos en estudios fundamentales de las relaciones estructura-función como en la obtención de enzimas con propiedades biotecnológicas adecuadas. 

[image: Introducción a técnicas de ingeniería genética - ppt descargar]
Figura 10. Mutagénesis sitio dirigida de una proteína. Se observa que el cambio de secuencia en el gen produjo un cambio del aminoácido. 

[bookmark: _Toc62058512]Cristalografía de Rayos X
La cristalografía de rayos X es una técnica consistente en hacer pasar un haz de rayos X a través de un cristal de la sustancia sujeta a estudio. El haz se escinde en varias direcciones debido a la simetría de la agrupación de átomos y, por difracción, da lugar a un patrón de intensidades que puede interpretarse según la ubicación de los átomos en el cristal, aplicando la ley de Bragg (Figura 11).
Por medio de esta técnica es posible dilucidar estructuras cristalinas. Gracias a esta técnica se ha podido averiguar la estructura y el mecanismo molecular y de actuación de moléculas biológicas de origen diverso, como proteínas, ácidos nucleicos, etc. También puede utilizarse en el diseño racional de fármacos. Sus mayores limitaciones se deben a la necesidad de trabajar con sistemas cristalinos, por lo que no es aplicable a disoluciones, a sistemas biológicos in vivo, a sistemas amorfos o a gases. Es posible trabajar con monocristales o con polvo microcristalino, consiguiéndose diferentes datos en ambos casos. Para la resolución de los parámetros de la celda unidad puede ser suficiente la difracción de rayos X en polvo, mientras que para una dilucidación precisa de las posiciones atómicas es conveniente la difracción de rayos X en monocristal.
La cristalografía de rayos X desempeñó un papel esencial en la descripción de la doble hélice de la molécula de ADN. Esta técnica se utiliza ampliamente en la determinación de las estructuras de las proteínas.
[image: Cristalografía. Resolución estructural]
Figura 11. Esquema de cristalografía de rayos X.
[bookmark: _Toc62058513]Espectroscopia de UV-visible
La espectroscopia UV-Vis fue uno de los primeros métodos físicos que se aplicaron al análisis cuantitativo y a la determinación de estructuras moleculares. La técnica de espectroscopia UV-Vis es muy utilizada en el análisis cuantitativo, aunque en análisis cualitativo, en la determinación de estructuras, es superada por otras técnicas, como espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear. 
La región espectral correspondiente al ultravioleta y visible va desde el UV lejano con longitud de onda entre 10 y 200 nm (también denominada UV de vacío porque el O2 absorbe en esta región justo por debajo de 200 nm), UV cercano entre 200 y 400 nm, y visible entre 400 y 800 nm (Figura 12). La radiación ultravioleta y visible se caracteriza por ser absorbida por electrones de valencia de moléculas y átomos, los cuales son excitados a niveles de energía superiores. La absorción de la radiación electromagnética por los electrones de valencia se encuentra, generalmente, dentro de la región ultravioleta del espectro; esto significa que, comúnmente, la materia es opaca a la radiación en alguna parte de esta región.
La absorción molecular en la región ultravioleta y visible del espectro depende de la estructura electrónica de una molécula. La absorción de energía se cuantifica y da por resultado la elevación de los electrones desde orbitales en el estado básico a orbitales de mayor energía en un estado excitado. Para muchas estructuras electrónicas, la absorción no ocurre en una porción fácilmente accesible de la región ultravioleta. 
En la práctica, la espectrometría ultravioleta está limitada en gran parte a los sistemas conjugados. Sin embargo, se tiene gran ventaja en cuanto a la selectividad de la absorción ultravioleta: los grupos característicos pueden reconocerse en moléculas de complejidad ampliamente variable. Una gran parte de la molécula relativamente compleja puede resultar transparente en el ultravioleta de modo que existe la posibilidad de obtener un espectro similar al de una molécula bastante más simple.
[image: ]
Figura 12. Espectro electromagnético.
[bookmark: _Toc62058514]Dicroísmo circular
El dicroísmo circular se expresa frecuentemente como la propiedad que poseen algunos materiales de absorber la luz a diferentes grados dependiendo de la forma de polarización del haz incidente. Se dice que un material presenta dicroísmo circular cuando la absorción de la luz circularmente polarizada en una dirección (derecha) es diferente de la absorción de la luz circularmente polarizada en la dirección opuesta (izquierda) (Figura 13) (Hammes G., 2005; Berova N., 2000; Velluz L., 1965; Abu-Shumays A., 1966; Hennessey J.P., 1981). Cuando la luz se polariza circularmente, surge un componente secundario de absorbancia. Este componente secundario de absorbancia se mide como el cambio entre la luz polarizada circularmente (RCP) a la derecha e izquierda, y la diferencia resultante se expresa como absorbancia (Berova N., 2000 y Velluz L., 1965).[image: ]Figura 13. Esquema de DC en el que se mide la diferencia en absorción. (Modificada de Ranjbar B. y Gill P. 2009).
[bookmark: _Toc62058515]Espectroscopia de Raman
La espectroscopía Raman es una técnica fotónica utilizada para obtener en pocos segundos información química y estructural de diversas sustancias. El análisis por espectroscopía Raman se basa en la medición de la luz dispersada por un material sobre el cual se hace incidir un haz monocromático. La luz dispersada presenta cambios en la longitud de onda respecto al haz incidente dependiendo de la estructura química de la muestra. Esto también permite determinar semi cuantitativamente la cantidad de sustancia en una muestra de casi cualquier material o compuesto para su identificación, detectar vibraciones en moléculas y caracterizar fases puras y mezclas de minerales con un empaquetamiento atómico similar.
La espectroscopia Raman en línea se usa para monitorizar los procesos de cristalización y revelar los mecanismos de reacción y la cinética. Estos datos permiten, en combinación con herramientas de análisis, la comprensión y optimización de las reacciones bien fundadas.
[image: Diagrama básico para hacer espectroscopia Raman. ]
Figura 14. Diagrama básico para hacer espectroscopia Raman.

[bookmark: _Toc62058516]Resonancia magnética nuclear

La RMN permite resolver la estructura de compuestos orgánicos y organometálicos, posibilita la determinación de la estereoquímica del esqueleto carbonado y proporciona una información valiosa de otros núcleos magnéticamente activos. La RMN es una espectroscopía de absorción, cuyo fundamento radica en la propiedad que poseen algunos núcleos de absorber energía cuando son sometidos a la acción de radiofrecuencias. Este tipo de radiación provoca un tránsito entre niveles de energía resultante de la interacción de un campo magnético externo con las distintas orientaciones del espín nuclear.
En la actualidad, no se conoce una técnica más potente que la espectroscopía de RMN en la dilucidación de estructuras moleculares en fase líquida, por lo que esta técnica constituye el pilar básico para aquellos investigadores que precisen de dicha información a lo largo de sus trabajos.
[image: fundamentos de espectroscopia RMN - YouTube]
Figura 15. Esquema de equipo para Resonancia Magnética Nuclear.
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Calorimetría de titulación isotérmica
Un calorímetro es un instrumento que sirve para medir la cantidad de calor que libera o absorbe una muestra en la que ocurre algún evento que refleja las interacciones moleculares presentes entre los componentes de la muestra. Éste puede ser la unión de una molécula pequeña (ligando) a una macromolécula (proteína), una reacción química o el cambio estructural que sufre una proteína cuando se calienta. Todos los calorímetros constan de los mismos elementos básicos en su diseño y operan con los mismos principios. Las diferencias entre ellos están en la cantidad de muestra que requieren y en su precisión. 
La Figura 16A muestra los elementos básicos de un calorímetro. En este caso, se trata de un calorímetro de titulación isotérmica (CTI). Éste tiene dos celdas idénticas, una de referencia (R) que se llena de agua pura y otra que contiene la muestra (M). Ambas están colocadas dentro de una “chaqueta térmica” que las aísla del exterior, evitando así pérdida o ganancia de energía desde el entorno. El calorímetro establece una diferencia de temperatura (ΔT) muy pequeña, aproximadamente de 0.0001 grados o menos, de tal manera que la medición se realiza a temperatura constante, y de ahí el empleo de la palabra isotérmico en el nombre del calorímetro. En la celda M se coloca la punta de una jeringa que permite inyectar pequeñas cantidades de su contenido. Típicamente, en la celda M se sitúa una solución de una proteína (P) y en la jeringa una solución de una sustancia (L) cuya interacción con la proteína se desea estudiar. Al realizar una primera inyección o titulación, L y P entran en contacto dentro de la celda M e interaccionan entre sí, liberando o absorbiendo calor. Así, la celda M se calienta o se enfría y el ΔT original cambia. El CTI entonces proporciona energía a la celda que esté a menor temperatura para recuperar el ΔT original. Esto lo hace a través de unos dispositivos llamados termopares. De hecho, lo que el CTI realmente mide no es el cambio de temperatura ΔT sino la potencia (corriente y voltaje) proporcionada a través de estos dispositivos. 
La cantidad de energía que hay que proporcionar para recobrar el ΔT original es igual a la cantidad de energía que se liberó o absorbió debido a la interacción o unión entre P y L en esa primera inyección. Esta energía es el área del primer pico de la Figura 17. En subsecuentes titulaciones, la cantidad de energía debida a la unión de L a P disminuye, ya que la cantidad de P libre en la celda (sin tener a L unido) es cada vez menor (Figura 16B). Es decir, las áreas de los picos van decreciendo. En un experimento exitoso, en las últimas titulaciones esta energía es muy cercana a cero, ya que todas las moléculas de proteína tienen unido a L. Con un CTI, entonces, la medición se realiza a temperatura constante, variando la concentración de la sustancia que esté colocada en la jeringa.47
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Figura 17. Interacciones entre Ligando/Proteina tomadas de “Calor y proteínas”, Miguel Costas Basín 1 de enero de 2015 | Vol. 16 | Núm. 1 | ISSN 1607 - 6079
Figura 16. Calorímetro de Titulación Isotérmica (CTI).


En la figura 16 se observa cómo está compuesto un calorímetro (los elementos básicos), el cual consta de dos celdas idénticas, la de referencia R que se llena de agua pura y la de la muestra M que se llena de una solución de proteína P. En la celda M se coloca una jeringa que contiene una solución de una sustancia L cuya interacción con la proteína se desea estudiar. El calorímetro establece una diferencia de temperatura ΔT entre ambas celdas que se encuentra aisladas del exterior por una chaqueta térmica. Lo que el CTI realmente mide no es el cambio de temperatura ΔT sino la potencia (corriente y voltaje) proporcionada a través de estos dispositivos.
En la figura 17 se observa un par de gráficas de titulaciones en donde se observa la energía de interacciones de L y P a diferentes razones molares. En un experimento exitoso, en las últimas titulaciones esta energía es muy cercana a cero, ya que todas las moléculas de proteína tienen unido a L. 
Espectrometría de masas
La Espectrometría de Masas es una poderosa técnica microanalítica usada para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades químicas de moléculas. La detección de compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequeñas (algunos pmoles) de muestra y obtener información característica como el peso y algunas veces la estructura del analito. En todos los casos, alguna forma de energía es transferida a las moléculas a analizar para afectar la ionización. En la técnica clásica de impacto electrónico (electron ionization EI), algunas de las moléculas ionizadas del analito “explotan” en una variedad de fragmentos ionizados, el patrón de fragmentación resultante, así como los iones residuales constituyen el espectro de masas. En principio, el espectro de masas de cada compuesto es único y puede ser usado como su “huella química” para caracterizar el analito. 
El proceso de análisis por espectrometría de masas comienza en llevar el compuesto a analizar a fase gaseosa. Las muestras pueden ser introducidas al espectrómetro de masas usando una sonda directa o por entrada en lote (batch) para sólidos puros o líquidos volátiles. Analitos purificados por diferentes técnicas de separación (cromatografía de gases, cromatografía de líquidos, electroforesis capilar, etc.) pueden entrar al espectrómetro de masas tan pronto como vayan saliendo. 
El proceso de ionización más común en análisis en fase gaseosa es el de ionización electrónica (EI), en el cual se transfiere energía a la molécula neutra en estado de vapor, dándole suficiente energía para expulsar uno de sus electrones y de ese modo tener una carga residual positiva. Este proceso produce un ion con carga positiva y un electrón suelto. La molécula ionizada puede tener energía excesiva que puede ser disipada a través de la fragmentación de ciertos enlaces químicos. El rompimiento de varios enlaces químicos permite la producción de fragmentos de ion cuya masa es igual a la suma de las masas atómicas de un grupo de átomos que retienen la carga positiva durante el proceso de fragmentación. 
Para compuestos no volátiles, iones de la molécula intacta son producidos al pasar la solución por un campo eléctrico (electrospray ionization) o por bombardeo de partículas (fast atom bombardment) o por interacción con especies fotoexcitadas (matrix-assisted laser desorption). 
Después de producir los iones, el siguiente paso es su análisis en el analizador de iones de acuerdo a su relación masa/carga (m/z). Los iones tienen una carga eléctrica que les permite ser controlados por campos eléctricos; son separados por su valor m/z en el analizador de masas como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Esquema de Espectrometría de masas.

[bookmark: _Toc62058519]Métodos fluorescentes: Transferencia de energía resonante (FRET)
La energía de excitación puede ser transferida por medio de un mecanismo no radiativo de acoplamiento dipolo-dipolo a un fluoróforo vecino (Figura 19). Se produce la promoción de un electrón del aceptor a un estado singlete de mayor energía mientras el electrón excitado del donador retorna al estado fundamental. Los métodos de transferencia de energía de resonancia de Förster FRET se utilizan para determinar distancias intra e intermoleculares de proteínas y en general complejos macromoleculares en el intervalo de 10- 100Ǻ. Aunque las distancias son menos precisas que las determinadas por cristalografía de rayos X o NMR, la técnica de FRET es útil para caracterizar cambios conformacionales en macromoléculas en disolución y en condiciones muy cercanas a las fisiológicas.49
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Figura 19. Transferencia de energía de resonancia de Förster.

[bookmark: _Toc62058520]Biosensores fluorescentes de la CaM
Los biosensores son sistemas que presentan un mecanismo híbrido para transformar la información de las interacciones químicas en señales analizables por medio de mecanismos bioquímicos. Estos dispositivos están constituidos por un sistema receptor que generalmente es un componente biológico, que interacciona específicamente con un analito y transduce la señal a un sistema detector, siendo este último de tipo espectroscópico, eléctrico, mecánico, etc. Nosotros hemos construido una serie de biosensores de la proteína CaM con diferentes fluoróforos para analizar distintos tipos de ligandos de esta proteína, así como para estudiar las interacciones con otras proteínas que modula la CaM50-54. El interés en el desarrollo de biosensores ha sido particularmente impulsado por las necesidades de contar con nuevas herramientas para caracterizar las interacciones que presentan algunas proteínas de interés, así como desarrollar a futuro técnicas analíticas rutinarias y accesibles para el análisis de un gran número de muestras, con selectividad, sensibilidad y reproducibilidad.
La estrategia de construcción de estos biosensores consta de tres etapas básicamente (Figura 20). I) Un diseño racional de la posición donde se va a marcar de manera específica a la proteína en cuestión, utilizando herramientas computacionales tales como visualizadores moleculares, datos del aérea accesible a superficie e información de regiones de interacción, etc.  II) Mutagénesis sitio-dirigida en la cual reemplazamos un aminoácido en particular por un residuo de cisteína y con el grupo tiol altamente reactivo. III) un marcaje sito-específico con compuestos fluorescentes reactivos específicos a los grupos tioles de las cisteínas.
[image: ]Figura 20. Estrategia general en la construcción de biosensores, usando diseño racional, mutagénesis sitio-dirigida y marcaje sitio-específico.
[bookmark: _Toc62058521]Principios de la fluorescencia 
La fluorescencia es un proceso de emisión en el cual las moléculas son excitadas por la absorción de radiación electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado fundamental, liberando su exceso de energía en forma de fotones. Una de las características más atractivas de los métodos de fluorescencia es su sensibilidad inherente, la cual es, con frecuencia, de uno a tres órdenes de magnitud mejor que las de la espectroscopía de absorción. No obstante, los métodos de fluorescencia se aplican mucho menos que los métodos de absorción debido al número relativamente limitado de sistemas químicos que se pueden excitar para que se presente la fluorescencia.
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Figura 21. Diagrama parcial de energía para un sistema fotoluminiscente.

Normalmente, el tiempo de vida media de una especie excitada es breve porque hay diversas formas en las cuales un átomo o una molécula excitada liberan su exceso de energía y se relajan a su estado fundamental. Dos de las más importantes de estos mecanismos son la relajación (desactivación) no radiante y la relajación fluorescente.
La relajación vibracional, señalada por las flechas onduladas cortas entre los niveles de energía vibracionales, tiene lugar durante las colisiones entre moléculas excitadas y las moléculas del disolvente. Durante estas colisiones el exceso de energía vibracional se transfiere a las moléculas del disolvente en una serie de etapas como se indica en la Figura 21. La ganancia de energía vibracional del disolvente se refleja en un ligero incremento de la temperatura del medio. La relajación vibracional es un proceso tan eficiente que el tiempo de vida promedio de un estado vibracional excitado es de 10-15 s aproximadamente. También puede ocurrir el relajamiento no radiante entre el nivel vibracional inferior de un estado electrónico excitado y el nivel vibracional superior de otro estado electrónico. Este tipo de relajación llamado algunas veces conversión interna, se ilustra por las flechas onduladas largas. 
En la Figura 21 se ilustra el otro proceso de relajación: la fluorescencia. Se puede observar que las bandas de radiación son producidas cuando las moléculas fluorescen debido a que las moléculas electrónicamente excitadas se pueden relajar a cualquiera de los estados vibracionales del estado electrónico fundamental. Las bandas de fluorescencia molecular están formadas por una multitud de líneas espaciadas tan estrechamente que son muy difíciles de resolver. El camino más probable hacia el estado fundamental es aquel que minimiza el tiempo de vida media del estado excitado. Por tanto, si la desactivación por fluorescencia es rápida con respecto a los procesos sin radiación, se observa tal emisión. Por otro lado, si un camino sin radiación tiene una constante de velocidad favorable, la fluorescencia no tiene lugar o es menos intensa. 
La fotoluminiscencia está limitada a un número relativamente pequeño de sistemas que incorporan características estructurales y ambientales que hacen que la velocidad de los procesos de desactivación sin radiación se reduzca hasta el punto que la reacción de emisión puede competir cinéticamente. Se observa que las bandas de fluorescencia molecular están formadas principalmente por bandas que tienen longitudes de onda más largas y, por tanto, energías menores que la banda de radiación responsable de su excitación. Este desplazamiento hacia longitudes de onda mayores se llama desplazamiento de Stokes. En aquellos casos en los que la radiación absorbida sea emitida sin cambio en la longitud de onda (misma energía) se conoce como radiación de resonancia o resonancia fluorescente. Debido a que las diferencias de energía entre los estados vibracionales es aproximadamente el mismo, tanto para el estado fundamental como para el excitado, la absorción, o espectro de excitación, y el espectro de emisión o fluorescencia de un compuesto frecuentemente aparece como una imagen especular de uno a otro con una sobreposición que ocurre en la línea de resonancia
De manera general la instrumentación que se utiliza para medir fosforescencia y fluorescencia es similar a los que se encuentran en los fotómetros o espectrofotómetros de ultravioleta/visible y se les conoce como fluorómetros. Casi todos los instrumentos de fluorescencia utilizan ópticas de doble haz (el de muestreo y uno de referencia) tal como se muestra en la Figura 22. El haz de la fuente pasa primero a través de un filtro o un monocromador de excitación, que transmite la radiación es aquí cuando una parte de la luz incidente es absorbida por la muestra y algunas de las moléculas de la muestra producirán fluorescencia. La luz fluorescente es emitida en todas las direcciones. Parte de esta luz fluorescente pasa a través de un segundo filtro o monocromador de emisión y llega a un detector, el cual muy a menudo se encuentra a 90° con respecto al haz de luz incidente para minimizar el riesgo de que la luz incidente reflejada o transmitida llegue al detector. 
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Figura 22. Representación esquemática de un fluorómetro.
Mientras tanto el haz de referencia pasa a través de un atenuador que reduce su potencia a aproximadamente la de la radiación fluorescente (de la muestra). Las señales procedentes del fotomultiplicador de la muestra y del de referencia se dirigen a un amplificador diferencial cuya salida se visualiza en un medidor o en un registro. 

[bookmark: _Toc62058522]Quimioinformática
La quimioinformática es una herramienta que surge de la combinación de recursos informáticos y datos químicos, y se emplea en el manejo, visualización y análisis sistemático de información química. Esta herramienta permite analizar eficientemente miles de datos. A través de métodos quimioinformáticos es posible manejar y organizar información, visualizar el espacio químico, hacer minería de datos y establecer asociaciones matemáticas entre la estructura y actividad. Un ejemplo clásico son las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés).
La quimioinformática tiene diversas aplicaciones no solamente en farmacia, sino también en otras áreas como química analítica y orgánica. Respecto al manejo de bases de datos, la quimioinformática se emplea para analizar cuantitativamente la diversidad química, la visualización del espacio químico y el contenido y diversidad de núcleos base (molecular scaffolds), entre otras aplicaciones.
Es común que en grupos dedicados al diseño de fármacos asistido por computadora (DIFAC) realicen análisis quimioinformáticos de bases de datos moleculares para obtener su perfil en al menos 3 aspectos: propiedades fisicoquímicas, diversidad estructural y distribución en el espacio químico.

[bookmark: _Toc62058523]Acoplamiento molecular 
El acoplamiento molecular automatizado (o en inglés molecular docking) consiste en buscar la conformación y posición óptima de un ligando (por ejemplo, de una molécula orgánica pequeña) dentro de una diana molecular (por ejemplo, una enzima, un canal iónico o un receptor acoplado a proteína G). 
Es posible hacer acoplamiento molecular automatizado entre 2 macromoléculas, como 2 proteínas. Considerando la flexibilidad de las moléculas, el número de posibles conformaciones puede ser muy elevado. De igual manera, si la cavidad del sitio receptor es grande y/o flexible, es más complicado encontrar la posición y orientación que tendrá la molécula pequeña dentro del receptor. Es así que el uso de computadoras ayuda a acelerar el proceso de búsqueda y sugiere modelos de unión.
El acoplamiento molecular automatizado tiene 2 componentes: a) docking o proceso de búsqueda de la conformación y orientación de las moléculas, y b) scoring, que consiste en asignar un valor o puntaje que mida la interacción entre las 2 estructuras.
De las 2 etapas, la segunda es la más difícil de calcular con precisión de forma rápida. Es por esto que en la actualidad el acoplamiento molecular es especialmente útil para proponer modelos de unión, pero aún no son muy confiables para calcular con precisión la energía de interacción. Esto se debe a la gran cantidad de aproximaciones que se hacen para calcular la energía de interacción de forma rápida. Por ejemplo, no se considera en detalle la flexibilidad y solvatación de la diana molecular. Para solucionar este problema los modelos obtenidos por acoplamiento molecular se someten a otros cálculos más refinados que se calculan con niveles de teoría elevados.
[bookmark: _Toc62058524]Dinámicas moleculares 
Un modelo teórico que nos permite explorar las estructuras moleculares y sus evoluciones en el tiempo, en función de las distintas condiciones físicas y químicas del medio, es el conocido como Dinámica Molecular (DM). La DM simula los movimientos moleculares para visualizarlos en tiempo real. Los períodos de tiempo estudiados son del orden de varias decenas de picosegundos (ps, 10-12 s), si bien se generan estructuras cada femtosegundo (fs, 10-15 s). Cada átomo se trata como una partícula que obedece las ecuaciones de Newton [F = m(d2r/dt2)] y que está ligado a los otros átomos que forman la molécula por una función de energía potencial que tiene en cuenta las distintas interacciones entre ellos. Las integraciones sucesivas de esta ecuación en función del tiempo proporcionan una trayectoria del átomo. Es importante remarcar que este modelo nos proporciona estructuras promediadas en el tiempo de simulación. La introducción de la variable tiempo, así como la posibilidad de evaluar propiedades termodinámicas (temperatura, capacidad calorífica.) promediadas en el tiempo, hacen de estos modelos de DM una visión aceptable de una realidad dinámica. La inclusión de la variable tiempo en el análisis de la estructura molecular proporciona una increíble cantidad de detalles, aun cuando el tiempo asumido en el estudio sea pequeñísimo.
Las aplicaciones actuales de la DM son, entre otras, el análisis conformacional de macromoléculas (proteínas, polímeros...), gracias al cual podemos estudiar las variaciones de conformación de una estructura. Otra aplicación importante de la DM es el cálculo de coeficientes de difusión de solutos en plásticos artificiales, membranas lipídicas y biopolímeros, así como la formación de clusters de agua alrededor de proteínas y las interacciones entre componentes de distintos componentes de un sistema complejo, como es el caso de la lignina con las microfibrillas de celulosa.

[bookmark: _Toc62058525]MATERIALES Y MÉTODOS
[bookmark: _Toc62058526]Materiales
Químicos
El biosensor (hCaM M124C-mBBr) se obtuvo utilizando la metodología descrita anteriormente por González-Andrade, M. y col.50 Los fármacos y metabolitos se adquirieron de Sigma (St. Louis, MO) y Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas Texas, EE. UU.). Todos los demás reactivos eran de grado reactivo analítico y se adquirieron de Sigma (St. Louis, MO).

[bookmark: _Toc62058527]Determinación de la Kd de la proteína CaM por fluorescencia

La determinación de la Kd se calcula a partir de titulaciones en fluorescencia del biosensor de CaM con el compuesto a evaluar; utilizando una concentración de 1 µM del biosensor de CaM (en un volumen final de 2 mL) y una solución de compuesto de 2 mM, en buffer de KAc 5 mM, pH 5.1a 37 °C. La λex del biosensor de CaM es de 381nm y la λem es en un intervalo de 405-550nm con 10 integraciones y colectando cada 2 nanómetro.
Los valores de Kd, se determinan a partir de las diferencias existentes entre las λmax en función de la concentración del compuesto a evaluar, utilizando la siguiente ecuación:


en donde P0 y L0 es la concentración de proteína y ligando presentes, Kd es la constante de disociación.


[bookmark: _Toc62058528]Preparación de archivos de coordenadas iniciales
	Las coordenadas correspondientes a la estructura de CaM se obtuvieron del Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org). Se eligieron los complejos CaM-ligandos, la estructura de rayos X de CaM con calcio y TFP denominada 1A29.pdb (1A29, forma cercana de CaM) refinada a 2,7 Å58,59. Los ligandos se obtuvieron a partir de la estructura co-cristilizada de PDB, y cuando los cristales no estaban disponibles, sus estructuras se construyeron utilizando el software HyperChem 8. Todas las estructuras de los ligandos se minimizaron usando Gaussian 09, revisión A.02 (Gaussian Inc., Wallingford, CT) a un nivel teórico DTF B3LYP / 3-21G. Las cargas parciales y los parámetros del campo de fuerza de los inhibidores se generaron automáticamente utilizando el programa de antecámara en AMBER 1460.

[bookmark: _Toc62058529]Acoplamiento y reconocimiento molecular (Docking) 

Una vez calculada la constante de disociación Kd, realizamos el acoplamiento molecular o “Docking” el cual se puede usar para predecir la interacción entre una molécula pequeña y una proteína a nivel atómico, lo que permite caracterizar el comportamiento de las moléculas pequeñas en el sitio de unión a la proteína en estudio.
El proceso de acoplamiento implica dos pasos básicos: la predicción de la conformación del ligando, así como su posición y orientación dentro de estos sitios (generalmente denominados “pose”) y la evaluación de la afinidad de unión. 

El grado en que se formará el complejo proteína-ligando se determina por la magnitud del incremento de la energía de Gibbs negativo el cual se calcula con la siguiente ecuación. 



El incremento G es una representación de la estabilidad de cualquier complejo proteína-ligando o, alternativamente, define la afinidad de unión de cualquier ligando a su aceptor (Jenkins, 2008).

En términos generales, la entalpía es un cambio en la energía que resulta de las formaciones de interacciones como las fuerzas de van der Waals, el enlace iónico y cualquier otra interacción polar o no polar entre la proteína y el ligando, el ligando y la reorganización del solvente y el solvente en la interfaz de unión (Eftink et al., 1983). 

La entropía define la distribución uniforme de la energía térmica en el sistema. De acuerdo con la segunda ley de la termodinámica, el calor siempre fluye espontáneamente desde el área de temperatura más alta al área de temperatura más baja. Esto reduce el grado de orden del sistema inicial y, por lo tanto, la entropía se puede ver como una medida de arbitrariedad de un sistema. 

El procedimiento general del docking consiste en la generación de mapas electrostáticos para cada tipo de átomos que participan en el docking, en una caja de 60x60x60 Ǻ, con un espacio de enrejamiento de 0.375 Ǻ, localizada en el centro de la macromolécula; la cual se construye con AutoGrid 4 (parte del paquete de programas de AutoDock 4). El proceso del docking se realiza con el algoritmo genético Lamarckian (LGA), utilizando los parámetros recomendados inicialmente a excepción del número de corridas el cual lo aumentaremos a 100, un tamaño de población de 150, un número máximo de evaluaciones de 2,500,000 y un número máximo de generaciones de 27,000. Los programas utilizados para el docking y su análisis son los siguientes: AutoDock 4.00 revisión 1.69 (1991-2007), AutoDockTools versión 1.5.0 revisión 7 (1999-2007 Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Reseach Institute) sobre el sistema operativo UNIX en el nuevo equipo de supercomputo de la UNAM (Miztli supercomputer).
[image: General procedures for molecular docking. | Download Scientific Diagram]
Figura 23. Esquema de Acoplamiento Molecular. Después del análisis se determinan los tipos de interacción con los residuos, así como la energía producida por las moléculas.

El acoplamiento se realizó utilizando la estructura de rayos X PDB del CaM con el ligando TFP (1A29.pdb). La estructura cristalina fue reconstruida y refinada, realizamos un refinamiento final de todos los átomos de CaM con la aplicación de idealización de la versión Rosetta3.1.37 Todos los compuestos se construyeron utilizando el programa HyperChem 8.0 y se optimizaron geométricamente utilizando el programa Gaussian 09, revisión A.02 (Gaussian Inc., Wallingford, CT) en el nivel de teoría DTF B3LYP / 3-21G. La proteína y los ligandos se prepararon adicionalmente utilizando las herramientas implementadas por AutoDockTools 1.5.4 (http://mgltools.scripps.edu/). A la proteína se agregaron átomos de hidrógeno polares, cargas parciales de átomos unidos de Kollman y a los ligandos que calculaban las cargas formales de Gasteiger-Marsilli, grupos rotativos que se asignaban automáticamente al igual que las torsiones activas. El acoplamiento a ciegas se llevó a cabo utilizando el software AutoDock4 versión 4.2 (http://autodock.scripps.edu/)38-40, utilizando los parámetros por defecto del algoritmo genético de Lamarkian con búsqueda local, número de individuos en la población (150), máximo número de evaluaciones de energía (2,5 millones), número máximo de generaciones (27 000), tasa de mutación genética (0,02), tasa de cruzamiento (0,8) y 500 corridas de acoplamiento. Se generaron mapas de campo electrostático para cada tipo de átomo en los ligandos usando el programa auxiliar AutoGrid4, parte del software AutoDock4. El tamaño inicial de la caja del campo era 60 Å  60 Å  60 Å en las dimensiones x, y, z. Con el fin de refinar los análisis de acoplamiento, se realizaron en una caja electrostática (campo) más pequeña, con dimensiones de 30 Å  30 Å  30 Å, colocada en el ligando. El análisis del acoplamiento se realizó con AutoDockTools utilizando análisis de clústeres y el programa PyMOL65.

[bookmark: _Toc62058530]Dinámica molecular   
	Las simulaciones de dinámica molecular exploran la estabilidad y flexibilidad de las conformaciones del sistema proteína-ligando. Permiten reducir el número de falsos positivos lo cual permite analizar que aminoácidos contribuyen más a la estabilidad del complejo proteína-ligando.
Para las simulaciones de dinámica molecular, se utilizará el programa AMBER. Este software de simulación permite que todos los átomos de un sistema vibren y se trasladen por un período de tiempo, integrando las ecuaciones de movimiento de Newton, bajo un campo potencial empírico que aproxima las energías de los sistemas moleculares representando los átomos como esferas cargadas y los enlaces como resortes con propiedades especiales. Los sistemas se han parametrizado para predecir propiedades energéticas y estadísticas de los sistemas, a la vez que aportan información sobre la conformación y estabilidad de los mismos en solución; en nuestro caso, de la interacción CaM-ligando. Cada complejo CaM-ligando es preparado utilizando el módulo LEaP a partir del programa AMBER, donde se adicionan todos los hidrógenos de los aminoácidos, se neutraliza el sistema con Na+, posteriormente el complejo se solvata en una caja octahedra de moléculas de agua con el modelo explicito TIP3P localizada a 12 Å a partir de la superficie de la proteína. Las simulaciones fueron hechas a una presión de 1 atm y 298.15 K. A continuación, la dinámica molecular (DM) consistió en una minimización de la estructura inicial, seguido de 50 ps de calentamiento desde 0 a 298.15 K, 50 ps para equilibrar el volumen, 500 ps para equilibrar el sistema a una presión de 1 atm y finalmente 20 ns de DM. Después de terminar la DM se analizaron los resultados con el protocolo de MM/PBSA en modos normales para obtener los parámetros energéticos. Estos programas han sido diseñados para simulaciones en sistemas de cómputo de alto desempeño, como el nuevo equipo de supercomputo (NES) de la UNAM Miztli.
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Figura 24. Simulación de Dinámica Molecular. Del lado izquierdo se observa el esquema general de una dinámica molecular, donde la condición de paro generalmente está en función del tiempo de simulación. La proteína a estudiar se coloca dentro de un espacio delimitado llamado “celda de simulación” (lado derecho). El número de átomos (N) está determinado por aquellos que constituyen a la proteína y el número de moléculas de agua presentes. La presencia del agua permite una mejor representatividad al tratarse de un sistema biológico como se observa al lado derecho de la flecha.

Las coordenadas de los ligandos, resultantes del estudio de acoplamiento, se procesaron con antecámara (un conjunto de programas auxiliares para estudios de mecánica molecular) con el fin de generar topologías adecuadas para el módulo LEaP de AMBER 1466-68. Cada estructura y complejo se sometió al siguiente protocolo: se agregaron hidrógeno y otros átomos faltantes utilizando el módulo LEaP con el conjunto de parámetros parm99, se agregaron contraiones de Na + para neutralizar el sistema, los complejos luego se solvataron en una caja octaédrica del modelo TIP3P donde las moléculas de agua se localizan en los límites de la caja a 12 Å de la superficie de la proteína. Las simulaciones de MD (Dinámica Molecular) se realizaron a 1 atm y 298 K, mantenidas con el baróstato de Berendsen y termostato, utilizando condiciones de contorno periódicas y sumas de Ewald de malla de partículas (espaciado de cuadrícula de 1 Å) para tratar interacciones electrostáticas de largo alcance con un límite de 10 Å para calcular directamente interacciones. El algoritmo SHAKE se utilizó para satisfacer las restricciones de enlace, permitiendo el empleo de un paso de tiempo de 2 fs para la integración de las ecuaciones de Newton como se recomienda en el paquete Amber67-69. Se utilizaron parámetros de campo de fuerza Amber f99SB68,70,71 para todos los residuos y se utilizaron parámetros de campo de fuerza de Gaff60,72 para los ligandos. Todos los cálculos se realizaron utilizando el motor MD acelerado de unidades de procesamiento de gráficos (GPU) en AMBER (pmemd.cuda), paquete de programa que se ejecuta completamente en GPU habilitadas para CUDA73. El protocolo consistió en realizar una optimización de la estructura inicial, seguida de un paso de calentamiento de 50 ps a 298 K, 50 ps para el equilibrio a volumen constante y 500 ps para el equilibrio a presión constante. Se realizaron varias simulaciones independientes MD de 100 ns. Los fotogramas se guardaron a intervalos de 100 ps para análisis posteriores.

[bookmark: _Toc62058531]Unión de energías libres calculadas por mecánica molecular / área de superficie de poisson boltzmann (MM / PBSA).
Este método implica una combinación de energía de la mecánica molecular con modelos de solvatación implícitos para calcular las energías libres de enlace. En MM / PBSA74,75, la energía libre de unión (ΔGunión) entre un ligando (L) y un target (diana) (T) para formar un complejo se calcula como:







donde ΔEMM, ΔGSol y -TΔS son los cambios de la energía de la mecánica molecular en fase gaseosa, la energía libre de solvatación y la entropía conformacional tras la unión, respectivamente. ΔEMM comprende ΔEInterna (energías de enlace, ángulo y diedro), ΔEElectrostática (energías electrostáticas) y ΔEVdw (energías de van der Waals). ΔGSol es la suma de la energía de solvatación electrostática (contribución polar) -ΔGPB- y el componente de solvatación no electrostática (contribución no polar) -ΔGSA-. La contribución polar se calcula utilizando el modelo de área de superficie de Poisson-Boltzmann, mientras que la energía no polar se estima a partir del área de superficie accesible al solvente (SASA). El cambio de entropía conformacional (-TS) se calculó mediante análisis en modo normal a partir de un conjunto de capturas conformacionales tomadas de las simulaciones MD74,76,77.
[bookmark: _Toc62058532]HIPÓTESIS
El estudiar las interacciones entre los complejos CaM-Bisindolilmaleimidas, a nivel molecular, utilizando un biosensor fluorescente (hCaM M124C-mBBr) y herramientas de modelaje molecular, nos permitirá obtener información de la afinidad de estas nuevas molecular para poder ser consideradas como nuevos inhibidores de la CaM para el desarrollo de fármacos anti-CaM.

[bookmark: _Toc62058533]OBJETIVO GENERAL
Estudiar a nivel molecular las interacciones de cinco bisindolilmaleimidas con la proteína Calmodulina, utilizando el biosensor CaM-M124C-mBBr y herramientas de modelaje molecular, para el descubrimiento de nuevos inhibidores de la calmodulina.

[bookmark: _Toc62058534]OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
1. Revisión bibliográfica de las posibles interacciones de proteínas, fármacos y péptidos de unión a la CaM.
2. Identificar posibles inhibidores de la CaM, a partir del catálogo de pequeñas molecular bioactivas de las principales farmacéuticas del mundo (https://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/bioactive-small-molecules/bioactive-small-molecule-products.html) 
3. Calcular las Kds de cinco bisindolilmaleimidas a saturación de calcio utilizando el biosensor hCaM-M124C-mBBr.
4. Modelar las estructuras tridimensionales de las cinco bisindolilmaleimidas.
5. Realizar estudios de acoplamiento y dinámica moleculares de los complejos CaM-bisindolilmaleimidas.
6. Calcular las contribuciones energéticas a partir de las trayectorias de dinámica molecular.


[bookmark: _Toc62058535]RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A pesar de que los métodos computacionales aportan una serie de ventajas tales como: equipos computacionales básicos, tiempos de análisis cortos, estos solo nos permiten hacer predicciones y no son 100 % confiables ya que los parámetros teóricos obtenidos sólo son aproximaciones, por lo que esta información computacional debe ser confrontada y enriquecida por métodos experimentales. Un objetivo de la química computacional es predecir la vinculación entre moléculas, particularmente para la industria farmacéutica resulta de suma importancia al tener una aplicación directa en el descubrimiento y desarrollo de fármacos.78
Existe una gran cantidad de información de estructuras químicas relacionadas con propiedades farmacológicas en muchas bases de datos disponibles actualmente. Sin embargo, en este trabajo decidimos utilizar solo la base de datos de los compuestos del catálogo de Merck (antes Sigma-Aldrich) llamado moléculas pequeñas bioactivas, las cuales comprenden las moléculas descubiertas por las principales compañías farmacéuticas. Los criterios de elección que utilizamos fueron las propiedades farmacológicas descritas, la estructura química (moléculas con una parte aromática y una parte polar), el peso molecular entre 300 y 400 g/mol, disponibilidad comercial. La serie BIS cumplía con los criterios antes mencionados, y representa un nuevo conjunto de compuestos anti-CaM.
La Tabla 2, muestra las propiedades quimionformaticas de la serie BIS, esta información basada en información teórica computacional nos predice algunos parámetros importantes para evaluar la posibilidad de que alguno de los compuestos pudiera ser considerado candidato a fármaco. Dentro de estos parámetros podemos destacar el puntaje farmacológico que evalúa todas las características deseadas de un compuesto para ser considerado fármaco, el rango es de 0 a 1, siendo mejor entre más se aproxime a 1; para nuestra serie los compuestos se encuentran en el intervalo de 0.64 y 0.92. Otro parámetro que incide directamente en la afinidad (potencia) de un compuesto por posibles blancos moleculares son los puentes de hidrógeno, la serie presenta mayor probabilidad de aceptar enlaces de hidrógeno que de donar, pero el número de estos es entre 1 y 7.  El coeficiente de reparto calculado (LogP), nos indica el grado de hidrofobicidad de una molécula; lo cual es importante ya que la mayoría de los fármacos tienen que atravesar membranas celulares para llegar a los blancos moleculares dentro de las células. La serie BIS tiene LogP entre 1.55 y 3.02, rangos aceptables. De forma general este análisis quimioinformático nos predice que la serie BIS tiene una buena posibilidad de que alguno de los compuestos sea candidato a fármaco potencial.         
	Tabla 2. Propiedades quimioinformáticas de la serie BIS

	Compuesto
	BIS-II
	BIS-IV
	BIS-VII
	BIS-X
	BIS-XI
	CPZ

	LogP
	2.43
	1.58
	1.55
	2.4
	3.02
	4.61

	Solubilidad (LogS)
	-3.38
	-3.55
	-2.55
	-3.23
	-2.78
	-4.8

	Peso molecular
	438.53
	327.34
	453.54
	425.5
	452.56
	318.87

	Potencial fármaco
	7.73
	4.21
	6.81
	6.65
	8.05
	8.38

	Aceptor de puente de H
	6
	5
	7
	6
	6
	2

	Donador de puente de H 
	2
	3
	3
	2
	1
	0

	Centros quirales
	1
	0
	0
	1
	1
	0

	Enlaces rotables
	5
	2
	6
	3
	4
	4

	Puntaje farmacológico
	0.81
	0.92
	0.64
	0.83
	0.77
	0.45

	Los datos fueron calculados usando el servidor OSIRIS (http://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/Property_explorer/index.html)


 
Siguiendo con los análisis quimioinformáticos, evaluamos la posible bioactividad de la serie BIS en el servidor Molinspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties). Este servidor nos predice los posibles blancos moleculares en función de la estructura-actividad reportada en sus bases de datos. Para la serie BIS el servidor nos predice los siguientes blancos moleculares: inhibidor de cinasas (score = 0.82), inhibidor de enzimas (score = 0.4), ligando de receptores acoplados a proteína G (score = 0.39), modulador de canales iónicos (score = 0.22) e inhibidor de proteasas (score = 0.2). Estos resultados son coincidentes con la información bibliográfica de los compuestos BIS, ya que se han reportado principalmente como inhibidores de cinasas. Por lo tanto, este trabajo tiene un aspecto novedoso al reportar por primera vez la unión de los compuestos BIS a la proteína CaM.       
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Figura 25. Espectro de Fluorescencia y curvas de titulación de Ca+2-hCaM M124C-mBBr
La Figura 25 muestra los espectros y las titulaciones en fluorescencia de los ligandos BIS con el biosensor CaM-M124C-mBBr. Todos los compuestos presentan un apagamiento de la intensidad de fluorescencia al interaccionar con la CaM. Las Kds estimadas se encuentran en el orden nM, con el siguiente orden de afinidad BIS-VII > BIS-XI > BIS-IV > BIS-X > BIS-II > CPZ (Tabla 3); lo que hace a esta serie de compuestos muy atractivos para ser considerados como nuevos fármacos anti-CaM. Por otro lado, la estequiometria de unión de los compuestos se encuentra desde la relación 1:2 hasta 1:4; lo cual es atribuido principalmente al tamaño de cada compuesto en particular. 
	Tabla 3.  Propiedades de unión experimentales de complejos Ca2+-CaM-Ligandos

	
	Estudios Experimentales
	Acoplamiento molecular

	
	Kd1
(nM)
	Estequiometría
	Ki2 (nM)

	Ca2+-CaM -BIS-II
	257.8 ± 5.5
	2.5 ± 0.2
	109.79

	Ca2+-CaM -BIS-IV
	223.8 ± 3.7
	3.7 ± 0.2
	17.10

	Ca2+-CaM -BIS-VII
	186.2 ± 4.1
	4.4 ± 0.1
	2.14

	Ca2+-CaM -BIS-X
	205.2 ± 3.8
	4.3 ± 0.1
	20.36

	Ca2+-CaM -BIS-XI
	239.0 ± 5.0
	3.4 ± 0.1
	9.66

	Ca2+-CaM -CPZ
	492.2 ± 4.6
	3.4 ± 0.1
	715.65

	
	
	
	











Figura 26. Relación entre la Kd experimental y la Ki teórica de los ligandos BIS.
La figura 26, muestra la relación entre los datos experimentales y los resultados del acoplamiento molecular; la gráfica muestra una relación lineal entre los datos con una R2 de 0.85. Esta correlación es buena, ya que en base a esta podemos hacer un análisis estructura-función de la serie BIS y abordar las interacciones a detalle de los complejos CaM-BIS. Tanto los datos experimentales como los de acoplamiento molecular nos indican que la afinidad de la serie BIS se encuentra en el rango nM, lo que hace a estos compuestos más afines que algunos de los actuales fármacos anti-CaM (CPZ o TFP).
Docking[image: ]
Figura 27. Interacciones CaM-BIS a partir de los datos de acoplamiento molecular.

En la figura 27, se muestran los modelos estructurales del acoplamiento molecular de la CaM con la serie BIS, todos los ligandos se unen en la misma región conformada por residuos de carácter hidrofóbico en su mayoría (Tabla 4). La Ki teórica, calculada por AutoDock4 se presenta en la Tabla 3, donde se observa que el compuesto BIS-VII presenta la menor afinidad (2.14 nM), este compuesto tiene el mayor número de contactos con residuos de carga negativa (4 para este caso); mientras que para el resto de los ligandos solo se presenta 1. Adicionalmente, este ligando forma 2 puentes de hidrogeno con los residuos Glu7 y Met124. Por otra parte, BIS-VII es el ligando que muestra menor Kd en los estudios de unión experimental (186.2 nM). 
	Tabla 4. Interacciones de los BIS con la CaM a partir de los acoplamientos moleculares

	
	Residuos de interacción

	Ca2+-CaM -BIS-II
	Leu39, Ala88, Val91, Phe141, Phe92, Ile100, Leu105, Val108, Met109, Leu112, Met124, Ile125, Glu127, Val136

	Ca2+-CaM -BIS-IV
	Glu127, Ile125, Met124, Leu105, Val108, Met109, Leu112, Leu39, Phe141, Phe92, Ile100, Val136

	Ca2+-CaM -BIS-VII
	Glu7, Glu11, Glu14, Phe92, Phe141, Phe144, Leu105, Ile100, Val136, Met124, Ile125, Met109, Glu127

	Ca2+-CaM -BIS-X
	Met124, Glu127, Phe92, Ile100, Leu112, Met109, Val108, Leu39, Phe141, Met144, Met145

	Ca2+-CaM -BIS-XI
	Val136, Phe92, Ile100, Ala128, Glu127, Ile125, Met124, Lys148, Ala147, Met145, Met144

	Ca2+-CaM -CPZ
	Glu127, Ile125, Met124, Leu105, Val136, Ile100, Phe92, Phe141, Met144

	


Simulación de Dinámica Molecular
Los estudios de dinámica molecular de los complejos CaM-BIS, fueron llevados a cabo con el objetivo de obtener información estructural y energética de esta serie. Las dinámicas fueron llevadas hasta 200ns, lo cual es un tiempo razonable para evaluar los parámetros energéticos y estructurales. La Figura 28, muestra los modelos estructurales generados a partir de las trayectorias de las dinámicas moleculares para la CaM y los complejos CaM-BIS-VII y CaM-CPZ, donde podemos observar que la proteína en estado cerrado sin ligandos después de los 50ns se tiende a abrir, mientras los complejos permanecen cerrados hasta los 200ns.  

[image: ]
Figura 28. Modelos estructurales de la simulación de dinámica molecular de la CaM y los complejos CaM-BIS-VII y CaM-CPZ (200ns).
La Figura 29, muestra la RMSD en función del tiempo; donde podemos observar la diferencia que existe entre la CaM sin ligando y la CaM con los diferentes ligandos. Esta diferencia de RMSD es relacionada principalmente a la estabilidad estructural, donde podemos observar que todos los complejos CaM-BIS tienen una menor RMSD, mientras que la CaM libre de ligandos presenta una RMSD de alrededor de 6 Å.
[image: ]
Figura 29. RMSD vs Tiempo de los complejos CaM-BIS
Otro parámetro que evaluamos en las dinámicas moleculares es la RMSF por aminoácidos de la CaM, donde podemos observar cuales son las zonas de la proteína con mayor y menor flexibilidad. La Figura 29, nos muestra de forma general que el lóbulo correspondiente al C-Terminal de la CaM es considerablemente más flexible; así como los cuatro sitios de unión a calcio. En la zona del C-Terminal se encuentran los aminoácidos que interaccionan con los BIS según los estudios de acoplamiento molecular, lo cual tiene sentido por la flexibilidad de esta zona. Comparando la RMSF de la CaM en ausencia o presencia de los ligandos podemos observar que la serie BIS y la CPZ le confieren una menor flexibilidad a la CaM en todas sus regiones; lo que hace que los complejos sean más estables.  
Sitio IV
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Sitio III
C-Terminal
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		Figura 30. RMSF vs Tiempo de los complejos CaM-BIS
Los parámetros energéticos teóricos calculados a partir de las trayectorias de las dinámicas moleculares se muestran en la tabla 5. Todos los complejos presentan un DG negativo y la contribución mayoritaria está dada por el componente entálpico (DH). El componente entrópico (DS) es menor en todos los complejos y esto se asocia con la estabilidad de los complejos CaM-Ligandos. El compuesto BIS-VII es el que presenta el menor DG (-49.48 Kcal/mol), lo cual esta en concordancia con los datos experimentales y de acoplamiento molecular.

	Tabla 5.  Parámetros teóricos de los complejos Ca2+-CaM-BIS

	
	DM

	
	DG (Kcal/mol)
	DH (Kcal/mol)
	DS (Kcal/mol)

	Ca2+-CaM -BIS-II
	-42.73±9.64
	-67.61±3.88
	-24.87±8.82

	Ca2+-CaM -BIS-IV
	-30.25±3.91
	-47.61±3.29
	-17.36±2.10

	Ca2+-CaM -BIS-VII
	-49.48±6.92
	-72.65±5.11
	-23.17±4.67

	Ca2+-CaM -BIS-X
	-23.57±5.19
	-49.64±3.31
	-26.06±4.00

	Ca2+-CaM -BIS-XI
	-45.47±9.67
	-71.21±5.23
	-25.74±8.13

	Ca2+-CaM -CPZ
	-16.77±5.77
	-35.01±4.53
	-18.24±3.58



[bookmark: _Toc62058537]CONCLUSIONES

1. En este trabajo se evaluó una serie de compuestos llamada BIS, como posibles inhibidores de la proteína CaM, los cuales no han sido descritos en la literatura para este fin. 
2. La utilización de la base de datos estructurales del catálogo de Merck (moléculas pequeñas bioactivas), tiene algunas ventajas en comparación con otras bases de datos ya que estas moléculas son disponibles comercialmente, han pasado por pruebas de toxicidad y solubilidad, cumplen con los elementos y parámetros necesarios para ser considerados posibles fármacos en un futuro próximo. 
3. Los análisis quimioinformaticos nos dieron la pauta para ensayar la unión a la proteína CaM de manera experimental y hacer un estudio in silico utilizando las técnicas de acoplamiento molecular (docking) y dinámicas moleculares. 
4. Los ensayos de unión utilizando el biosensor CaM-M124C-mBBr indican que los compuestos BIS se unen a la proteína calmodulina con una afinidad entre 193-248 nM, lo cual hace a esta serie atractiva para ser contemplada como posibles fármacos anti-CaM.
5. Los resultados teóricos tanto del acoplamiento molecular como de la dinámica molecular coinciden y complementan los resultados teóricos. 
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