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Resumen

La serotonina (5-HT) es un neurotransmisor, que acta como biomarcador para patologias como la depresion y los
tumores carcinoides del intestino delgado, por ello es de gran importancia y un desafio realizar su cuantificacion in
situ. Actualmente, existen biosensores enzimaticos para la cuantificacion de serotonina, sin embargo, las enzimas
presentan inestabilidad. Por esta razdn, en este estudio, se disefiaron bio-receptores peptidicos in silico, de los cuales
uno obtuvo una energia de interaccion por la serotonina de -6,5 kcal/mol, distancias de interaccion de los puentes
de hidrégeno de 2,20 A en promedio y alta selectividad del bio-receptor al comparar la energia de interaccion obte-
nida con la serotonina frente a otras biomoléculas.
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Abstract

In silico design of a peptide bioreceptor for the recognition of serotonin as a biomarker. Serotonin (5-HT) is a
neurotransmitter that acts as a biomarker for pathologies such as depression and carcinoid tumors of the small intes-
tine, which is why it is of great importance and a challenge to quantify it in situ. Currently, there are enzymatic
biosensors for serotonin quantification, however, the enzymes present instability. For this reason, in this study, pep-
tide bioreceptors were designed in silico, of which one obtained an interaction energy for serotonin of -6.5 kcal/mol,
hydrogen bond interaction distances of 2.20 A on average and high bioreceptor selectivity when comparing the

interaction energy obtained with serotonin versus other biomolecules.

Keywords: Chemical affinity; Bioreceptor; Depression; Molecular docking; Serotonin

Introduccién

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina biogé-
nica reconocida por su funciéon como neurotransmisor y modu-
lador de la motilidad gastrointestinal, el tono vascular perifé-
rico, el tono vascular cerebral y la funcién plaquetaria®. Tam-
bién se conoce como un posible biomarcador donde se consi-
dera gue en bajas concentraciones se asocia con depresion ma-
yor?, mientras que en concentraciones anormalmente altas se
relaciona con tumores carcinoides del intestino delgado y otras
patologias®. De acuerdo con lo anterior, se considera relevante
contar con métodos bio-analiticos para la cuantificacion de se-
rotonina en relacion con las patologias mencionadas.

Actualmente, la cuantificacion de serotonina en el sector salud
se hace mediante técnicas confiables como la cromatografia li-
quida de alta eficacia (HPLC), el método espectrofluorimétrico
y la electroforesis capilar, estos métodos a pesar de ser sensibles
no ofrecen una cuantificacion de la concentracion de serotonina
en tiempo real y presentan dificultades debido a que requieren
de un pretratamiento minucioso y costoso de las muestras®, a
causa de que la serotonina presenta oxidacion espontanea en

condiciones ambientales normales donde es tomada la mues-
tra®. Por consiguiente, los métodos mencionados no brindan un
analisis in situ, impidiendo un monitoreo constante e influ-
yendo en el tratamiento personalizado sobre la medicacién ade-
cuada para el paciente depresivo. Teniendo en cuenta la situa-
cion descrita surgen los biosensores como un posible método
para la deteccion y cuantificacion de serotonina en tiempo real.

Los biosensores que se presentan como potenciales para el re-
conocimiento y cuantificacion de serotonina hacen uso de bio-
receptores enzimaticos como la tirosinasa* y la monoamino
oxidasa-A®, a pesar de ser una solucion sensible, presentan li-
mitantes como la inestabilidad de las enzimas cuando se some-
ten a altas temperaturas y cambios de pH en el medio, lo que
causa la desnaturalizacion de estas’.

Por lo tanto, se evidencia una falencia en la estabilidad y sensi-
bilidad de este tipo de bio-receptores, no obstante, se ha desa-
rrollado una nueva alternativa que son los bio-receptores pepti-
dicos los cuales tienen una gran sensibilidad, un bajo peso mo-
lecular el cual les otorga mayor estabilidad en comparacion con
las enzimas, y ademas, pueden ser sintetizados quimicamente,

Cita: KT Holguin Hurtado, MJ Méndez Bohorquez, L Rodriguez-Salazar, J Guevara-Pulido. Disefio in silico de un bio-receptor peptidico para el reconocimiento

de serotonina como biomarcador Avances en Quimica, 17(2), 31-43 (2022).


mailto:joguevara@unbosque.edu.co

32 KT Holguin Hurtado, MJ Méndez Bohorquez, L Rodriguez-Salazar, J Guevara-Pulido / Avances en Quimica, 17(2), 31-43 (2022)

lo que permite hacer modificaciones y disefios de acuerdo a la
necesidad?®.

En este estudio se disefié un bio-receptor in silico capaz de re-
conocer serotonina, haciendo uso de herramientas bioinforma-
ticas con el fin de modelar y evaluar la interaccion bio-receptor-
ligando. El disefio se fundamenta en la mimesis del reconoci-
miento enzimatico, lo cual le otorga caracteristicas de alta se-
lectividad.

Disefio experimental
Identificacion de proteinas y anélisis del sitio activo

Se realiz6 la busqueda de los receptores y enzimas caracte-
risticos de las interacciones 5-HT en procesos fisiologicos
del ser humano, luego, se llevo a cabo una revision de dichas
proteinas en el Protein Data Bank (PDB), seleccionando y
descargando aquellas que cumplieran con criterios clave en
cuanto a la calidad del cristal, como una alta resolucién y su
ubicacion en el espectro.

Posteriormente se emple6 el programa PyMOL para modifi-
car cada una de estas proteinas eliminando cualquier molé-
cula que no hiciera parte de la estructura del receptor y des-
cargandolos en formato pdb. Por dltimo, se analizé el sitio
activo y los sitios de anclaje de cada una, reconociendo las
secuencias de aminoacidos y la interaccion de estas protei-
nas por medio del PDB.

Acoplamiento molecular

Para los receptores se llevé a cabo un acoplamiento molecu-
lar para calcular las interacciones de afinidad, cargandolos
en el software AutoDockTools (version 1.5.6), y guardando
los archivos en formato pdbgt con su respectivo nombre.
Para el modelamiento se busco eliminar las moléculas de
agua que se hubiesen podido haber incluido en el archivo
protein.pdb, ademas se adicionaron hidrégenos polares a las
proteinas, se eliminaron los hidrégenos no polares para re-
ducir el nimero de 4&tomos a simular® y se afiadieron las car-
gas de Gasteiger para el ligando y las de Kollman para las
proteinas, esto con el fin de hacerle una preparacion a la pro-
teina para el docking molecular, posterior a esto, se guarda-
ron como archivos pdbqt ya que los archivos en este formato
almacenan las cargas parciales y tipos de atomos?®.

Disefio de bio-receptores in silico

Se disefiaron en el software Avogadro, cuatro bio-receptores
para cada proteina cristalizada en el PDB, siguiendo la me-
todologia descrita por Rodriguez-Salazar (2020)%, y apli-
cando modificaciones estructurales a cada bio-receptor dise-
fiado para lograr energias de interaccion similares a las re-
portadas para las proteinas.

El primer bio-receptor consistio en una cadena peptidica se-
cuencial constituida solamente por los aminoacidos identifi-
cados del sitio activo de cada proteina; el segundo se hizo a
partir del bio-receptor anterior y se polimerizé en cada uno

de sus extremos con 30 unidades de estireno buscando au-
mentar el impedimento estérico; el tercer bio-receptor se di-
sefid adicionando puentes metilénicos, los cuales actuaron
como espaciadores para reemplazar los aminoécidos de la
secuencia que no tiene interaccion con el sustrato, cabe acla-
rar que los puentes metilénicos no se afiadieron a escala real
sino en una proporcién de un digito que simulara los espa-
cios. Finalmente, el cuarto bio-receptor se realiz6 polimeri-
zando el bio-receptor anterior con unidades de estireno. Adi-
cionalmente, se Illevo a cabo un proceso de redisefio teniendo
en cuenta que ningun receptor logré superar la afinidad ob-
jetivo que se determina como la calculada entre los recepto-
res serotoninérgicos (tabla 3) 5-HT1A, SERT, 5-HT1D y el
5-HTL1E frente a la serotonina, por lo que, en vez de polime-
rizar con 30 unidades de estireno, se aument6 el nimero a
50 unidades de estireno en cada extremo terminal buscando
incrementar mucho mas el impedimento estérico.

A cada estructura peptidica se le minimizo la energia usando
la herramienta del software Avogadro Merck Molecular
Force Field (MMFF94s) con cuatro pasos de actualizacién y
la opcion de algoritmo por gradiente descendente, esto fue
fundamental ya que la minimizacion en Avogadro permite
gue la longitud de enlace, &ngulo de enlace y de torsion entre
los distintos a&tomos sea la adecuada garantizando la meca-
nica molecular, debido a que hay fuerzas fisicoquimicas de
interaccion y repulsion caracteristicas de cada enlace??.

Determinacion del bio-receptor in silico

Debido a que varios bio-receptores lograron superar la ener-
gia de interaccién objetivo (tabla 3) se evaluaron criterios
adicionales con el fin de escoger el bio-receptor in silico mas
apropiado.

Entre los criterios adicionales evaluados se encuentra la se-
lectividad de los bio-receptores por otros sustratos, esto se
realiz6 calculando la energia de interaccion mediante Auto-
Dock Vina teniendo en cuenta interferentes comunes como
la dopamina, adrenalina y noradrenalina, ademas de molé-
culas que se encuentran en fluidos biolégicos como glucosa
y lactato entre otras'?, cada uno de estos sustratos fue mode-
lado en Avogadro.

Asimismo, se calcularon las distancias de interaccion
(Puentes de hidrégeno) por medio de Discovery Studio entre
la serotonina y los bio-receptores seleccionados teniendo
como linea de comparacion las distancias de interaccion
analizadas previamente de la serotonina y las proteinas
descargadas del PDB correspondientes a los bio-receptores.

Discusion de resultados

A partir de la basqueda de los principales receptores involu-
crados en las interacciones 5-HT en procesos fisioldgicos del
ser humano, la busqueda en el PDB vy los criterios definidos
en la metodologia tenidos en cuenta para la seleccion de estos,
se seleccioné el 5-HT1A, SER
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T,5-HT1Dy el 5-HT1E debido a que son los receptores rela-
cionados con el reconocimiento y recaptacion de serotonina
en el sistema nervioso®®. Después de la seleccion y como se
menciond en la metodologia los receptores estaban acompa-
fiados por un complejo proteico y en otros casos por farmacos,
por ello se requiri6 de su adecuacion en PyMOL con el fin de
eliminar dichas moléculas que no hacian parte del receptor,
los resultados de las estructuras 3D se pueden evidenciar en la
tabla 1.

En cuanto al reconocimiento del sitio activo de cada recep-
tor, se presentan los resultados en la tabla 2, donde se evi-

dencian cada una de las proteinas con los aminoécidos del
sitio activo resaltados y la posicién de cada uno de ellos arro-
jados por el PDB.

Al contar con los sitios activos de las proteinas se registraron
los datos del Grid Box para realizar el docking molecular en
el programa AutoDockTools, estos se pueden observar a
continuacion en la tabla 3. Luego con los datos ya registra-
dos se procedid a evaluar las energias de interaccién por tri-
plicado entre la serotonina y los receptores serotoninérgicos
mencionados anteriormente.

Tabla 1. Receptores serotoninérgicos seleccionados y estructura cristalizada modificada.

Nombre comun del receptor

Nombre estructura en el PDB

Estructura cristalizada modificada en PyMOL

5-HT1A 1E2Y

SERT 6VRK
5-HT1D 7E32
5-HT1E 7E33
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Tabla 2. Sitios activos de los receptores serotoninérgicos seleccionados en el PDB.

Nombre comun del receptor Sitio activo Posicién de los aminoacidos Aminoacidos
5-HT1A 116 D (Asp)
117 V (Val)
120 C (Cys)
121 T (Thr)
> 189 1 (lle)
199 S (Ser)
200 T (Thr)
& & 203 A (Alg)
« 358 W (Trp)
361 F (Phe)
362 F (Phe)
365 A (Ala)
390 Y (Tyr)
SERT 94 G (Gly)
96 A (Ala)
97 V (Val)
101 N (Asn)
336 S (Ser)
368 N (Asn)
434 L (Leu)
437 D (Asp)
438 S (Ser)
5-HT1D 118 D (Asp)
119 I (lle)
122 C (Cys)
123 T (Thr)
169 1 (lle)
190 V (Val)
201 S (Ser)
202 T (Thr)
205 A (Ala)
314 W (Trp)
317 F (Phe)
318 F (Phe)
321 S (Ser)
346 Y (Tyr)
5-HT1E 102 D (Asp)
103 M (Met)
106 C (Cys)
107 T (Thr)
153 1 (lle)
177 H (His)
183 T (Thr)
186 S (Ser)
187 T (Thr)
190 A (Ala)
304 W (Trp)
307 F (Phe)
308 F (Phe)
311 E (Glu)
330 T (Thr)

334 Y (Tyr)
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Al contar con los sitios activos de las proteinas se registraron
los datos del Grid Box para realizar el docking molecular en
el programa AutoDockTools, estos se pueden observar a
continuacion en la tabla 3. Luego, con los datos ya registra-
dos, se procedi6 a evaluar las energias de interaccion por tri-
plicado entre la serotonina y los receptores serotoninérgicos
mencionados anteriormente.

La desviacién estandar reportada para los datos de energia
de interaccion estd basada solamente en el primer confor-
mero de las ocho opciones presentadas en cada uno de los
resultados, teniendo en cuenta que se hizo por triplicado para
cada receptor.

Tabla 3. Energias de interaccion promedio entre los receptores se-
rotoninérgicos seleccionados en el PDB y la serotonina.

Nombre comin
del receptor

Energia de interaccion promedio
(kcal/mol) / Desviacién estandar

5-HT1A -6,1

SERT -6,6
5-HT1D -6,3
5-HT1E -6,1

Para finalizar, se observo que el receptor SERT present6 una
mayor afinidad por la serotonina con un valor de -6,6
kcal/mol promedio de los resultados por triplicado, en cam-
bio, los receptores 5-HT1A y 5-HT1E demostraron una me-
nor afinidad de -6,1 kcal/mol. Tras haber obtenido las afini-
dades entre las proteinas descargadas del PDB y la seroto-
nina. El siguiente paso fue disefiar en el software Avogadro
los cuatro bio-receptores inicialmente propuestos junto con
la etapa de redisefio para cada una de las 4 proteinas selec-
cionadas.

En la tabla 4, se encuentran los bio-receptores disefiados
para la 5-HT1A junto con el promedio de los resultados de
las afinidades por triplicado entre la serotonina y cada uno
de estos por medio de AutoDock Vina, se pueden observar
polimerizaciones de 30 y 50 unidades de estireno dado que
con la primera no se logré superar la energia de interaccion
objetivo, por ende, se realizé un redisefio buscando aumentar
el volumen estérico.?

Los bio-receptores anteriormente mostrados se disefiaron
con el fin de lograr alcanzar o superar la afinidad-objetivo
establecida entre la serotonina y la proteina 5-HT1A descar-
gada del PDB, la cual tenia un valor de -6,1 kcal/mol. En la
tabla 4 se evidencia que el bio-receptor que logrd superar
esta afinidad fue el nimero 2.1 redisefio 5-HT1A, que se en-
contraba constituido por los aminoécidos del sitio activo y
una polimerizacion de 50 unidades de estireno en sus extre-
mos terminales obteniendo asi una afinidad de -6,7 kcal/mol.
No obstante, los demas bio-receptores no consiguieron su-
perar este objetivo aun teniendo en cuenta que algunos pasa-
ron por etapas de redisefio. En la tabla 5, se pueden observar

los bio-receptores disefiados para SERT junto con el prome-
dio de los resultados de las energias de interaccion por tri-
plicado entre la serotonina y cada uno de estos.

Los bio-receptores anteriormente mostrados se disefiaron
con el fin de lograr alcanzar o superar la afinidad-objetivo
establecida entre la serotonina y la proteina SERT descar-
gada del PDB, la cual tenia un valor de -6,6 kcal/mol. En la
tabla 5 se evidencia que el bio-receptor que logré superar
esta afinidad fue el nimero 4.1 redisefio SERT, que se en-
contraba constituido por los aminoacidos del sitio activo,
puentes metilénicos y una polimerizacion de 50 unidades de
estirenos en sus extremos terminales obteniendo asi una afi-
nidad de -6,7 kcal/mol. Es evidente que tanto en estos resul-
tados como los de la tabla 4, la afinidad aumenta en todos
los casos donde el volumen estérico es mayor debido a las
polimerizaciones. En la tabla 6, se pueden observar los bio-
receptores disefiados para la 5-HT1D junto con el promedio
de los resultados de las afinidades por triplicado entre la se-
rotonina y cada uno de estos.

Los bio-receptores disefiados con el fin de lograr alcanzar o
superar la afinidad-objetivo establecida entre la serotonina 'y
la proteina 5-HT1D descargada del PDB, la cual tenia un va-
lor de -6,3 kcal/mol. En la tabla 6 se evidencia que ningln
bio-receptor logré superar esta afinidad, sin embargo, el bio-
receptor que estuvo mas cerca de hacerlo con una diferencia
de -0,6 fue el nimero 2 con una afinidad promedio de -5,7
kcal/mol. No se procedi6 a hacer mas redisefios teniendo en
cuenta que otros bio-receptores disefiados para otras protei-
nas ya lograron superar la afinidad objetivo y con ellos se
puede seguir la investigacion.

En la tabla 7, se pueden observar los bio-receptores disefia-
dos para la 5-HT1E junto con el promedio de los resultados
de las afinidades por triplicado entre la serotonina 'y cada uno
de estos.

Los bio-receptores anteriormente mostrados se disefiaron con
el fin de lograr alcanzar o superar la afinidad-objetivo estable-
cida entre la serotonina y la proteina 5-HT1E descargada del
PDB, la cual tenia un valor de -6,1 kcal/mol. En la tabla 7 se
evidencia que el bio-receptor que logré superar esta afinidad
fue el nimero 2.1 redisefio 5-HT1E, que se encontraba consti-
tuido por los aminoécidos del sitio activo y una polimerizacion
de 50 unidades de estireno en sus extremos terminales obte-
niendo asi una afinidad de -6,5 kcal/mol.

Para esta proteina en especifico (5-HT1E) se disefiaron sola-
mente cinco bio-receptores y no seis como en los otros casos
debido a que su tamafio era extenso y como se menciono en el
primer requerimiento de restriccion el nimero de amino&cidos
estaba limitado al software, en este caso AutoDock generaba
error con el bio-receptor 4.1 redisefio, debido a que contaba con
puentes metilénicos que aumentaban su tamafio y restringia que
el Grid Box tomara todo el sitio activo, alternando los resulta-
dos y obteniendo una afinidad anormalmente baja.
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Tabla 4. Energias de interaccion promedio entre los bio-receptores disefiados en Avogadro de la proteina 5-HT1A y la serotonina.

Bio-receptores para Disefio en Avogadro Energia de interaccion entre cada
5-HT1A bio-receptor y la serotonina
(kcal/mol) / Desviacion estandar

Bio-receptor 1 5-HT1A -4,0+0,0

(Sitio activo)

Bio-receptor 2 5-HT1A -54+0,0
(Sitio activo polimerizado
con 30 unidades de esti-

reno)

Bio-receptor 2.1 redisefio -6,7x0,1
5-HT1A
(Sitio activo polimerizado
con 50 unidades de esti-

reno)

Bio-receptor 3 5-HT1A -3,6+0,0
(Sitio activo y puentes me-

tilénicos)

-5,6 £0,0
Bio-receptor 4 5-HT1A
(Sitio activo, puentes meti-
Iénicos y polimerizacién
con 30 unidades de esti-
reno)

Bio-receptor 4.1 redisefio -55+0,0
5-HT1A
(Sitio activo, puentes meti-
lénicos y polimerizacién
con 50 unidades de esti-
reno)
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Tabla 5. Energias de interaccion promedio entre los bio-receptores disefiados en Avogadro de la proteina SERT y la serotonina.

Bio-receptores para Disefio en Avogadro

SERT

Energia de interaccion entre cada bio-receptor
y la serotonina (kcal/mol) / Desviacion estandar

Bio-receptor 1 SERT
(Sitio activo)

-3,1+0,0

Bio-receptor 2 SERT

(Sitio activo polimeri-
zado con 30 unidades de
estireno)

-4,7+0,0

Bio-receptor 2.1 redisefio
SERT

(Sitio activo polimeri-
zado con 50 unidades de
estireno)

-6,1+0,0

Bioreceptor 3 SERT

(Sitio activo y puentes
metilénicos)

Bio-receptor 4 SERT

(Sitio activo, puentes me-
tilénicos y polimeriza-
cidén con 30 unidades de
estireno)

-6,2+0,0

Bio-receptor 4.1 redisefio AN,
SERT 3 \ et
(Sitio activo, puentes me- -— *..ifs.gg ..
tilénicos y polimeriza- T e e
cion con 50 unidades de
estireno)

-6,7+0,0

En los resultados presentados en las cuatro tablas anteriores,
se observO que solamente tres bio-receptores superaron la
energia objetivo (tabla 3) (2.1 redisefio 5-HT1A, 4.1 redisefio
SERT y 2.1 redisefio 5-HT1E), por ende, fueron selecciona-
dos para continuar en la siguiente etapa, todos estos contaban
con polimerizaciones de un valor de 50 unidades de estireno
las cuales ayudaron a aumentar el volumen estérico y a limitar

los lugares de interaccion del bio-receptor, aumentando asi su
especificidad por la serotonina como esta descrito en la lite-
ratural®, lo que conllevé a obtener las energias de interaccio-
nes mas altas. Sin embargo, se presenta el bio-receptor 2.1
redisefio 5-HT1A como el de mayor afinidad por la seroto-
nina teniendo en cuenta que supero la energia objetivo en 0,6
kcal/mol.
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Tabla 6. Energias de interaccion promedio entre los bio-receptores disefiados en Avogadro de la proteina 5-HT1D y la serotonina.

Bio-receptores para Disefio en Avogadro Energia de interaccion entre cada
5-HT1D bio-receptor y la serotonina
(kcal/mol) / Desviacion estandar

Bio-receptor 1 5- 5 S e = S e -40+0,0
HT1D (Sitio activo) -%{‘?uﬁﬁi‘gﬁ

-5,7+0,0

Bio-receptor 2 5-
HT1D

(Sitio activo polimeri-
zado con 30 unidades
de estireno)

Bio-receptor 2.1 redi- -5,4+0,3
sefio 5-HT1D (Sitio
activo polimerizado

con 50 unidades de es-

tireno)

Bio-receptor 3 5- -3,8+0,0

HT1D

(Sitio activo y puentes
metilénicos)

Bio-receptor 4 5- -52+0,0

HT1D

(Sitio activo, puentes
metilénicos y polimeri-
zacion con 30 unidades

de estireno)

Bio-receptor 4.1 redi- -49+0,0

sefio 5-HT1D

(Sitio activo, puentes
metilénicos y polimeri-
zacion con 50 unidades

de estireno)




KT Holguin Hurtado, MJ Méndez Bohorquez, L Rodriguez-Salazar, J Guevara-Pulido / Avances en Quimica, 17(2), 31-43 (2022) 39

Tabla 7. Energias de interaccion promedio entre los bio-receptores disefiados en Avogadro de la proteina 5-HT1E y la serotonina.

Bio-receptores para
5-HT1E

Disefio en Avogadro

Energia de interaccion entre cada bio-receptor
y la serotonina (kcal/mol) / Desviacién estandar

Bio-receptor 1 5-HT1E

<3
(Sitio activo) ;

e

-48+0,0

Bio-receptor 2 5-HT1E

(Sitio activo polimeri-
zado con 30 unidades
de estireno)

-51+0,0

Bio-receptor 2.1 redi-
sefio 5-HT1E

(Sitio activo polimeri-
zado con 50 unidades
de estireno)

-6,5%0,0

Bio-receptor 3 5-HT1E

(Sitio activo y puentes
metilénicos)

-3,6+0,0

Bio-receptor 4 5-HT1E

(Sitio activo, puentes
metilénicos y polimeri-
zacion con 30 unidades

de estireno)

-51+0,0

Para finalizar, los demés bio-receptores disefiados, especial-
mente los compuestos por puentes de metileno no presentaron
un patrén asociado al aumento en la energia de interaccion por
la serotonina. Con el objetivo de corroborar la selectividad de
los tres bio-receptores escogidos se decidio evaluar la afinidad
entre cada uno de estos por sustratos diferentes a la serotonina.
A continuacion, se muestran los resultados organizados en la
tabla 8.

Con base en la afinidad de union obtenida, es evidente que los

bio-receptores presentan mayor afinidad por la serotonina que
por los demés sustratos, cumpliendo asi con el requisito de se-
lectividad propuesto para el bio-receptor. Ademas, se pue-de
observar que con las deméas aminas bidgenas los bio-receptores
presentan una mayor energia de interaccion en comparacion
con la glucosa y lactato, esto debido a la similitud estructural
que hay entre la serotonina y las aminas. Para dar continuacion
a la eleccion del mejor bio-receptor, se evaluaron las distancias
de los puentes de hidrégeno formados a partir de la interaccion
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Tabla 8. Evaluacion de la afinidad de los bio-receptores por distintos sustratos.

Energia de interaccién (kcal/mol)

Bio-receptor Serotonina  Dopamina  Adrenalina Noradrenalina Glucosa Lactato
2.1 redisefio 5-HT1A -6,7 -5,9 -5,8 -5,4 -3,9 -3,1
4.1 redisefio SERT -6,7 -6,2 -5,8 -5,7 -4.4 -3,6
2.1 redisefio 5-HT1E -6,5 -5,8 -5,9 -5,8 -4,5 -4,0

entre la serotonina y las respectivas proteinas descargadas del
PDB, a través de una interfaz grafica que muestra los modelos
de interaccion calculados, esto se realizd por medio del soft-
ware Discovery Studio.

La primera proteina analizada fue la 5-HT1A (7E2Y), como
se observa en la figura 1, en la interaccion de la serotonina y
la proteina, se determinaron las distancias de cuatro puentes

b)

Bl Conventonal Hydrogen Bond

de hidrégeno (lineas punteadas amarillas). En cuanto a los
aminoacidos involucrados en esta interaccion, se encuentra
el 4cido aspartico en la posicién 116 (2,11 A), la valina en
117 (2,25 A), la treonina en la 121 (2,12 A) y la tirosina en
la390 (2,58 A). Solo fueron analizadas las interacciones pre-
sentadas en la imagen dado que eran las mas cercanas a la
proteina.

PHE
Ri361
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I

THR 1T 3
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Fig. 1: a) Distancias de interaccién 3D entre la serotonina y la proteina descargada PDB 5-HT1A. b) Distancias de interaccion 2D entre

la serotonina y la proteina descargada PDB 5-HT1A.
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Fig. 2: a) Distancias de interaccién 3D entre la serotonina y la proteina descargada por PDB SERT. B) Distancias de interaccion 2D entre

la serotonina y la proteina descargada por PDB SERT.

La segunda proteina analizada fue SERT (6VRK), como se
muestra en la figura 2, se determinaron las distancias de tres
puentes de hidrégeno en los cuales se vieron involucrados los

aminoécidos tirosina en la posicion 95 (2,35 A), y dos de serina
en la posicion 438 (2,89 A y 2,85 A respectivamente).
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La Gltima proteina analizada fue 5-HT1E (7E33), como se
muestra en la figura 3, se determinaron las distancias de un
puente de hidrégeno en el cual se vio involucrada la serina en
la posicion 186 (2,77 A). Adicionalmente, se presentan otros
tres amino&cidos los cuales generan otro tipo de interacciones
de Van der Waals, estos son la metionina en la posicion 103, la
cisteina en la posicion 105y la alanina en la posicion 190.

Teniendo en cuenta los aminoacidos presentes en las interac-
ciones entre la serotonina y las proteinas anteriores, se observo
su capacidad de aceptar y donar enlaces de hidrégeno. El &cido
aspartico es un aminocido polar que tiene la capacidad de do-
nar tres y aceptar cinco enlaces de hidrégeno®. Por otro lado,
se encuentra la valina como un aminoécido alifatico de cadena
ramificada y un grupo isopropilo, la cual dona dos y acepta tres

enlaces de hidrdgeno®, la treonina es un aminoécido polar, que
al igual que la anterior, dona dos y acepta tres enlaces de hidro-
geno®.

Otros aminodacidos polares involucrados en las interacciones
anteriores son la tirosina'’ y la serina, caracterizadas por donar
tres y aceptar cuatro enlaces de hidrégeno?®.

Con respecto a los tres bio-receptores seleccionados, se analiz6
de la misma forma que como se describio para las proteinas an-
teriores, teniendo como linea de base los resultados obtenidos.
Desde la figura 4 hasta la figura 6, se pueden observar las dis-
tancias de interaccion entre la serotonina y los tres bio-recepto-
res seleccionados.

b) ILE
THR R153
R:107

MET
R:103

TRP
R:304

ALA .

R:190 THR

R:183
CYS
R:106
SER
R:186

Interactions
van der Waals

I Conventional Hydrogen Bond

[:} Pi-Alkyl

Fig. 3: a) Distancias de interaccion 3D entre la serotonina y la proteina descargada PDB 5-HT1E. b) Distancias de interaccion 2D entre

la serotonina y la proteina descargada PDB 5-HT1E.

Fig. 4: Distancias de interaccion entre la serotonina y el bio-receptor 2.1 redisefio 5-HT1A.
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Fig. 6: Distancias de interaccion entre la serotonina y el bio-receptor 2.1 redisefio 5-HT1E.

En las figuras 4 y 5, se evidencia que los bio-receptores 2.1 re-
disefio 5-HT1A y 4.1 redisefio SERT respectivamente, no pre-
sentan interacciones de puentes de hidrégeno entre la seroto-
nina y el sitio activo, en comparacion con los receptores des-
cargados del PDB (editados en PyMOL), sin embargo, se ge-
neraron otro tipo de interacciones con las cadenas de polimeri-
zacion.

En cuanto al bio-receptor 2.1 redisefio 5-HT1E, observado en
la figura 6, se presentan dos puentes de hidrogeno entre la se-
rotonina y dos aminoécidos del sitio activo, con una distancia
de 2,23y 2,16 A clasificados como donador-receptor fuertes en

su mayoria covalentes'®, indicando una menor distancia con
respecto al receptor original teniendo en cuenta su valor de 2,77

El bio-receptor que se presenta como mejor opcion es el 2.1
redisefio 5-HT1E conformado por los aminoacidos del sitio ac-
tivo y polimerizacion con 50 unidades de estireno en sus ter-
minales, debido a que cumpli6 con cada uno de los criterios
mencionados anteriormente, obteniendo una energia de inter-
accion por la serotonina de -6,5 kcal/mol, una alta selectividad
por cada uno de los sustratos evaluados y distancias de interac-
cion de los puentes de hidrégeno de 2,20 A en promedio.
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Conclusiones

El andlisis del sitio activo de las proteinas involucradas en los
procesos serotoninérgicos permitio el disefio de bio-receptores
peptidicos logrando una energia de interaccion que sugiere la
mimetizacion de los receptores naturales 5-HT1A, SERT, 5-
HT1Dyel 5-HT1E.

En cuanto al disefio de los bio-receptores se observé que los
modelos propuestos con polimerizaciones de 50 unidades de
estireno presentaron una mayor energia de interaccion por la
serotonina debido al aumento de su volumen estérico y la limi-
tacion de los lugares de interaccion. Asimismo, los bio-recep-
tores disefiados, especialmente con puentes de metileno, no
presentaron un patron concluyente en su energia de interaccion
por la serotonina.

La seleccion del bio-receptor dejé como mejor bio-receptor in
silico al 2.1 redisefio 5-HT1E constituido por los aminoéacidos
del sitio activo y 50 unidades de estireno en sus extremos ter-
minales. En términos estructurales se logré una miniaturizacion
del receptor 5-HT1E el cual cuenta con 365 residuos, mientras
que el bio-receptor disefiado dispone de 16 aminoacidos. En
cuanto a las interacciones simuladas, se observd un aumento en
la energia de interaccién por la serotonina, al pasar de -6,1
kcal/mol a -6,5 kcal/mol.

Asi mismo, el bio-receptor seleccionado obtuvo distancias de
interaccion de los puentes de hidrdgeno de 2,20 A en promedio
y demostré tener una alta selectividad por la serotonina
discriminando los interferentes comunes presentados en el
medio como los son la dopamina, adrenalina, noradrenalina,
glucosa y lactato. Es importante aclarar que hasta no hacer los
ensayos Y hallar las constantes de asociacion y disociacion,
continta siendo una prediccion desde la bio3informatica.
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