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RESUMEN

El objeto de este trabajo de investigacidn, es el estudio y entendimiento de unos agentes causantes de la sepsis
severa y del choque septicémico, que a menudo conllevan a la muerte del paciente. Lamentablemente no existe un
tratamiento causal de la sepsis a nivel clinico. En la literatura se describen ciertos lipidos que cuentan con una
actividad dual: (1) son nano-acarreadores que transportan el acido nucleico y (2) estimulan (agonismo) la sepsis por
afinidad al receptor humano TLR4/MD-2. En la naturaleza, el sistema inmune innato detecta la presencia de
bacterias en el cuerpo a nivel molecular mediante los lipopolisacaridos (LPS). Estos LPS se desprenden de la
membrana bacteriana y los receptores de las membranas celulares del cuerpo humano detectan su presencia en
pequefas concentraciones, nano y hasta picomolares. Aqui el analisis enfoca el acoplamiento de los agentes
causantes de la sepsis (agonistas) por métodos computacionales de sus interacciones con sus dianas
biomoleculares, el complejo receptor extracelular TLR4/MD-2, puede facilitar el entendimiento del mecanismo
molecular de accion. Este analisis puede contribuir a mejorar el entendimiento del choque séptico que carece de
una terapia medicamentosa causal y por ende conlleva a un pronéstico clinico desfavorable en unidades de
cuidados intensivos.

1. INTRODUCCION

La nanotecnologia fue introducida por el fisico teérico americano Richard Feynman (1918-1988)
y desde entonces permite crear nuevas herramientas en dimensiones submicroscopicas, y en
este caso el sistema bioldgico de reconocimiento de invasores bacterianos es un ejemplo mas
qgue muestra que también la vida celular esta utilizando dicha “nanotecnologia”, o al revés, la
nanotecnologia del ser humano imita lo que la evolucion bioldgica ya ha producido eones de
afos antes.

Los liposomas cationicos de tipo DiCl4-amidina son transportadores nanotecnolégicos y el
sistema TLR4 responde a dichos acarreadores con un estimulo endotéxico. El sistema
inmunolégico innato tiene otra sorpresa que es su sensibilidad a nivel picomolar.

El choque séptico es un problema de salud con fuertes implicaciones ya que no existe un
tratamiento causal que pueda intervenir y curar la causa del padecimiento. Afortunadamente la
sepsis es una complicacién clinica de las infecciones bacterianas poco frecuente en general.
Pero, una vez manifestdndose, tiene un prondstico desfavorable pudiendo ser mortal sin
remedio.

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra patdgenos exdgenos. Su
activacion produce citocinas pro-inflamatorias tales como IL-1B y TNF-q, las cuales ayudan a
prevenir la infeccidn y son potenciadores de la respuesta inmune adaptativa [1,2,3]. El efecto de
estas citocinas puede ser perjudicial cuando son producidas en abundancia, derivando en lo que
se conoce como sepsis o incluso choque séptico [4]. El choque séptico por bacterias Gram-
negativas presenta una alta mortalidad de alrededor del 20% en unidades de cuidados
intensivos, con prolongadas estancias hospitalarias y altos costos de atencién [4,5].

1.1. La deteccion picomolar de las endotoxinas

El lipopolisacarido (LPS) es uno de los mas potentes inmunoestimuladores, actuando a nivel
picomolar (10™) y es un indicador especifico de infeccién por bacterias Gram-negativas
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(endotoxina). En general, el lipido A (LA) es el centro con actividad inmunoreactiva
(endotoxicidad) [5,6,7,8]. La estructura base del LA de Escherichia coltiene un esqueleto di-
glucosamino-di-fosfato, con una estructura compuesta por seis cadenas acilo alifaticas que lo
anclan a la membrana. Unido a un nucleo oligosacarido, el LPS tipicamente contiene una cadena
variable de azucares llamada antigeno-O 6 cadena-O. Al remover el nucleo oligosacdrido y la
cadena-0, se produce el LA, capaz de inducir endotoxicidad, salvo excepciones reportadas
[6,8,9].

1.2. Herramientas lipidicas nanomoleculares son agonistas de la sepsis como las endotoxinas

La amidina DiC14 es un lipido catidnico y sirve como nano acarreador para el transporte de
acidos nucleicos. Se detecto que también actia de forma agonista en el Sistema “Toll-like
receptor 4” (TLR4). Se estudio su caracter estimulante de la endotoxicidad y se concluyo que los
nanoliposomas de la amidina-DiC14 tiene afinidad al receptor extracelular TLR4 permitiendo la
dimerizacidn en procesos dependientes de la proteina llamada “myeloid differentiation 2” (MD-
2). Sin embargo, no requiere de la intervencién de la proteina que asiste el proceso de la sepsis
en otras situaciones y se denomina “cluster of differentiation 14” (CD14). La aportacion del
hallazgo es que, gracias a los nano-acarreadores lipidicos de tipo “DiC14-amidine”, TLR4 se ve
activado por la unién directa de los nanoacarreadores al receptor TLR4, nunca antes observado.
El sitio de unién (TLR4) es diferente del sitio conocido antes y que normalmente es la proteina
asociada al TLR4, la MD-2. Los agonistas ahora se pueden clasificar como los “normales” que se
unen al MD-2, y aquellos (nuevos) que forman un grupo de ligandos que se pegan al TLR4, y que
no se unen la MD-2 y son denominados cientificamente “non-MD-2-binding lipids” en la
literatura [10,11,12].

Nuestro estudio se enfoca en el anélisis in silicode las interacciones del Lipopolisacérido, sus
derivados y/o sus componentes quimicos con sus dianas biomoleculares normales o sea al
complejo TLR4/MD-2. El entendimiento bioquimico de estos aspectos a nivel molecular, podria
ayudar en el cuidado clinico de la medicina hospitalaria contra la sepsis severa y el choque
séptico, pues en la actualidad, no existe un tratamiento especifico contra esta enfermedad
[4,8,13].

1.3. El receptor de las endotoxinas

Se ha sefialado a la familia de receptores TolHike (TLR) como responsable de desatar la cascada
de sefializacion, al ser activados por LPS en diversos tipos de células de mamiferos, incluyendo
fagocitos. Aunque el TLR4 es comunmente referido como el receptor del LPS, este no se une
directamente al LPS u otro analogo. El LPS se une directamente a la cavidad hidrofdbica central
del co-receptor MD-2, una proteina que se asocia fisicamente con el TLR4 [1,5,6,7,8,14].
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1.4. Lipopolisacaridos

El término Lipopolisacarido (LPS) comprende una familia de compuestos de caracter anfifilico,

con una regién predominante de cardcter lipofilico conocido como Lipido A (LA), unido
covalentemente a una porcién hidrofilica de oligosacaridos. El LPS es un componente esencial

de la membrana externa en varios tipos de bacterias Gram-negativas. Algunas de estas bacterias
patdgenas para el ser humano ingeridas mediante la comida, incluyen Escherichia coli,
Salmonella enterica, Neisserimeningitidis, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis,
Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila y
Chlamydiatrachomatis La membrana externa de E. colies sumamente asimétrica: la porcidn
lipidica de la lamina superficial de la membrana externa estd formada principalmente de
regiones de LA del LPS y cubren cerca del 75% del total de su superficie. La lamina interior de

esta membrana esta compuesta principalmente de fosfolipidos y cadenas acilo de lipoproteinas
bacterianas insertadas (Figura 1) [5,6,7].

L J
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.- “Endotoxina”
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Figura 1. Activacion de la respuesta inmune innata mediada por lipopolisacérido (LPS) en Macréfagos (Mo/Me). De
acuerdo al modelo aceptado, la proteina de unién a LPS (LBP: LPShinding protein cataliza la transferencia de una
sola molécula de LPS hacia el complejo receptor de membrana TLR4/MD-2 activandolo. En el lado derecho se
representa al complejo receptor TLR4/MD-2 en su forma activa (dimerizado).
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La forma prototipica y dominante de LA de E. coliconsiste en un esqueleto de dos glucosaminas
monofosforiladas unidas por un enlace B(1’-6), designadas como glucosamina GIcN |y GIcN I,
ademas de una region hidrofébica caracteristica compuesta por seis cadenas (hidroxil-) acilo de
12 y 14 dtomos de carbono. A mayor detalle, en esta estructura hexa-acilada, un subgrupo de 4
residuos 3-hidroximiristoil (3-OH-Cy4) estd unido directamente al esqueleto B-D-glucosaminil-
(1,6)-B-D-glucosamino por dos enlaces amida y dos enlaces éster (esterificaciones) en posiciones
2/2" and 3/3’, respectivamente y los grupos 3-OH de los residuos primarios en posiciones 2"y 3’
en GIcN Il se encuentran totalmente esterificados con grupos lauril (Cy3) y miristoil (Cis),
respectivamente. Los dos grupos fosfato del esqueleto del LA difieren quimicamente: uno esta
unido por enlace a-glucosidico al mondmero reductor (GlcN 1) en posicidon 1, mientras que el
otro estd unido por un enlace éster en la posicion 4’ de la unidad GlcN Il (Figura 2) [5].

KDO KDO KDO

Figura 2. Estructura molecular del lipopolisacarido, LPS. A la izquierda se muestra de forma esquematica la
estructura del LPS. La estructura cristalografica (derecha) muestra abajo las seis cadenas de acidos grasos, y en
orientacion horizontal, la base que es di-glucosamina con dos grupos terminales de fosfatos (P1: 1a-GIcN | y P2: 4’-
GIcN 11). Se continua hacia arriba con seis moléculas de azucares y derivados. GlcN: N-glucosamina, P: Fosfato, KDO:
3-DeoxyD-mannc-oct-2-ulosonic acigdHep: Heptosa. Cédigo PDB: 3FXI [15].
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La presencia de ambos grupos fosfato (P1: 1a-GlcN |y P2: 4’-GlcN I, véase Figura 2) contribuye
a la dimerizaciéon del complejo TL4/MD-2/LPS. El LPS de Capnocytophaga canimorses cien
veces menos endotdxico en comparacion con E. coli pues tiene una estructura di-glucosamino-
mono-fosfato penta-acilado, sin el grupo fosfato en posicién 4’ del GIcN Il que presenta el LA de
E. coli8].

1.4. Activacién del complejo receptor TLR4/MD-2 por LPS y sus derivados

El sistema inmune innato de mamiferos reconoce a las bacterias y a los componentes de la
pared celular de las bacterias a través de dos tipos de receptores, los CD14 y la familia de
receptores TolHike.

La palabra “Toll” viene del idioma aleman para referirse a algo como “chulo, bonito” en Espafiol
0 “cool” en Inglés. Histéricamente, se dice que al descubrir en un laboratorio de investigacion
dicha familia de proteinas, la jefa del mismo exclamé en Aleman: “Wie toll!” (se pronuncia “vii
tol€ = jque chulo!, en Inglés: “how nice”). En 1995 la jefa, Prof. Dr. Christiane Nisslein-Volhard,
recibié el premio Nobel por su descubrimiento del gen “Toll” que juega un papel primordial en
el desarrollo de cada individuo en estado embrional. Dicha ontogénesis describe el desarrollo de
un individuo (“onto” en griego) en donde el ovocito fecundado humando atraviesa todos los
estadios de vida animal desde vertebrados acuaticos primitivos a los mamiferos terrestres.

Sin embargo, el TLR4 por si solo no es capaz de unirse al LPS. Para esto, el TLR4 requiere una
proteina que asista este proceso, el co-receptor MD-2, una proteina de 25 kDa y de 160
aminodcidos que esta asociada al TLR4 en la superficie de células (Figura 3) y que permite la
respuesta al LPS [16]. Se ha reportado ademas, que las proteinas CD14 y la proteina de unién a
LPS (LBP: LPSbinding protein aumentan la respuesta al LPS, actuando como proteinas
transportadoras [9].

Membrana

Figura 3. Representacion 3D del complejo dimétrico TLR4/MD-2/LPS en forma de “m”, crucial para la activacion de
la respuesta inmune innata. El LPS esta unido a la cavidad hidrofébica del MD-2, pero participa en la formacion del
“homodimero” interactuando con ambas unidades de TLR4 involucradas. Modificado de [7,16].
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El LA del LPS, interactua con la larga cavidad hidrofébica del MD-2. Su esqueleto diglucosamino
esta fosforilado por ambos lados. La posicién adoptada por el LA, permite a los dos fosfatos la
formacién de puentes salinos a cadenas laterales con carga positiva en ambas subunidades de
TLR4, lo que contribuye a la dimerizacién. Las interacciones especificas entre el LA y el complejo
TLR4/MD-2 con el LPS, inducen un re-arreglo y dimerizacion en un complejo de forma de “m” de
dos unidades TLR4/MD-2/LPS ([TLR4/MD-2/LPS],, Figura 3).

Esta formacién dimérica inducida por LPS/LA en la superficie celular, constituye un paso clave
para la activacion de la respuesta inmune innata en mamiferos [2,8]. Cuando el LPS se une al
complejo, estd dentro del homodimero con forma de “m” simétrica de dos complejos;
expresados como [TLR4/MD-2/LPS],, mientras que el antagonista Eritoran o el lipido IVa (L4a)
cristalizan en complejos monoméricos [TLR4/MD-2/Eritoran] o [MD-2/L4a], respectivamente.
Tanto el MD-2 humano (hMD-2) como el hTLR4 requieren cambios conformacionales inducidos
gue permiten la dimerizacién [2,5,17].

4

Figura 4. Modelo de interaccion en forma de cufia (wedge lado derecho) propuesto para el LPS y sus derivados [8].
Como agonistas, el LPS o sus derivados forman interacciones (denotadas por las lineas punteadas) con los tres
componentes de la interfaz en forma de cufia pues hay dimerizacién del receptor tras su activacion (mostrado en
esta imagen). Como antagonistas, uno de los grupos fosfato se coloca en la posicidon Pan (parte inferior izquierda de
la cuiia), sin interactuar con el TLR4* y no hay dimerizacidn (Solo se muestra el sitio Pan en esta imagen). Al tener
dos grupos fosfato, tanto agonistas como antagonistas pueden colocar uno de estos en la posicion Pag-Pan. Los
colores en cada lado de la cuia hacen referencia a una entidad proteica del lado izquierdo de la imagen, como se
puede ver, el MD-2*, no participa en la interfaz de interaccion representada. TLR4*: TLR4 contrario, Pag: fosfato en
posicidn agonista, Pan: fosfato en posicién antagonista.

Con el fin de esclarecer por qué LPS y ciertos derivados como el L4a presentan una actividad
bioldgica conocida como endotoxicidad (causando la sepsis), se ha establecido un modelo de
interaccion para esta clase de moléculas con el complejo receptor TLR4/MD-2 para las
diferentes especies a analizar. Estas interacciones estan representadas en forma de “cufia”
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(Inglés: wedg@ que facilitan su visualizacion e interpretacion, de acuerdo a lo reportado en la
literatura [8]. Como se menciond anteriormente, para que se dé la activacion de la respuesta
inmune, se tiene que dar la dimerizacién del complejo [TLR4/MD-2/LPS], por lo que el LPS (o
derivados en orientacién agonista) no sélo debe de interactuar con ambos co-receptores, sino
que ademas debe de formar interacciones con un TLR4 contrario (denominado TLR4*, Figura 4).

2. METODOS
2.1. Obtencion y generacion de los modelos tridimensionales del receptor TLR4/MD-2

La estructura tridimensional o cristalizada del complejo receptor TLR4/MD-2 de la especie
humana fue obtenida de |la base de datos PDB [15,18]. La estructura del complejo receptor de la
especie equina y murina fueron modelados por homologia. Finalmente, el complejo receptor de
la especie canina fue modelado por homologia en este trabajo de investigacion.

2.2 Dindmica Molecular

Una de las principales herramientas en el estudio tedrico de moléculas bioldgicas es el método
de simulacion por Dinamica Molecular (MD: Molecular DynamigsEste método de simulacién in
silicopermite el estudio del comportamiento de un sistema molecular en funcién del tiempo y
es usado rutinariamente en nuestros dias para la investigacidn de diversas estructuras quimicas.
Hoy en dia, es comun su aplicacion en estudios de acoplamiento ligando-receptor [19]. De
manera sencilla, MD puede ser definido como un método de “rastreo de particulas”, pues es un
método para la generacidn de trayectorias de un sistema de N particulas, incluyendo posicién y
velocidad atdmicas, por integracion numérica directa de las ecuaciones del movimiento de
Newton (E = K + JJE Energia interna; K Energia cinética; U: Energia potencial), con
especificaciones de un potencial interatdmico (campo de fuerza o force field, y condiciones
iniciales [20,21]. Las simulaciones por MD pueden ser tratadas como un experimento como se
muestra en la Figura 5.

Donde, para un sistema con N numero de atomos, se dan las condiciones de equilibrio
(temperatura y presion) y se ejecuta el cdlculo de interés durante un numero finito ciclos de
simulacion [22].

Se han hecho diversos intentos por entender los aspectos moleculares involucrados en la
actividad del LPS y sus derivados, con resultados inconclusos. El entendimiento de la relacién de
sus interacciones con el complejo receptor TLR4/MD-2 por medio de simulaciones moleculares
computacionales como acoplamiento molecular y dindmica molecular, puede aportar
informacién que contribuya al desarrollo de nuevos compuestos en el tratamiento del choque
séptico. Por lo tanto, el presente estudio, esta enfocado en el estudio de la relacion estructura-
actividad del LPS y sus derivados, asi como ayudar a entender a nivel molecular, las
interacciones que regulan la activacion/inhibicion del complejo receptor TLR4/MD-2 vy la
proteina LBP en diferentes especies de mamiferos. Los resultados de este estudio
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computacional, seran representados en base al esquema de interacciones presentado en la
Figura 7 (derecha) [8,13].

Velocidades y
posiciones iniciales °
I — A N
Célculo de energias
moleculares °

i

Cambios de presion 1
y temperatura
|
Cambios de velocidad
y posicién

|

Condicion de paro

Y

Andlisis de datos

Figura 5. Simulaciones por dinamica molecular. Del lado izquierdo se observa el esquema general de una dindmica
molecular, donde la condicion de paro generalmente esta en funcion del tiempo de simulacién. En dindmica
molecular, la proteina a estudiar se coloca dentro de un espacio delimitado llamado “celda de simulacién” (lado
derecho). El nimero de atomos (N) esta determinado por aquellos que constituyen a la proteina y el nimero de
moléculas de agua presentes. La presencia del agua permite una mayor representatividad al tratarse de un sistema
bioldgico como se observa al lado derecho dela flecha.

3. RESULTADOS

Se ha llevado a cabo el estudio de tipo simulaciones moleculares computacionales entre el
Lipido IVa (L4a), un precursor del LPS que presenta actividad dual dependiente de la especie, y
el complejo receptor TLR4/MD-2 y hemos ya publicado y establecido una interfaz de interaccion
en forma de “cufia” (Figura 4) en la cual se han mapeado los residuos aminoacidicos
participantes en la interaccidn, en tres especies de mamiferos, lo que constituye la principal
aportacién de este trabajo a la ciencia. Por medio de dindmica molecular, se ha evaluado la
preferencia posicional de los grupos fosfato dentro de esta interfaz de interaccién en una
ventana de tiempo adecuada, pues se plantea que estos grupos funcionales son fundamentales
en la actividad bioldgica del LPS y sus derivados. En funcién de lo anterior, se ha observado de
forma preliminar, la relacién entre el comportamiento experimental reportado y los resultados
de la dindmica molecular, los cuales coinciden para las especies murina y equina. Los resultados
obtenidos servirdn para refinar detalles de la dindmica molecular con el fin de hacer ejecuciones
mas prolongadas que permitan establecer si los grupos fosfato son los responsables del
comportamiento agonista o antagonista del LPS y/o sus derivados.
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Para activar la respuesta inmune, se postula la dimerizacién del complejo receptor TLR4/MD-2,
por lo que el L4a como agonista no solo debe de interactuar con ambos co-receptores, sino que
ademas debe de formar interacciones con un TLR4* (Figura 3 y Figura 4).

En los modelos de interaccién propuestos en la figura 4, se puede observar que en el caso del
ratén los residuos de lisina (K319a, K367b) y un residuo de arginina (R434b), atraen al grupo
fosfato de la GIcN | (P1). Ademads, se puede observar que un residuo de acido glutdmico del MD-
2 (E122c) repele o “empuja” al P1 hacia arriba, desplazando al L4a fuera de su cavidad y
favoreciendo la interaccién con los residuos de lisina y arginina ya mencionados, lo cual en parte
también explica el porqué de su posicion agonista, el L4a se encuentra mds expuesto que en la
forma antagonista. Algo similar ocurre con la especie equina, donde al parecer, las tres
subunidades del receptor, contribuyen con residuos que favorecen el posicionamiento del P1 en
el sitio Pag.

En la especie humana (L4a como antagonista), un residuo de arginina del MD-2 (R90c) mantiene
al L4a inmerso en su cavidad hidrofébica por medio de interacciones electrostaticas con el
fosfato de la GlcN Il (P2), a la vez que hay repulsién con el dcido glutdmico (E439b) del TLR4*, lo
qgue implica que el grupo fosfato P2 no pueda desplazarse a la zona de interaccion que favorece
la dimerizacién, ni que el TLR4* pueda formar interacciones con otro complejo TLR4/MD-2.
Ademas, la presencia de acidos glutamicos (E369, E321a) no favorece el posicionamiento del P2
en el sitio Pag.

Para el estudio por dindmica molecular, se realizd un analisis preliminar de los grupos fosfato,
disefiados en base a lo reportado en la literatura [23]. Esto resulta crucial por dos razones: la
primera es monitorear la posicién de estos grupos funcionales en funcién del tiempo. La
segunda es que se ahorra tiempo de cdlculo al evaluar Unicamente una parte del LPS que resulta
fundamental para su efecto bioldgico [6,8].

Asi, se disefid y colocd el grupo fosfato en la posicién Pag-Pan, y como prueba preliminar se ha
ejecutado la dinamica molecular a 300 K en una ventana de tiempo suficiente para observar los
desplazamientos atdmicos de 20000 ps (20 ns), para el complejo receptor humano (h[TLR4/MD-
2/L4a],), en pruebas preliminares no se hizo el corte sobre el TLR4*), con el programa Gromacs
[24,25,26]. Las distancias interatédmicas del grupo fosfato con los residuos de arginina 264
(R264a) y lisina 362 (K362a) del sitio Pag-Pan, resultado de estas pruebas preliminares se
muestran en la Figura 6.

En esta Figura 6 se observa que el grupo fosfato, muestra preferencia posicional en el sitio Pag-
Pan, ubicdndose a una distancia de aproximadamente 0.25 nm de la arginina 264 en diferentes
momentos. Esto no ocurre con la lisina 362, donde las fluctuaciones llegan hasta a mas de 1.5
nm y la distancia mas cercana es de 0.25 a 0.3 nm, pero solo por instantes. Dada la gran
cantidad de informacién que se genera en cada dindamica (15 a 20 Gb), esta ventana de tiempo
resulta adecuada para estas pruebas preliminares.

La especie humana muestra un comportamiento que se puede considerar dual (agonismo y
antagonismo) por el momento, pues un mayor tiempo de simulacion podria permitir al fosfato
explorar esta zona, pues si bien no se presenté interaccidon con el residuo de arginina de este
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sitio (R90c), el PO4_Pan aun se mantiene en su sitio después de los primeros 10 ns, lo cual debe
estudiarse mas a fondo.

, Arginina 264 (R264)  Lisina 362 (K362)

n
i

Distancia (nanometros)
Distancia (nanometros)

M M P | o—s 1 | " I —
0 5000 10000 15000 20000 0 S000 10000 15000 20000

=

Tiempo (picosegundos)

Figura 6. Gréficos de distancia vstiempo entre el grupo fosfato y los residuos del sitio Pag-Pan de la especie
humana (circulo) obtenidos por dindmica molecular. La ventana de observacién es de 20000 ps (20 ns).

Por ultimo, en este estudio se estudia el comportamiento Unicamente de los fosfatos, que se
sabe son grupos funcionales determinantes en la interaccion del LPS y/o sus derivados con el
complejo receptor TLR4/MD-2, y se analiza su preferencia por los sitios identificados en la
interfaz de interaccién en forma de cuifia. Cuando estos estan conectados por la estructura
diglucosamina, es claro que el grupo fosfato que se coloca en posicion Pag-Pan, determina la
posicion que puede tomar el otro, pero no permite observar el libre movimiento que estos
podrian experimentar cuando estan solos. Lo anterior resulta crucial, pues por dindmica
molecular se pueden identificar residuos con los que interactian los fosfatos, algunos de los
cuales no se consideraban del todo determinantes sobre el efecto agonista o antagonista, es
decir, no han sido reportados en literatura. De esta forma, se puede aportar conocimiento para
disefiar farmacos o antidotos que interactien de forma dirigida con ciertos residuos para lograr
la respuesta biolégica deseada.

4. CONCLUSIONES

Por nuestro estudio de acoplamiento molecular, se han identificado residuos aminoacidicos que
dependiendo de la especie a la que pertenecen, son determinantes en la actividad del L4a
[8,13].
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Los parametros asignados al grupo fosfato utilizado en dinamica molecular son correctos y
fueron comprobados por pruebas de comportamiento en un sistema bifdsico y midiendo su
difusién en un sistema acuoso.

Los complejos receptores estudiados por dindmica molecular en la ventana de tiempo elegida
(50 ns), permiten observar un comportamiento cercano al esperado, sobre todo en las especies
murina y equina. En la especie humana se requiere un mayor tiempo de simulacién. Los
resultados preliminares obtenidos resultan sumamente ilustrativos y permitirdn establecer
condiciones y ajustes para dindmicas moleculares mas prolongadas que permitan obtener
conclusiones tedricas contundentes.

El principal aporte de este trabajo hasta el momento consiste en explotar nuestra propuesta de
la interfaz de interaccion en forma de cufia (“wedg€’), el mapeo de los residuos aminoacidicos
que interactian con el LPS y/o sus derivados, lo cual ha sido publicado en una revista
internacional [8,13]. Ademas de evaluar por simulacion molecular los grupos fosfatos,
propuestos como grupo funcional clave en la activacion del complejo TLR4/MD-2, lo cual ha sido
reportado en la literatura pero estd por simularse in silicoen este trabajo de investigacién. Una
vez y por confirmado la simulacion computacional a futuro se puede concluir sobre el
comportamiento de nuevas estructuras moleculares que permitan interferir con la sefializacion
y por ende con la sepsis. El presente estudio se justifica por el hecho de que el reconocimiento
inicial molecular funciona por una maquinaria proteica que actla en concentraciones
picomolares con el agente infeccioso natural y que otros lipidos nanoacarreadores también son
agonistas del recetor TLR4.
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