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Resumen
El vitiligo es una enfermedad caracterizada por la despigmentacion de la piel, afectando al
1-3% de la poblacion mexicana, estando entre el tercer y quinto lugar en enfermedades
dermatoldgicas. La presencia de las células T en el vitiligo se ve marcada por la inflamacién
perilesional ocasionada por linfocitos T CD4* y CD8", donde los linfocitos T CD8* son los
responsables de la muerte de los melanocitos. Las células T son guiadas para su migracion
por las quimiocinas, una de las quimiocinas sobreexpresadas en sangre de pacientes con
vitiligo es CXCL10, mientras que en los linfocitos T CD8+ se sobreexpresa su receptor
CXCRS3A, promoviendo quimiotaxis. En etapas tempranas de la enfermedad en los
melanocitos se sobreexpresa CXCR3B, cuya interaccion con CXCL10 promueve apoptosis.
Existen diferentes tratamientos para el vitiligo, pero ninguno es 100% efectivo. En este
trabajo, se construyé un modelo de homologia de CXCR3B y CXCL10, un ligando natural
de CXCR3, para estudiar las interacciones entre CXCR3B y CXCL10. Se realizaron
simulaciones de dindmica Coarse-Grained para observar interacciones, rotaciones de
segmentos transmembrana (TM) y cambios conformacionales de los receptores CXCR3B
y CXCR3A solos y en complejo con CXCL10. Las simulaciones mostraron que los TM de
mayor relevancia en CXCR3B son TM1, TM2, TM5 y TM7, debido a las interacciones entre
ellos que se forman y se pierden en presencia de CXCL10 para alcanzar el estado meta-
activo. La red polar perdié entre TM1-TM7, TM3-TM7, TM3-TM5 y TM5-TM6. TM5 es un
punto de ruptura para la formacién de nuevas interacciones que son TM1-TM2, TM2-TM7
y TM6-TM7. La distancia entre el centro de masa de CXCL10 y CXCR3B disminuy6 a lo
largo de la simulacion, lo que sugiere que CXCR3B alcanza el primer paso de la activacion
del receptor de quimiocinas como CXCR3A. Por el contrario, en CXCR3A, encontramos
diferencias interesantes en CXCR3B, TM2, TM3 y TM7 que son importantes en el estado
meta-activo de CXCR3A. Aln asi, la red polar es sorprendentemente diferente: CXCR3B y
CXCRS3A solo comparten una interaccion entre ellos en TM2-TM7 (Aspl46-Asn361 y
Asp99-Asn314, respectivamente). Esta informacién podria ser Gtil para el nuevo disefio de

moléculas especificas de isoformas.

Palabras clave: vitiligo, estrés oxidativo, autoinmune, células T, linfocitos T CXCRS,

CXCL10 CD8+, modelado de homologia, actividad inhibidora de disefio computacional.



Abstract
Vitiligo is a disease characterized by depigmentation of the skin, affecting 1-3% of the
Mexican population, being between the third and fifth place in dermatological diseases. The
presence of T cells in vitiligo is marked by perilesional inflammation caused by CD4+ and
CD8+ T lymphocytes, where CD8+ T lymphocytes are responsible for the death of
melanocytes. T cells are guided for their migration by chemokines, one of the chemokines
overexpressed in the blood of patients with vitiligo is CXCL10, while in CD8+ T lymphocytes
its CXCR3A receptor is overexpressed, promoting chemotaxis. In early stages of the
disease, CXCR3B is overexpressed in melanocytes, whose interaction with CXCL10
promotes apoptosis. There are different treatments for vitiligo, but none is 100% effective.
In this work, a homology model of CXCR3B and CXCL10, a natural ligand of CXCRS3, was
constructed to study the interactions between CXCR3B and CXCL10. Coarse-grained
dynamics simulations were performed to observe interactions, transmembrane (TM)
segment rotations, and conformational changes of CXCR3B and CXCR3A receptors alone
and in complex with CXCL10. The simulations showed that the most relevant TMs in
CXCR3B are TM1, TM2, TM5 and TM7, due to the interactions between them that are
formed and lost in the presence of CXCL10 to reach the meta-active state. The polar network
lost between TM1-TM7, TM3-TM7, TM3-TM5 and TM5-TM6. TM5 is a breakpoint for the
formation of new interactions that are TM1-TM2, TM2-TM7 and TM6-TM7. The distance
between the center of mass of CXCL10 and CXCR3B decreased throughout the simulation,
suggesting that CXCR3B reaches the first step of chemokine receptor activation like
CXCRS3A. By contrast, in CXCR3A, we found interesting differences in CXCR3B, TM2, TM3,
and TM7 that are important in the meta-active state of CXCR3A. Sitill, the polar network is
strikingly different: CXCR3B and CXCR3A only share one interaction with each other in
TM2-TM7 (Aspl46-Asn361 and Asp99-Asn314, respectively). This information could be

useful for the new design of isoform-specific molecules.

Key words: Vitiligo, oxidative stress, autoimmune, T-cell, CXCR3, CXCL10 CD8+ T

lymphocytes, homology modeling, computational design, inhibitory activity.



1. Introduccidn

El vitiligo es una enfermedad de la piel caracterizada por la despigmentacion de la epidermis
dando origen a lesiones de color blanco. Esta enfermedad afecta entre el 0.5-2.0% de la
poblacién mundial y en México entre el 1% y 3% de la poblacién lo padecen, posicionando
al vitiligo entre el tercer y quinto lugar en enfermedades de dermatosis en México y entre el
2-4% de todos los pacientes dermatoldgicos. 1~ La etiologia del vitiligo puede ser explicada
por diversos factores como son: factores genéticos, estrés oxidativo y autoinmunidad, entre
otros. Recientemente, la teoria mas aceptada es la combinacion del estrés oxidativo y la
autoinmunidad, lo que deriva en la destruccién del melanocito mediada por los linfocitos T
CD8*, la cual podria ser evitada si se inhibe la quimiotaxia de los linfocitos T CD8",
antagonizando a los receptores de quimiocinas y evitando asi, la migracion de células del
sistema inmune. 4% Los receptores a quimiocinas CXCR3A y CXCR3B juegan un papel
muy importante en la quimiotaxis de las células T CD8*y la apoptosis de melanocitos,
respectivamente, pues al ser estimuladas por su quimiocina natural CXCL10 provocan la
quimiotaxis de las células T melanocitotoxicas. Estudios previos han demostrado una
sobreexpresion de la quimiocina CXCL10 junto con sus respectivos receptores, en
pacientes con vitiligo en comparacién con pacientes sanos. El receptor a quimiocinas
CXCR3 cuenta con 3 isoformas, CXCR3A, CXCR3B y CXCR3-alt, de las cuales CXCR3A
y CXCR3B tienen un papel importante en el vitiligo, pues CXCR3B se encuentra
sobreexpresado en las etapas tempranas del vitiligo, provocando la apoptosis del
melanocito y CXCR3A promueve la quimiotaxis de las células T CD8*. &1° Existen
diferentes tratamientos para el vitiligo, pero ninguno es 100% efectivo ni tampoco todos los
tratamientos funcionan con todas las personas. %1’ Por este motivo es necesario estudiar
y comprender los procesos relacionados a la activacion de los receptores CXCR3A y
CXCRS3B involucrados en la fisiopatologia del vitiligo y de esta manera disefiar nuevas
moléculas con potencial efecto antagonista para servir como nuevos tratamientos para esta

enfermedad.

2. Antecedentes.

2.1.Definicion.
El vitiligo es una enfermedad hipopigmentaria, de origen autoinmune de la piel

caracterizada por maculas blancas, provocado por la falta de melanocitos. Cualquier



persona puede desarrollar vitiligo, no se tiene un sexo o edad predilecta, pero es poco
comun el diagnaéstico del vitiligo en el nacimiento, pues podria diagnosticarse erroneamente
como albinismo localizado. Las lesiones de vitiligo tienen tendencia de aparecer en cara,
manos, mufecas, axilas, ombligo, boca, cabello y otras zonas periorificiales. La prevalencia
de esta enfermedad varia por region geogréfica y por edad. Estudios epidemiolégicos en
los dltimos afios resaltan las comorbilidades autoinmunes asociadas como diabetes
mellitus, enfermedad tiroidea autoinmune, artritis reumatoide, enfermedad de Addison,
entre otras.' El vitiligo afecta aproximadamente a 70 millones de personas a nivel mundial
independientemente de su color de piel, sexo u origen étnico.'® En México, el vitiligo se ha
descrito entre el tercer y quinto lugar de las enfermedades dermatol6gicas, representando
entre el 2-4% de los pacientes dermatolégicos.*®

Es necesario considerar al vitiligo como una enfermedad de alto impacto psicol6gico. Un
estudio realizado en la ciudad de México demostro que existe una relacion entre depresion
y ansiedad del 34% y 60%, respectivamente, en pacientes que padecen vitiligo.?° Los
médicos, al priorizar el tratamiento, no ven las posibles afecciones psicoldgicas que puede
presentar el paciente. Pacientes afectados por esta enfermedad llegan ser victimas de
discriminacion social y son vistas como inferiores, debido a la percepcién de algunas
personas hacia aquellas portadoras de caracteristicas “diferentes”, haciendo una
comparacion con aquellas que no tienen alguna alteracion visible en la piel.?!

Por afios, los investigadores de esta enfermedad han sefialado varias teorias que podrian
explicar la destruccion del melanocito, por ejemplo: la teoria genética, la teoria de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), la teoria neural, la teoria autoinmune, entre otras. La
teoria mas aceptada apunta a que la aparicion del vitiligo podria ser provocada por una
relacién entre la teoria de las especies reactivas de oxigeno y la actividad autoinmune,

promoviendo el desarrollo de la enfermedad.?223

2.2.Clasificacion
La clasificacion del vitiligo fue definida en 2001 durante la Conferencia Internacional de la
célula del pigmento, en 3 tipos principales de vitiligo: vitiligo segmentado (VS), vitiligo no
segmentado (VNS) y vitiligo mixto (VM).242
2.2.1. Vitiligo no segmentado (VNS)
El vitiligo no segmentado es uno de los mas comunes, que esta presente en cerca del 85-
90% de los casos. En el VNS, la zona inicial mas comun es la cara (39%), seguida por el

tronco anterior (23.6%), el cuello (10.4%) y el cuello posterior (9.1%) 2. Este tipo de vitiligo

2



se caracteriza por maculas blancas de tamafio variable, generalmente involucrando ambos
lados del cuerpo en una distribucion que tiende a ser simétrica. Al contrario del vitiligo
segmentado, el vello corporal se mantiene pigmentado en la mayoria de los casos. Sin
embargo, la despigmentacion del cabello puede presentarse una vez avanzada la

enfermedad.?®

2.2.2. Vitiligo segmentado (VS)
La distribucion segmentada es la caracteristica determinante para diferenciarse del VNS,
ya que se limita a una zona definida. También, se identificé que el VS afecta mayormente
a nifios de entre 0 y 7 afios. Una vez que aparece el VS tiende a expandirse rapidamente y
detiene su avance una vez pasado un afio de formarse la primera lesién, al contrario del
vitiligo no segmentado donde las lesiones continlan apareciendo en el paciente durante

toda su vida.?®

2.2.2.1.1. Vitiligo mixto
Una coexistencia de VS y VNS fue encontrada por primera vez en un paciente pediatrico
tras haberse tratado el VS con radiacién ultravioleta B (UVB), generando una muerte del
melanocito similar a la vista en el VNS. Una de las formas méas comunes de su identificacion
es un segmento resistente a la fototerapia en un paciente previamente identificado como
VNS.?"

2.3.Melanocito

La célula afectada por el vitiligo es el melanocito, la cual es la célula con la capacidad de
producir melanina, un polimero sintetizado mediante el proceso de la melanogénesis. Estas
células cuentan con una forma ramificada con alargadas prolongaciones entre los
queratinocitos vecinos. Los melanocitos tienen una interacciébn importante con los
gueratinocitos pues envian la melanina, lo que determina el color de la piel y provee de
proteccion a los efectos dafinos de la radiacion ultravioleta.?®

La actividad melanogénica es la que determina el nivel de pigmentacién en la piel, por lo
tanto, cuando se encuentra bajo condiciones normales como destruccién del melanocito o
alguna falla en la melanogénesis, la pigmentacion de la piel se ve afectada drasticamente.?®

2.3.1. Melanogénesis

La sintesis de la melanina tiene lugar en el melanosoma, un organelo intracelular
especializado y rodeado de una membrana originada a partir del reticulo endoplasmatico.

Durante este proceso el melanosoma adquiere la enzima tirosinasa (TYR) que cataliza la



conversion de L-tirosina (L-Tyr) a dihidroxifenilalanina quinona (DOPAquinona) y las
proteinas relacionadas con la tirosinasa 1y 2 (TRP-1 y TRP-2 o Dopacromo tautomerasa)
actian en la melanogénesis como oxidasa del &cido 5,6-dihidroxindol-2-carboxilico
(DHICA) y tautomerasa de la dihidroxifenilalanina cromo (DOPAcromo), respectivamente
(Figura 1). Este proceso da como resultado la eumelanina que provee el color negro-marrén
y la feomelanina que provee la coloracion rojizo-amarilla. La eumelanina esta altamente
presente en los queratinocitos de individuos de cabello y piel oscura, siendo este tipo de

melanina el que mayor efecto protector posee.*

Tirosinasa Tirosinasa
Tirosina se3» D OPA = DOPAquinona
OZ OZ 22
Glutation
y cisteina
LeucoDOPAcromo CisteinilDOPA
DH| <€ DOPAcromo
TRP-26

DOPAcromo

tautomerasa
Tirosinasa y/o DCT

peroxidasa

DHICA Alanil-hidroxi
benzotiacina
DHICA
Igﬂ?’igﬁg' oxidasa TRP-1

5,6-dihidroxiindol-2-
carboxiacido

Y/

Eumelaninas Feomelaninas
(negras o (amarillas o rojas)
marrones)

Figura 1. Ruta biosintética de los diferentes tipos de melanina. 2°

Una vez es producida la melanina, los melanosomas son transferidos a los queratinocitos

vecinos. Dependiendo del niumero y tamafio de estos organulos sera determinada la

pigmentacion. Los melanosomas en coloraciones oscuras de la piel son mas grandes, en

contraste con los melanosomas de coloraciones claras que son mucho mas pequefios.*
2.4.Etiologia del vitiligo

Existen diferentes teorias para explicar la fisiopatologia del vitiligo: la teoria neural

propuesta en 1950 seguida de factores genéticos asociados, la teoria autoinmune y la teoria

de las especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species).® La teoria genética



fue propuesta por primera vez en 1950 cuando Stittgen y Teindel reportaron
simultdneamente un total de 8 familias con varios familiares afectados por el vitiligo,
reportandose una frecuencia del vitiligo entre familiares de un 11-38%. Se han identificado
cerca de 50 loci diferentes que contribuyen al riesgo del vitiligo. Casi todos los genes
identificados codifican proteinas involucradas en la inmunorregulacion, la apoptosis y la
funcién de los melanocitos, lo que implica la base autoinmune del vitiligo, con programacion
inmunitaria desregulada, activacion celular y reconocimiento y muerte de los melanocitos.3!
La teoria neural nos habla sobre la secrecion de ciertos mediadores neuroquimicos como
el neuropéptido Y que se encontrd en altas concentraciones en pacientes con vitiligo, tanto
en plasma como en la piel, siendo citotéxico para los melanocitos.®?34 Por otra parte, la
teoria del estrés oxidativo por especies reactivas de oxigeno menciona que varios factores
como la estimulaciébn exdgena y endogena de ROS, niveles bajos de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, polimorfismo en genes asociados a ROS, irradiacion
ultravioleta, traumatismos, estrés, desbalance de calcio, entre otras, promueven la
produccion exacerbada de ROS en los melanocitos. Todos estos factores contribuyen a la
acumulacién de ROS y por consiguiente a algunos efectos nocivos como: peroxidacion de
membranas, disminucion del potencial de membrana mitocondrial, vacuolizacion vy
apoptosis de melanocitos y queratinocitos en la epidermis, llevando finalmente a la
produccion de autoantigenos a través de la acumulacién de péptidos y proteinas mal
plegadas, y una sefial de destruccion para las células fagociticas desencadenada por la
calreticulina.®®

Finalmente, la teoria autoinmune esta basada en la evidencia del papel de linfocitos T CD8*
autorreactivos y autoanticuerpos de clase IgG en la destruccién de los melanocitos y la
frecuente asociacion del vitiligo a otras enfermedades autoinmunes como enfermedad
tiroidea, artritis reumatoide (AR), alopecia areata, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell),
lupus eritematoso sistematico (SLE), diabetes mellitus y psoriasis.*® Algunos casos de
vitiligo son esporadicos, pero la presencia de la enfermedad en familias ha sido positiva en

varios estudios, 6.23-38% de los casos presentan familiares con vitiligo.**’

2.4.1. Teoria autoinmune y ROS.
Muchos factores pueden contribuir en la patogénesis autoinmune del vitiligo incluyendo
predisposicién genética, metabolitos tdxicos que interfieren con el metabolismo de la
melanina, factores neuroquimicos y autoinmunidad especifica contra el melanocito. En afios
recientes se considera al estrés oxidativo y la teoria autoinmune como los principales

causantes del vitiligo.3®



La teoria del estrés oxidativo, como se menciond anteriormente, involucra la acumulacion
de ROS, lo cual provocaria una acumulaciéon de autoantigenos a través del incremento de
péptidos y proteinas mal plegadas, desencadenando en una sefal de destruccién para los
melanocitos,® siendo esta la conexién de la teoria de ROS y la teoria autoinmune, donde
la llamada del sistema inmune para la destruccion del melanocito, seria el inicio de la teoria
autoinmune.

La teoria autoinmune nos habla sobre la destruccién del melanocito por accién del sistema
inmune, causado por diferentes mecanismos, los autoanticuerpos IgG, tirosinasa y
proteinas relacionadas con la tirosinasa (TRP1 y TRP2), produciendo anticuerpos contra
proteinas del melanocito.®®* Se ha demostrado el aumento constante de autoanticuerpos,
siendo en su mayoria autoanticuerpos IgG e IgM dirigidos contra las proteinas de
membrana o proteinas mal plegadas expresadas en la membrana del melanocito,
asociandose al progreso de la enfermedad.®® Estos anticuerpos IgG inducen dafio al
melanocito mediante la activacion del complemento de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) y se cree que podrian tener un efecto estimulante en la inadecuada
sobreexpresion del antigeno leucocitario humano tipo DR (HLA-DR), siendo este un
antigeno de superficie celular, la induccién de moléculas de adhesion intracelular-1 (ICAM-
1), que al ser aumentada su expresion por medio de IFN-y, mejora el trafico de las células
T a la piel, y un aumento en la produccién de interleucina 8 (IL-8).

La presencia de las células T en la patogénesis del vitiligo se ve marcada por la inflamacion
perilesional ocasionada por linfocitos T CD4* y CD8*. Zonas con aumento de CD4* y CD8*
se asocian fuertemente con la pérdida de melanocitos, siendo esto uno de los primeros
hallazgos de la participacion de la inmunidad celular en el vitiligo, en donde los linfocitos T
CD8" son los responsables de la muerte de los melanocitos.*=*2 Las células T son guiadas
para su migracion por las quimiocinas, proteinas pequefas que promueven la quimiotaxis.
En pacientes con vitiligo, diferentes quimiocinas dependientes de IFN-y se sobreexpresan
en la piel y sangre. El IFN-y regula positivamente la expresion del receptor CXCR3 y sus
respectivas quimiocinas: CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (Figura 2).** Una gran variedad de
moléculas pequefias y anticuerpos han sido diseflados para antagonizar a los receptores
de INF-y y al receptor a quimiocinas CXCR3. Un ejemplo de esto es AMG-487, un
tratamiento especifico para CXCR3, el cual llego hasta ensayos clinicos de fase 2, pero fue
terminada su investigacion debido a su falta de eficacia.***’ En estudios recientes, se

reporté que CXCL10 se encuentra en mayor concentracion en pacientes que padecen de



vitiligo y se asoci6 a la actividad de la enfermedad, sugiriéndolo como un biomarcador de

la enfermedad y un medidor del avance del tratamiento.*®
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Figura 2. Comunicacion celular entre un linfocito T CD8" y una célula de la piel.
La autoinmunidad del vitiligo es impulsada por la via de sefalizaciéon de citoquinas INF-y-CXCL10.
Las células T CD8* especificas de los melanocitos activados secretan INF-y, que envian sefiales a
través de su receptor y activan JAK1, JAK2 y STATL1. Induciendo la producciéon de CXCL9y CXCL10
que envian sefiales a través de su receptor para reclutar mas células T autorreactivas en la

epidermis, provocando la destruccion generalizada del melanocito.*6

2.4.1.1. Linfocitos T CD8*
Los linfocitos T CD8* citotéxicos fueron identificados como la poblacion de mayor
importancia en el vitiligo, debido a que son los responsables de la destruccion del
melanocito pues promueven la apoptosis mediada por granzimas y perforinas. Algunas
guimiocinas actian como una sefial temprana para estas células T autorreactivas,
estimulando la quimiotaxis de los linfocitos para localizar a los melanocitos estresados o
dafados. El estimulo de CXCR3 por sus quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11

promueven la movilizacién de estos linfocitos.*®



2.5. Tratamiento
Los tratamientos médicos del vitiligo son enfocados primordialmente a repigmentar las
lesiones desprovistas de melanina, y sélo algunos cuantos se enfocan en los componentes
autoinmunes de la enfermedad, como lo son inmunosupresores, aunque también son
conocidos medicamentos que son antioxidantes tépicos u orales que son capaces de
reestablecer el estrés oxidativo, promoviendo la regeneracién del melanocito (como
extractos alcohdlicos de placenta).*® Algunos tratamientos comunes son el uso de
corticosteroides topicos e inhibidores de la calcineurina (la cual provoca la desfosforilacion
del NFAT, Factor de Activacion Nuclear de las Células T, facilitando su entrada al nucleo,
activando a los linfocitos T*°) resultan efectivos y pueden inducir una repigmentacién en la
piel.le'”
Las fototerapias como el uso de luz ultravioleta para tratar este tipo de enfermedades
convierten compuestos de tipo psoraleno en compuestos reactivos de DNA que ejercen las
2 acciones deseadas para el tratamiento del vitiligo: la supresion de la funcion inmune y
estimulacion de la proliferacién de los melanocitos y pigmentacion.®® Algunas desventajas
a este tipo de tratamientos es que son necesarias varias visitas al dermatélogo y otros
tratamientos dermatolégicos para poder surtir efecto, aumentan la probabilidad de
desarrollar cancer de piel de tipo no melanoma y Unicamente sirven como tratamientos a
corto plazo, pues el 40% de los pacientes inducidos a este tipo de tratamientos suelen
recaer tras la interrupcién de este.!®
Los tratamientos de vitiligo han presentado moderada eficacia pues algunos de sus
mecanismos de accién adn no son esclarecidos, por sus efectos pleiotrépicos en multiples
tejidos y también por el limitado conocimiento sobre la enfermedad.
Algunos de los tratamientos potenciales mas nuevos son enfocados a antagonizar al INF-y
o la via de sefializacion de INF-y, incluyendo JAK1, JAK2, STAT1, CXCL10 o sus receptores
(Figura 3).18°2
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Figura 3. Objetivo de potenciales tratamientos para el vitiligo.

La via de sefializacion del INF-y es central para la patogénesis del vitiligo y puede servir
para el desarrollo de nuevos medicamentos IFN-y se expresa en lesiones de vitiligo y se ha
informado que se requiere para vitiligo en multiples modelos de enfermedad en ratones.
Las sefiales de IFN-y y a través del receptor de IFN-y, que a su vez activa JAK 1y 2, asi

como STAT1, e induce la produccién y secreciéon de CXCL10.22
2.6.Blancos de interés en vitiligo

2.6.1. Relevancia de receptores a quimiocinas en vitiligo

La quimiotaxis se define como la movilidad de las células inmunes a un sitio de infeccién o
un sitio dafiado, coordinada principalmente por pequefias proteinas denominadas como
quimiocinas, de las cuales se conocen hasta ahora 47 quimiocinas divididas en varios
grupos: CC, CXC, Cy CXsC, siendo las CC y CXC los grupos mas grandes, y 19 receptores
de quimiocinas %3. En estudios relacionados con el vitiligo, se ha reportado una
sobreexpresion de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL16 involucradas en la
quimiotaxis de linfocitos T CD8" melanocitotoxicos. Este fendmeno de sobreexpresion de
guimiocinas se acomparia con la sobreexpresion de sus respectivos receptores CXCR3 y
CXCRE6 en piel de pacientes con vitiligo comparado con pacientes sanos.*:5254

El receptor de quimiocinas CXCR3 es un receptor de 7 pasos transmembranales clasificado
como un receptor de tipo C-X-C ELR-negativo, basado en la estructura de sus quimiocinas
ligando, debido a que las quimiocinas que no tienen la triada de aminoacidos ELR tienden
a ser solo quimoatrayentes, a diferencia de las quimiocinas C-X-C ELR-positivo que atraen
neutrofilos y promueven la angiogénesis. Es un receptor acoplado a una proteina G (GPCR)

y cuenta con 3 isoformas obtenidas por empalme alternativo, CXCR3A (368 aminoacidos,
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a.a.), CXCR3B (415 a.a.) y CXCR3-alt (267 a.a.). Un grupo heterogéneo de linfocitos T
efectores ya sean células T-auxiliares (Th) CD4* y linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8*
muestran un aumento en la expresion de CXCR3 en contraste con sus precursores; sin
embargo, entre las diferentes células Th CXCR3 marca particularmente a las células Thil,
en lugar de las células Th2 y Th17, donde las Thl se encargan de patégenos intracelulares
y son las productoras de INF-y como su citocina caracteristica’, las Th2 se encargan en la
eliminacion de microorganismos extracelulares y parasitos (helmintos) y las Thi1l7
desempenian un papel fundamental en la respuesta contra crecimiento celular y hongos.®
Un gran numero de estudios han reportado una sobreexpresion del receptor CXCR3 y sus
ligandos en diferentes enfermedades como cancer de mama, cancer de pulmaén, leucemia,

artritis inflamatoria, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, entre otros.8

2.6.2. Antagonismo de receptor de quimiocinas CXCR3
Una alternativa viable para el tratamiento del vitiligo es la inhibicién de la quimiotaxis,
antagonizando al receptor CXCR3, evitando la presencia de los linfocitos T CD8"* en la
piel.*¢ Muchos estudios con quimiocinas y mutantes de receptores han demostrado que la
union y activacion del receptor se puede describir en un modelo “de 2 etapas”. En la primera
etapa, la quimiocina se une a la regién N-terminal del receptor, que comprende el segmento
entre el segundo residuo de cisteina y la hélice B, llamada N-loop, que contribuye a la unién
y es responsable del reconocimiento del receptor. En la segunda etapa algunos residuos
del N-terminal de la quimiocina se unen a un segundo sitio del receptor y lo activan,
provocando cambios estructurales en el receptor por la interaccion con los loops
extracelulares (ECL) y los segmentos transmembranales (TMs). Otros autores indican que
el primer paso comprende la unidon de la quimiocina, la orientacion hacia los ECLs,
provocando los cambios conformacionales, debido a la interaccion con los TMs y como
segundo paso la separacion del complejo By de la subunidad ayo. Los residuos 22-42
corresponden al segmento de CXCR3 que se sabe que contiene los residuos que se unen
a la region N-terminal de las quimiocinas. Antagonistas sintéticos de CXCR3 han sido
reportados en afios recientes; un ejemplo de estos antagonistas sintéticos es ACT-672125,
un antagonista especifico de CXCR3, el cual posee un nucleo de benzimidazol-tiazol y ha
inhibido el reclutamiento de células T que expresan CXCR3 en un modelo de prueba de
mecanismo de inflamacion pulmonar dependiente de dosis, mostrando buenas propiedades
fisicoquimicas y perfil de seguridad, lo cual sugiere que posee un buen potencial terapéutico
antagonista para enfermedades autoinmunes.® Lamentablemente, los estudios para

entender el mecanismo de antagonismo y la forma natural de unién de ligandos han sido
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limitadas, debido a que la estructura cristalografica de CXCR3 no ha sido resuelta

experimentalmente.>-8

2.6.2.1. Receptor a quimiocinas CXCR3A

CXCR3A es la isoforma méas abundante del receptor CXCR3, constituido por 368 residuos,
codificado por sélo dos exones, separados por un solo intron, y se acopla a una proteina
Gaip que media la sefalizacion promigratoria y proliferativa, aumentando los niveles de
calcio intracelular y suprimiendo la produccion de AMPc. Este receptor esta primordialmente
expresado en linfocitos T activados, pero la expresién también se observa en una variedad
de otros tipos de células, incluidas las células dendriticas, las natural killers, las células B 'y
los macrofagos. Interactia con CXCL9, CXCL10 y CXCL11, siendo mayor su afinidad a
CXCL11, seguida de CXCL10 y CXCL9.1° El receptor de quimiocinas CXCR3A se ha
encontrado sobreexpresado en diferentes enfermedades, de naturaleza crénico-
inflamatoria y en algunos tipos de cancer, como cancer colorrectal, carcinoma oral de
células escamosas, entre otros.[*647l Estas apariciones resultan ser mucho mayores en los
tejidos cancerosos que en tejido normal, a diferencia de CXCR3B que se muestra en
mayores cantidades de tejido normal.°

Recientemente se reportd, de manera experimental, la activacion de CXCR3A en complejo
con sus 3 quimiocinas, se encontraron los residuos relevantes en la interaccion y actividad
entre CXCR3A y sus quimiocinas, los cuales se presentan en la tabla 1. Adicionalmente,
otros residuos fueron reportados como importantes en la activacion del receptor; N132-
D186 y N134-W268 permitieron la estabilizacion del estado activo del receptor pues
promovieron la interacciéon entre el residuo R149 de CXCR3A y R193 de la subunidad a
necesaria para la activacion de la GP. Todo esto fue reportado gracias al uso de técnicas
computacionales como modelado por homologia y dinamica molecular de tipo coarse
grained, en donde se construy6 un complejo CXCR3A-GP-quimiocina, sin embargo, la falta
de ATP y Mg?, en la proteina G (GP) imposibilit6 la activacion de la proteina G, mediante
la separacion del complejo By de la subunidad a. Las rotaciones de los segmentos
transmembranales de CXCR3A mostraron cambios significativos a partir de los 100 ns del
segundo ciclo de simulacion pues CXCL10 alcanz6 un equilibrio en términos de distancia
desde el centro de masa de CXCR3A y a los 175 ns comenz0 la separacion del complejo
By de la subunidad aio de la proteina G; estas rotaciones nos permite observar los
movimientos rotacionales de la proteina en interaccién con CXCL10, pues nos da una idea
de los cambios conformacionales que son provocados, pues al ser comparados con una

dindmica del receptor solo encontramos las claras diferencias en los movimientos
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rotacionales ademas de las diferentes interacciones entre los segmentos
transmembranales, los cuales indican en qué estado se encuentra el receptor. Este
resultado confirmdé que CXCR3A presentd un estado metaactivo con la orientacion de
CXCL10 hacia los loops extracelulares y la rotacién de los segmentos transmembrana v,
cuando se acopld con la proteina Gip funcional, promovié los cambios conformacionales en
la subunidad a que permitieron la separacion del complejo By, estabilizando el estado activo
a través de las interacciones entre N132-D186 y N134-W268.%’

Tabla 1. Aminoéacidos relevantes para las interacciones entre CXCR3 y sus quimiocinas.®’

RESIDUOS OBSERVACION

RESIDUOS 1-16 Relevantes para la interaccion entre CXCR3A y sus quimiocinas

R216 Fundamentales para la gquimiotaxis y la movilizacién de Ca*? pero no en la
unién a quimiocinas

Y27, Y28 La sulfatacién entre estos residuos es necesaria para la interaccion con las
quimiocinas

N197, N212 Esencial para la unién con CXCL10

D112, D278 Relevantes para la unién con las quimiocinas, pero solo CXCL10y CXCL11
tienen una influencia en su actividad

D282, E293 Influencia en la actividad de CXCL10 y CXCL9 y en la interaccidon con
CXCL11

2.6.2.2. Receptor a quimiocinas CXCR3B
CXCR3B esta constituido por 415 residuos, generado por empalme alternativo en el
extremo 5’ del segundo exdn. Ademas, la secuencia insertada comprende un codon de
inicio alternativo que da como resultado la pérdida de los cuatro residuos amino-terminal
(NH2-T) codificados por el primer exén, que son reemplazados por una nueva cola NH2-T
de 51 aminoacidos. En estudios previos de cancer de mama se mostrd evidencia que
sugiere que la sefial mediada por CXCR3B es proapoptética.''®* En contraste con
CXCR3A, la cual esta unida a la subunidad Ga;, CXCR3B se encuentra unido a Gas,
iniciando una sefializacion opuesta, aumentando los niveles de AMPc y disminuyendo los
niveles de calcio.®'* CXCR3B es menos abundante que CXCR3A y cuenta con los mismos
ligandos naturales, las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, presentando una mayor
afinidad a CXCL10. Esta isoforma se sobreexpresa en los melanocitos en estados iniciales
del vitiligo. La estimulacién de CXCR3B por medio de CXCL10 promueve apoptosis en los
melanocitos y la subsecuente activacion del sistema inmune adaptativo y de memoria °.
Han sido reportados 894 ligandos antagonistas del receptor de quimiocinas CXCRS3, en la
base publica de datos ZINC, obtenidos en su mayoria de procesos de High Througput

Screening (HTS) y optimizaciéon de estructuras;®’ sin embargo, hasta ahora no se ha
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reportado un antagonista especifico para CXCR3B y se desconoce la especificidad de los

antagonistas reportados hacia alguna de las isoformas.

2.7.Disefo de farmacos asistido por computadora
La estructura tridimensional de CXCR3 no ha sido resuelta por técnicas como resonancia
magnética nuclear (RMN), cristalografia de rayos X o crio-microscopia electronica (Crio-
EM), para ninguna de sus 3 isoformas. Las técnicas computacionales, como el modelado
por homologia, son una opcién viable para predecir su estructura tridimensional y estudiar
las uniones con su quimiocina natural CXCL10, por medio de acoplamiento molecular
(docking) y observar los residuos relevantes en las interacciones de los complejos
CXCR3A-CXCL10 y CXCR3B-CXCL10, mediante simulaciones de dinamica molecular y de
esta forma generar informacion util para el disefio de nuevas moléculas que puedan

antagonizar de manera especifica a los receptores CXCR3A y CXCR3B.5"%8

2.7.1. Modelado por homologia

El modelado por homologia es un método utilizado para la prediccion de la estructura
tridimensional de proteinas basandose en la secuencia de la proteina y su similitud con una
0 mas estructuras de proteinas similares; es considerado el método computacional de
prediccion mas acertado. La base para el modelado por homologia son dos consideraciones
principales: primero, la estructura tridimensional de la proteina estd determinada
particularmente por su secuencia de aminoacidos; en segundo lugar, la estructura de las
proteinas esta mas conservada y el cambio ocurre a un ritmo mucho mas lento en relacion
con la secuencia durante la evolucién, por tanto, secuencias con alta similitud de secuencia
se pliegan en estructuras similares.*® A partir de estos pasos se emplea una mediciéon en
porcentaje para conocer qué tan fiables seran los resultados, cuando la identidad de
secuencia esta por debajo del 30%, el alineamiento se vuelve sumamente dificil. Cuando la
identidad de secuencia es de entre 30-40%, obtener un alineamiento correcto se vuelve
dificil y cuando esta por arriba de 40% se considera un buen porcentaje de identidad, pues
al haber menor variacién se puede decir que hay mayor seguridad.®®

El modelado por homologia tiene un procedimiento para asegurar un plegamiento correcto
de las proteinas: el primer paso es la identificacion y seleccién de plantillas, donde se
seleccionara la secuencia plantilla en bases de datos como PDB o similares. Es necesario
gue en la seleccién de estructuras se utilicen las que tengan mayor nivel de similitud entre
la secuencia plantilla y la secuencia objetivo. Existen herramientas populares para buscar
plantillas elegibles para la secuencia objetivo con diferentes enfoques. Entre ellas, la

herramienta de busqueda de alineamiento local basico (BLAST) es efectiva, siempre y
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cuando la secuencia problema cuente con una similitud mayor a 30%, ya que bajo de ese
porcentaje se pueden obtener resultados erréneos.®® El segundo paso, una vez
seleccionadas los mejores alineamientos, se realiza la correccion de éstas en caso de que
sea necesario.®®® En el tercer paso se realiza la construccion del modelo; esto se realiza
con la ayuda de servidores que proporcionan prediccién de estructuras de proteinas; el
servidor que se clasific6 como el servidor numero 1 para la prediccion de la estructura de
proteinas en experimentos recientes CASP7, CASP8, CASP9, CASP10, CASP11,
CASP12, CASP13 y CASP14 en toda la comunidad es I-TASSER.®?

2.7.2. Simulaciones de dinamica molecular (MD)
La dinamica molecular es un tipo de simulacibn computacional que permite analizar el
comportamiento o evolucién de un sistema (fisico, quimico o biolégico) a través del tiempo,
una herramienta muy comun utilizada para dilucidar una aproximacién de cémo interactian
ciertas estructuras biomoleculares en un entorno definido y por un tiempo definido, siendo
un método eficiente del estudio del movimiento fisico de atomos y moléculas. Con el uso
de la MD, se pueden calcular diferentes propiedades fisicoquimicas del sistema como la
energia libre, entropia, solubilidad, viscosidad, presién, temperaturas de cambio de fase, y
en sistemas bioldgicos, medir la fuerza de interaccion entre posibles farmacos y sus dianas
biomoleculares o receptores, e incluso describir el comportamiento de una proteina y
moléculas complejas bajo ciertas condiciones, por mencionar algunas de sus
capacidades.®® La MD cuenta con 3 areas de aplicacién muy importantes: la primera permite
dar movimiento a las estructuras biomoleculares, proporcionando informacion sobre su
dinamica natural en diferentes tiempos, la segunda proporciona propiedades moleculares,
pues al realizarla en una estructura por un determinado tiempo se obtienen sus propiedades
promediadas en un tiempo definido, esto se utiliza normalmente para calcular las
propiedades de algunos fluidos, las diferencias de energia libre o para procesos quimicos
como la unién a ligandos, y por ultimo, la tercera es el poder explorar qué conformaciones
de una molécula son térmicamente accesibles. Esto Ultimo se usa para determinar de una
forma mas realista la unién a ligandos.®*®° Las diferentes etapas de la dinAmica molecular

se pueden resumir en la tabla 2.
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Tabla 2. Etapas de una simulacion de dindmica molecular. 6

3

Preparacién del sistema
Seleccion de muestra
(N, Cl, CE)

Se establece o elige la configuracion inicial (Cl) a utilizar
compuesta de N atomos y se definen las condiciones de
equilibrio (CE).

Minimizacién y Equilibrio
Preparacion de muestras
(Objetivo, P, T)

Mediante diferentes esquemas o ensambles de simulacion
(microcanénico, canénico, isotérmico-isobarico), se lleva el
sistema al equilibrio donde la energia permanece casi
constante. Dependiendo del esquema a utilizar, se pueden
definir condiciones constantes de energia, presion y/o
temperatura

Simulacién MD
Propiedad para calcular
(L pasos de ejecucion, runs)

Se define el tiempo de ejecucién (“L” pasos de ejecucion,
runs). Este es el paso que requiere el mayor tiempo, pues
puede ir de pocos picosegundos a microsegundos (horas
a semanas de uso de maquina). Se realiza el célculo de
fuerzas del sistema con lo que se pueden obtener las
propiedades fisicoquimicas de interés.

Resultado
Analisis de datos
(Propiedad calculada)

Finalmente, se analizan los resultados y se obtiene la
informacion deseada. Dependiendo del paquete utilizado,
se puede hacer el célculo de muchos pardmetros. Ademas,

se puede analizar la trayectoria o comportamiento del
sistema (animacién o pelicula) por medio de visualizadores
moleculares con interfaz grafica.

La dinamica molecular puede tener algunas variantes como la dinamica molecular Coarse
Grained y la dinamica All-atom. En la dindmica Coarse Grained todos los residuos son
tomados en cuenta como pequefias particulas y proporcionan un enfoque prometedor para
aumentar la escala de tiempo de las simulaciones biomoleculares.® En cambio las
dinamicas All-atom, cada atomo es una pequefia particula; este tipo de dinamica es
utilizada para detallar las interacciones o estructuras de membranas o proteinas de manera

mas detallada.®’

2.7.3. Acoplamiento molecular (docking) proteina-proteina
El docking proteina-proteina tiene la tarea de predecir la estructura 3D de un complejo
proteina-proteina a partir de sus estructuras componentes; es Util en ausencia de una
estructura experimental para proporcionar informacion sobre la funcién molecular de las
proteinas, como la base para el reconocimiento, la afinidad y la especificidad.®® Los
algoritmos de acoplamiento actuales emplean una gama de estrategias eficientes de
blusqueda y puntuacion basadas en energia, que incluyen correlaciones de transformada
rapida de Fourier (FFT), hashing geométrico y técnicas de Monte Carlo (MC), entre otras.
Estos enfoques generalmente producen una lista relativamente pequefia de hasta unos
pocos miles de orientaciones de acoplamiento posibles, entre las que a menudo se observa

un modo de enlace casi nativo.®
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El servidor ClusPro es utilizado para llevar a cabo docking proteina-proteina y realiza tres
pasos computacionales de la siguiente manera: (1) acoplamiento de cuerpo rigido,
mediante muestreo de miles de millones de conformaciones, (2) agrupacioén basada en la
desviacion cuadratica media (RMSD) de las 1000 estructuras de energia mas baja
generadas para encontrar los grupos mas grandes que representaran los modelos mas
probables del complejo y (3) refinamiento de estructuras seleccionadas usando
minimizacion de energia.”

Con el docking proteina-proteina aplicado para el analisis del receptor CXCR3A y CXCR3B
con su quimiocina CXCL10 tendriamos una idea de cdmo se comporta en su activaciéon y

asi obtener informacion util para disefios de moléculas futuras.

2.7.4. Acoplamiento molecular proteina-ligando.

El docking molecular es una herramienta clave para el descubrimiento de nuevos farmacos
y aplicaciones para el modelado molecular, ademéas de ser (til para encontrar nuevos
blancos de farmacos ya conocidos. El acoplamiento proteina-ligando tiene como objetivo
explorar los modos de unién predominantes de un ligando cuando se una a una estructura
tridimensional conocida. En el acoplamiento basado en la estructura de las proteinas se
generan decenas de miles de posibles poses de ligando; las posibles poses son evaluadas
por una funcién de puntuacién que va guiando y determinando las poses del ligando. Estas
funciones de puntuacion tienen 3 funciones principales: el primero es determinar el modo y
sitio de unién de un ligando y una proteina, el segundo predice la afinidad absoluta entre la
proteina y el ligando con el fin de optimizarlo y el tercero es el cribado virtual donde se
identifican los posibles farmacos precursores para una proteina objetivo mediante la
busqueda en una base de datos.”

La busqueda de alternativas para el tratamiento del vitiligo es de gran importancia debido a
que no todos los tratamientos son 100% efectivos, adicionalmente, porque no a todas las
personas les sirven los mismos. ' El uso de las técnicas computacionales antes
mencionadas permitird el desarrollo de nuevas moléculas que puedan servir como

tratamiento para el vitiligo.
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3. Justificacion

El vitiligo es una enfermedad hipopigmentaria de origen autoinmune de la piel,
caracterizada por maculas blancas, provocada por la falta de melanocitos, que afecta a 70
millones de personas a nivel mundial sin importar etnia, color de piel o sexo.'® En México
afecta entre el 2-4% de todos los pacientes dermatoldgicos y esta entre el tercer y quinto
lugar en enfermedades dermatolégicas.® El vitiligo disminuye la calidad de vida de las
personas que la padecen, pues se ven afectados tanto psicolégica como socialmente,
Adicionalmente, se ha demostrado que existe una relacion de depresion y ansiedad en las
personas que la padecen.?®

La busqueda de alternativas para el tratamiento del vitiligo es de gran importancia debido a
que no todos son 100% efectivos, también porque no a todas las personas les sirven los
mismos tratamientos.!’ El receptor a quimiocinas CXCR3 cuenta con 3 isoformas CXCR3A,
CXCR3B y CXCR3-alt, de las cuales las primeras 2 se han mostrado sobreexpresadas en
pacientes con vitiligo, CXCR3A en etapas avanzadas de vitiligo y CXCR3B en etapas
tempranas de vitiligo.'? Sin embargo, las estructuras tridimensionales de los receptores a
quimiocinas CXCR3, para ninguna de sus isoformas, no han sido resueltas por técnicas
como RMN, Rayos X o crio-EM; por lo cual, estudios computacionales sobre la activaciéon
de los receptores de interés y el disefio asistido por computadora, permitird el disefio de
nuevas moléculas que antagonicen especificamente los receptores CXCR3A y CXCR3B,
los cuales serdn potencialmente utiles para el tratamiento del vitiligo en las fases
tempranas, antagonizando CXCR3 y en las fases tardias de la enfermedad, antagonizando
CXCR3A.

4. Hipotesis

El estudio computacional de la interaccion de los receptores CXCR3A y CXCR3B con la
quimiocina CXCL10, por medio de simulaciones de dindmica molecular, permitir4 obtener
informacion de los cambios conformacionales e interacciones que determinan estados
activos e inactivos de los receptores, informacion que sera utilizada para el disefio de

nuevos compuestos con posible efecto antagonista.
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5. Objetivo general
Describir los cambios conformacionales de los receptores CXCR3A y CXCR3B por la union
de la quimiocina CXCL10, mediante modelado molecular, para disefiar nuevas moléculas

con potencial efecto antagonista.

6. Objetivos particulares
6.1.Estudiar, por métodos computacionales, la interaccion de CXCR3A y
CXCR3B con CXCL10.
e Realizar el modelado por homologia de CXCR3B y CXCL10.
e Describir los cambios conformacionales relacionados con la activacion de CXCR3A

y CXCR3B en complejo con CXCL10, mediante acoplamiento molecular proteina-

proteina y simulaciones de dindmica molecular.
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7. Metodologia

7.1.Estudio computacional de la interacciéon de CXCR3A y CXCR3B con
CXCL10.

Se construyeron complejos para 2 isoformas del receptor CXCR3, CXCR3A-CXCL10 y

CXCR3B-CXXCL10, ademas de que se realizaron los mismos analisis para determinar la

activacion de los receptores.

7.1.1. Modelado por homologia de CXCR3B y CXCL10.

La secuencia primaria del receptor CXCR3B y la quimiocina CXCL10 fueron obtenidos de
la base de datos de UniProt " (codigos P49682-2 y P02778, respectivamente). La
estructura tridimensional de CXCL10 fue obtenida de la base de datos de Protein Data Bank
(PDB) con el codigo 1LV.* La secuencia de aminoacidos de CXCR3B se ingreso al servidor
de GPCR-I-TASSER 7 y CXCL10 al médulo general de I-TASSER ™ para la construccion
de su modelo por homologia. El servidor I-TASSER se ha desarrollado para generar
predicciones estructurales de proteinas en 3D de longitud completa; cada consulta incluye
hasta cinco modelos completos, la puntuacion de confianza, la puntuacion TM estimada y
RMSD, vy la desviaciéon estandar de las estimaciones.”* GPCR-I-TASSER puede explotar
plantillas de homologia distante y restricciones espaciales de baja resolucion, pero mas facil
de adquirir datos experimentales para ayudar al modelado de estructuras GPCR de alta
resoluciéon.” La plantilla para el modelado por homologia fue seleccionada por el servidor
I-TASSER, siendo el receptor a angiotensina |l tipo 2 (c6digo UniProt: P50052, codigo PDB:
5UNF) y el porcentaje de identidad de secuencia (28.74%), calculado en el servidor
BLAST.” Se utiliz6 el modelo por homologia de CXCR3A, obtenido de estudios anteriores
por el laboratorio de Disefio Asistido por Computadoras y Sintesis de Farmacos (DACSIF)
de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro.

7.1.2. Descripcion los cambios conformacionales de CXCR3A vy
CXCR3B en complejo con CXCL10, mediante acoplamiento
molecular proteina-proteinay simulaciones de dinamica molecular.
7.1.2.1. Construccion de los complejos CXCR3A-CXCL10 vy

CXCR3B-CXCL10
Para construir el complejo CXCR3B-quimiocina se realizé un acoplamiento molecular de

manera libre, utilizando el servidor ClusPro;® se utilizé la estructura representativa del

clister mas numeroso y la estructura representativa obtenida de las simulaciones de
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dinAmica molecular para CXCR3B y CXCL10. En el servidor ClusPro no se considero
ninguna restriccion.
Para construir el complejo CXCR3A-quimiocina se realiz6 un acoplamiento molecular de
manera libre, utilizando el servidor ClusPro’® y se utilizaron los mismos estandares de
seleccién que los usados con el complejo CXCR3B-CXCL10.

7.1.2.2. Preparacion de los sistemas para las simulaciones de

dindmica molecular Coarse-Grained (CG-MD)

La preparacion de los sistemas (Complejo CXCR3B-CXCL10 y CXCR3B) para
simulaciones MD se llevé a cabo en el servidor web CHARMM-GUI " en el médulo Martini
maker 7/, utilizando el campo de fuerza Martin2.2P en un ensamble NPT a 1 atm de presién
y 310.15 K de temperatura usando el bardstato Parinello-Rahman y termostato que acopla
la temperatura usando la velocidad rescaldndolo con un término estocastico (termostato
Bussi-Donadio-Parrinello), con un corte de interacciones Coulombicas de 1.1nm y para
interacciones VanDerWaals de 1.1nm.
El sistema se construyé con una membrana de POPC, un modelo de agua polarizable (PW),
y se agregaron los iones correspondientes para neutralizar el sistema (NaCl, 0.15 M). Los
sistemas se sometieron a 5000 pasos de minimizacion, seguido del esquema de 6 pasos
de equilibrio, mediante la restriccion de las posiciones de las particulas correspondientes al
Backbone de la proteina y cabezas polares de los lipidos de la membrana mediante la
reduccion de las constantes de fuerza, sugeridas por el servidor CHARMM-GUI, antes de
realizar las simulaciones de produccion de 1 us con un tiempo de integracién de 2 fs. Todas
las dinamicas se realizaron por quintuplicado para seleccionar la mas representativa.
La preparacion de los sistemas (Complejo CXCR3A-CXCL10 y CXCR3A) para
simulaciones MD se llevaron a cabo en el servidor web CHARMM-GUI "® en el médulo
Martini maker, 7” utilizando el mismo campo de fuerza que en el complejo CXCR3B-
CXCL10, ademas de los 5000 pasos de minimizacion, seguido del esquema de 6 pasos de
equilibrio, mediante la reduccién de las constantes de fuerza antes de realizar las
simulaciones de produccion de 1 ps.

7.1.2.3. Simulaciones CG-MD
Todas las dinamicas se realizaron por quintuplicado para seleccionar las estructuras mas
representativas.
Una vez obtenido el complejo CXCR3A-CXCL10 y CXCR3A solo, se realiz6 una simulacion

CG-MD de 1 us. Se obtuvieron las estructuras del complejo a cada 100 ns de simulacion
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CG-MD para los analisis de rotacion de &ngulos e interacciones entre segmentos
transmembranales, tanto del complejo CXCR3B-CXCL10 como de CXCR3B sin quimiocina.

Una vez que se obtengan los complejos CXCR3B-CXCL10 se realizaron una simulacion
CG-MD de 1 ps. Se obtuvieron las estructuras del complejo a cada 100 ns de simulacién
CG-MD para los analisis de rotacion de angulos e interacciones entre segmentos
transmembranales, tanto del complejo CXCR3B-CXCL10 como de CXCR3B sin quimiocina.
Estas estructuras se convirtieron a una topologia all-atom en el médulo All-Atom Converter
de Martini Maker en CHARMM-GUI, agregando la fosforilacion en Tyr27 y Tyr29 para
CXCR3A solo y con quimiocina, debido a que Tyr27 y Tyr 29 son residuos modificados con
sulfotirosina pero CHARMM-GUI no contiene la parametrizacion de residuos sulfatados en
una topologia CGy, debido a la similitud en la quimica entorno de la fosforilacion, decidimos
agregar estas modificaciones para simular ese entorno al convertirlos a una topologia all
atom y utilizando la estructura inicial, obtenida después de los procesos de minimizacion y

equilibrio (FO) como control.

Los andlisis posteriores se realizaron sobre las estructuras mas representativas para cada
100 ns, la estructura inicial, obtenida después de los procesos de minimizacion y equilibrio
como control y el primer nanosegundo de interaccion (FO1 y FO-F10) que se obtuvieron
utilizando el médulo de analisis de estructura promedio de la version académica del
programa Schrodinger Maestro, el cual utiliz6 un método de ponderacion uniforme y
superpuso todas las estructuras a una sola entrada, considerando atomos pesados para
RMSD vy verificando la simetria en comparaciones de RMSD. Luego, este méddulo
seleccion6 como estructura representativa aquella con el RMSD mas pequefio de la
estructura promedio. La ponderacion uniforme utilizé el mismo peso para cada estructura y
verificd la simetria local en la conectividad (como una orientacién de anillo), lo que podria
reducir el RMSD, y utilizé el valor de RMSD mas bajo. Posteriormente se realizé el analisis
de las rotaciones de segmentos transmembrana mediante la version académica del
programa PYMOL.

Los analisis de rotacion se realizaron utilizando un script Python gratuito del eje de rotacion
"draw_rotation_axis.py" en el repositorio oficial de scripts PyMOL
(https://pymolwiki.org/index.php/Pymol-script-repo). El script calcul6 el valor del eje de

rotacién utilizando FO como estructura de referencia.
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Se realizaron célculos de RMSD de CXCR3B sin quimiocina, CXCR3A sin quimiocina,
CXCR3B-CXCL10, CXCR3A-CXCL10, bucles intracelulares (ICL), bucles extracelulares
(ECL), amino terminal (NH2T), carbonilo terminal (COOHT) y TM para cada uno de los
Simulaciones generadas por computadora. Todas las gréficas se construyeron con R
utilizando las bibliotecas ggplot2, reshape2, svglite y peptides, utilizando la mediana del
RMSD de las 5 simulaciones CG de CXCR3B sin quimiocina, CXCR3A sin quimiocina,
CXCR3B-CXCL10 y CXCR3A-CXCL10, asi como la mediana de las diferencias del RMSF
de los complejos CXCR3-CXCL10 con el receptor solo.
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8. Resultados y discusién

8.1.Modelado por homologia de CXCR3B y CXCL10

El servidor publico I-TASSER construyé 5 modelos de CXCR3B utilizando el receptor de
angiotensina 2 tipo Il como plantilla con un porcentaje de identidad del 28.74 % calculado
en el servidor BLAST 8. |-TASSER genera los modelos tridimensionales a partir del
ensamblaje de fragmentos de secuencias de amino&cidos extraidos de la plantilla
proporcionada, luego compara los modelos estructurales con proteinas funcionales
conocidas de la base de datos y selecciona la mejor. I-TASSER no descarta ningun
aminoacido en la creacion de los modelos 3D debido al plegamiento ab-initio basado en
algoritmos Monte Carlo de simulacién de intercambio de réplicas que I-TASSER aplica a
los segmentos estructurales del modelo °7°881, El mejor modelo es seleccionado por I-
TASSER a través de un analisis de C-score con un rango de -5 a 2, donde los valores mas
altos representan un modelo con mayor confianza y el puntaje TM donde un puntaje
superior a 0.5 se considera un modelo con una topologia correcta 8. El modelo
seleccionado fue el modelo 1 (CXCR3B-M1, Figura 4A) con una puntuacién C de -1,4 y una
puntuacion TM de 0,54 + 0,15. Ademas, se evalud la calidad del modelo CXCR3B-M1
utilizando el servidor publico MolProbity & para obtener el diagrama de Ramachandran y
observar la calidad del modelo.

El modelo CXCR3B-M1 mostré un porcentaje de residuos en zonas favorables de 84,5%.
Cuanto mayor sea el porcentaje de residuos en las regiones favorecidas del diagrama de
Ramachandran, mejor sera la calidad estereoquimica de los modelos 8. El modelo I-
TASSER de CXCR3B es un modelo aceptable; sin embargo, la regién carboxilo terminal
(COOHT) estaba orientada hacia la region transmembrana (area coloreada en rojo, Figura
4). Esta orientacion, a pesar de no interferir con la unién de CXCR3B y CXCL10, es
importante porque es el dominio con el que la proteina G tendria interaccién; por lo tanto,
aungue la proteina G no se consideré para estos estudios, el COOHT se orientd
manualmente para evitar interacciones no naturales con los segmentos transmembrana
(Figura 4B).
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Figura 4. Estructuras de CXCR3B y CXCL10. (A) CXCR3B-M1. COOHT es de color rojo
sin reorientacién, (B) CXCR3B-M1 con el COOHT reorientado, (C) CXCL10-M1.

Esta nueva conformacion se evalué en MolProbity y se obtuvo un porcentaje de residuos
favorecidos del 82,32%. Los diagramas de Ramachandran se presentan en la figura 5 (5A
para el modelo anterior al cambio de COOHT y 5B para el modelo con COOHT corregido).
Para el caso de CXCL10, I-TASSER produjo 5 modelos utilizando la estructura incompleta
presente en el PDB de CXCL10 (cédigo PDB: 1LV9) como plantilla 6. El modelo
seleccionado fue el modelo 1 (CXCL10-M1, Figura 1C) con un C-score de 0,12 y una
puntuacion TM de 0,73 £ 0,11. Ademas, la calidad de CXCL10-M1 se evalu6 mediante el
servidor publico MolProbity para obtener el diagrama de Ramachandran (Figura 5C). El
modelo CXCL10-M1 mostré un porcentaje de residuos en zonas favorables de 85,33%.
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Figura 5. Diagramas de Ramachandran. (A) CXCR3B-M1 (B) CXCR3B reorientado (C)
CXCL10 (D) CXCR3A.

La estructura de CXCR3A se obtuvo a partir de un modelo previamente calculado por
nuestro grupo, tomando como molde CCR5 (cédigo PDB: 4MBS, cadena A %) con un
porcentaje de identidad de secuencia del 36,49%, y porcentaje de residuos favorables del
85,52%, en el diagrama de Ramachandran (Figura 5D) evaluado el servidor publico
MolProbity 57.

CXCR3B y CXCR3A son dos isoformas diferentes debido a la presencia de 47 residuos en
el NH2T de CXCR3B *°. En el modelo construido por I-TASSER CXCR3B 3 hélices alfa
pertenecientes al NH.T, en cambio, CXCR3A tiene solo 1 hélice alfa. Esta conformacion
tridimensional del NH,T en CXCR3B (Figura 6A) puede afectar la forma de unién de las
guimioquinas o funcionar como un sitio de unién para ligandos especificos de CXCR3B,
mientras que en CXCR3A (Figura 6B), esa area funciona como un sitio de unién para las
diferentes quimiocinas, pero es mas accesible para cumplir con el segundo paso de
activacion del receptor a las quimiocinas y facilita la activaciébn en dos pasos de los

receptores a las quimiocinas °°.
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Figura 6. Modelos CXCR3B y CXCR3A. (A) CXCR3B seleccionado (B) CXCR3A-M1
8.2.Construccién de complejos CXCR3B-CXCL10 y CXCR3A-CXCL10

Usando los modelos seleccionados de CXCR3B y CXCL10, asi como la estructura de
CXCR3A, se realizé el acoplamiento molecular proteina-proteina en el servidor publico
ClusPro ° para observar las interacciones preliminares y obtener los complejos CXCR3B-
CXCL10 y CXCR3A-CXCL10 para simulaciones CG-MD.

8.2.1. Construccién del complejo CXCR3B-CXCL10

Para el acoplamiento de CXCR3B no se agregaron restricciones en el servidor ClusPro,
esto con el fin de observar de forma natural las interacciones del receptor con la quimiocina,
considerando que no hay evidencia de que las modificaciones postraduccionales presentes
en CXCR3A también se encuentren en CXCR3B, en el caso de CXCR3A Tyr27 y Tyr29 se
modifican como sulfotirosina y son relevantes en la interaccion de CXCR3 con sus ligandos
naturales . Debido a que CHARMM-GUI no contiene los parametros para los residuos
sulfatados, se decidié agregar una fosforilacion en esos residuos para simular el entorno
quimico generado por la sulfatacién. ClusPro produjo 29 modelos de interaccién de los
complejos en la combinacién de interacciones hidrofébicas y electrostaticas (VdW-Elec)
(Tabla 3). ElI complejo seleccionado para las simulaciones CG-MD presenté el mayor
namero de conformaciones en el grupo basado en la combinacién de interacciones
hidrofébicas y electrostaticas (modelo 0) de los 10 mejores modelos obtenidos de ClusPro
(Figura 7).
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Tabla 3. Scores de clister de CXCR3B

Cluster Miembros Representativos Weighted Score

Center -192.2

0 128 Lowest Energy -222.1
1 92 Center -204.9
Lowest Energy -233.4

Center -193.8

2 84 Lowest Energy -250.6
3 69 Center -203.1
Lowest Energy -217.7

Center -212.7

4 60 Lowest Energy -212.7
Center -188.0

5 54 Lowest Energy -205.6
6 53 Center -207.9
Lowest Energy -207.9

7 59 Center -195.2
Lowest Energy -211.2

8 36 Center -190.6
Lowest Energy -210.3

9 36 Center -194.2
Lowest Energy -200.8

Center -189.9

10 32 Lowest Energy -206.6
Center -199.5

1 30 Lowest Energy -206.3
Center -188.5

12 28 Lowest Energy -210.3
Center -207.2

13 24 Lowest Energy -211.4
Center -200.3

14 21 Lowest Energy -220.5
Center -198.0

15 20 Lowest Energy -211.6
Center -194.0

16 15 Lowest Energy -197.9
Center -203.7

o 14 Lowest Energy -203.7
Center -196.8

18 14 Lowest Energy -207.4
Center -196.7

19 13 Lowest Energy -200.8
Center -188.2

20 13 Lowest Energy -205.2
Center -190.1

21 12 Lowest Energy -197.7
Center -194.4

22 1 Lowest Energy -197.3
Center -190.1

23 1 Lowest Energy -195.3
Center -188.9

24 9 Lowest Energy -194.9
25 7 Center -187.6
Lowest Energy -192.7

26 7 Center -188.8
Lowest Energy -214.0

Center -191.1

21 6 Lowest Energy -195.9
28 6 Center -187.9
Lowest Energy -191.0

29 5 Center -193.1
Lowest Energy -195.6
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Figura 7. Modelos representativos del complejo CXCR3B

Las interacciones polares entre CXCR3B y CXCL10 del mejor complejo proteina-proteina
se presentan en la Figura 8B. En las primeras interacciones de CXCR3B (cadena A) con
CXCL10 (cadena Q) podemos observar 3 interacciones polares; entre Arg96-GIlu80 y
Lys80-Glu68 con interacciones iénicas, mientras que la Unica interaccion de tipo puente
de hidrégeno es entre Arg43-Asp75, donde esta interaccién es importante pues forma
parte de las interacciones de los 47 residuos Unicos de CXCR3B. Ademas, se puede

observar la presencia de un ambiente hidrofébico entre los residuos CXCR3B y CXCL10.
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Figura 8. Primera interaccién de CXCR3B con CXCL10. (A) Complejo CXCR3B-CXCL10
(B) Diagrama de interaccién donde Q es CXCL10 y A es CXCR3B, las interacciones

C
LW

hidrofébicas se representan en rojo y rosa, las interacciones iénicas con lineas punteadas

rojas y los puentes H con lineas punteadas verdes.

8.2.2. Construccién del complejo CXCR3A-CXCL10
Usando la estructura de CXCR3A y el modelo de CXCL10, se realiz6 el acoplamiento
proteina-proteina en el servidor publico ClusPro, agregando las restricciones de interaccion
con los residuos 1-16 y Tyr27 y Tyr29 para observar sus interacciones preliminares 8687,
ClusPro arroj6 29 modelos de interaccién de los complejos en la combinacién de

interacciones hidrofébicas y electrostéaticas (VdW-Elec) (Tabla 4).
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Tabla 4. Scores de clister de CXCR3A

Cluster Members Representative Weighted Score

Center -354.8

0 112 Lowest Energy -368.0
1 97 Center -329.8
Lowest Energy -350.8

2 86 Center -329.6
Lowest Energy -372.8

3 81 Center -363.0
Lowest Energy -367.6

4 67 Center -360.6
Lowest Energy -379.6

5 65 Center -327.4
Lowest Energy -369.9

6 55 Center -349.7
Lowest Energy -349.7

7 52 Center -340.9
Lowest Energy -362.4

8 48 Center -340.0
Lowest Energy -356.5

9 a1 Center -318.4
Lowest Energy -355.6

Center -321.3

10 36 Lowest Energy 347.2
Center -341.5

1 29 Lowest Energy -341.5
Center -323.4

12 24 Lowest Energy -342.8
Center -317.7

13 23 Lowest Energy -364.9
Center -318.4

14 18 Lowest Energy -334.1
Center -338.4

15 1 Lowest Energy -338.6
Center -338.6

16 16 Lowest Energy -325.3
Center -352.4

o 14 Lowest Energy -323.5
Center -319.2

18 14 Lowest Energy -333.1
Center -330.3

19 13 Lowest Energy -342.5
Center -342.4

20 12 Lowest Energy -342.4
Center -322.1

21 1 Lowest Energy -339.8
Center -317.0

22 10 Lowest Energy -340.4
23 9 Center -317.0
Lowest Energy -338.5

Center -323.1

24 9 Lowest Energy -330.9
o5 6 Center -331.6
Lowest Energy -333.6

26 4 Center -319.2
Lowest Energy -319.4

27 4 Center -320.4
Lowest Energy -332.8

28 4 Center -318.0
Lowest Energy -335.8

29 3 Center -321.7
Lowest Energy -324.8
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El complejo seleccionado para las simulaciones CG-MD tuvo el mayor numero de
conformaciones en el grupo basado en la combinacion de interacciones hidrofdbicas y

electrostaticas (modelo 0) de los 10 mejores modelos obtenidos de ClusPro (Figura 9).
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Figura 9. Modelos representativos del complejo CXCR3B

En la primera interaccién de CXCR3A (R) con CXCL10 (Q), Figura 10B, se puede observar
gue la mayoria de las interacciones son de tipo puente de hidrégeno entre: Glu78-Ser121,
Lys91-GIn9 y Leu3, Arg96-Ser6, Lys80- Asp28, Lys83-Glu3l, Asn84-Tyr27 y Arg43-Ser24
y Glu21; y solo una interaccioén ionica entre Lys91-Asp7. Es relevante la presencia de una
interaccion entre Tyr27 y Asn84, debido a que Tyr27 es un residuo modificado en CXCR3
que presenta una fosforilaciéon importante en la unién con sus respectivas quimiocinas *°’.
La presencia de mas interacciones en CXCR3A que en CXCR3B puede deberse a la
conformacion tridimensional de NH2-T, ya que sus tres hélices a limitan la interaccion con
CXCL10.
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Figura 10. Primera interaccién de CXCR3A con CXCL10. (A) CXCR3A en complejo con
CXCL10. (B) Diagrama de interaccidon donde Q es CXCL10 y A es CXCR3A, las
interacciones hidrofébicas se representan en rojo y rosa, las interacciones iénicas con

lineas de puntos rojas y los puentes H con lineas de puntos verdes.

8.3.Simulacion CG-MD

Una vez obtenidos los modelos de los receptores CXCR3B y CXCR3A y los complejos
CXCR3B-CXCL10 y CXCR3A-CXCL10, se construyeron los sistemas para simulaciéon
utilizando el servidor CHARMM-GUI en una topologia Coarse-Grained (CG) y una
simulacion CG-MD de 1us se realizé por quintuplicado para asegurar la reproducibilidad de
los resultados y reducir el efecto de posibles artefactos presentes en las simulaciones. Se
realizé un analisis de los segmentos transmembranales (TMs) cada 100 ns utilizando como
control el frame 0 (FO0), siendo la estructura del receptor o complejo obtenida tras los pasos
de minimizacion y equilibrio, y el primer nanosegundo de la dinamica (F01), cada frame
analizado se obtuvo del calculo de la estructura representativa de cada frame de cada una
de las 5 repeticiones. Una vez realizadas las simulaciones y obtenidas las estructuras
representativas, se obtuvieron los angulos de rotacion e interacciones polares entre los TMs
de cada estructura representativa. En la Tabla 5 se muestran los residuos de los TM
obtenidos en Uniprot "? (c6digo P49682 para CXCR3A y P49682-2 para CXCR3B), para el
andlisis de rotaciones, RMSD y RMSF entre los TM de CXCR3B y CXCRS3B.

Tabla 5. Residuos de segmentos transmembranales en CXCR3B y CXCR3A.

™ TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 T™M7

CXCR3B 110217- 137-157  173-197  217-236  260-280  303-324 341-468

CXCR3A 54-80 90-110 126-150 170-189  213-233  256-277 294-321

8.3.1. Simulacién CG-MD de CXCR3B
Se calculo la rotacion de los TMs de CXCR3B en la simulacion (Figura 11). TM2 y TM6
fueron los segmentos transmembrana que tuvieron la mayor rotacion durante la simulacion,

con TM2 mostrando la mayor rotacion, con picos de rotaciéon a 100, 400, 600, 600, 700 y
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800 ns y aparentemente estabilizandose al final de la simulacion. TM6 mostré un pico muy
pronunciado al final de la simulacion, este a 900 ns mientras que durante toda la simulacion

se mantuvo estable. Las otras MT no mostraron ninguna rotacion notable.
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Figura 11. Rotacion de segmentos transmembranales de CXCR3B.

Para CXCR3B podemos observar un movimiento creciente en las TM. Entre 100-200 ns
TM1, TM2 y TM5 tienen un pico relevante, ya que a diferencia de los otros TM en este rango
de tiempo aumentaron su movimiento, luego de esto se mantienen constantes hasta los
700 ns, donde TM1 muestra un aumento de pico significativo. En el caso de los loops
intracelulares y extracelulares (ICL y ECL respectivamente), desde el inicio de la simulacion
se mantienen en constante movimiento, es hasta los 500 ns donde ICL1, ICL3, ECL1 y
ECL2 tienen un pequefo pico, y luego continuar estable hasta el final de la simulacion
(Figura 12B). TM4 muestra movimientos significativos a 300 ns y 500 ns, y entre 700-800
ns, junto con TM1, tienen un pico significativo y luego aparentemente sigue aumentando

hasta el final de la simulacién (Figura 12C).
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Figura 12. RMSD de CXCR3B. (A) CXCR3B con TM marcados con los colores del gréfico
RMSD. (B) RMSD de los loops extracelular, intracelular, NH2-T y COOHT. (C) RMSD de
las TM donde vemos TM1 en rojo, TM2 en azul, TM3 en verde, TM4 en morado, TM5 en
naranja, TM6 en amarillo y TM7 en marron.

Las interacciones entre MTs a lo largo de la simulacién son relevantes para conocer la red
de interacciones polares en el estado basal y/o funcional, asi como el estado metaactivo en
comparacion con los cambios conformacionales presentes en la simulacion del complejo
CXCR3B-CXCL10. En este caso, las interacciones que definimos como interacciones de
"estado basal" fueron entre TM2-TM3 (Aspl46-Asn181), TM3-TM4 (Asnl79-Asp233 y
Phe229), TM3-TM5 (Asn179-GIn266) y TM4-TM5 (Asp233-Arg263) (Tabla 6).

Tabla 6. Interacciones importantes de los TMs de CXCR3B.

Segmentos Residuos Tiempo (ns)
TM1y TM7 Tyrl07-Ser351 100-800 y 1000
TM2y TM3 Aspl46-Asn181 400-500 y 700-900
TM3y TM4 Asnl179-Asp233 0-800 y 1000
TM3y TM4 Asnl179-Phe229 01-100, 700-800 y 1000
TM3y TM5 Asn179-Arg263 0-300 y 900
TM3y TM5 Asnl79-GIn266 01-300, 600 y 900
TM3y TM7 Arg196-Tyr365 0-01, 500 y 700-800
TM4 'y TM5 Asp233-Arg263 0-1000

TM5y TM6 Phe271-His319 100, 500, 800 y 1000

8.3.2. Simulacion CG-MD del complejo CXCR3B-CXCL10
Se calculd la rotacién de los TM en la simulacién del complejo CXCR3B-CXCL10 (Figura
13). TM1, TM2, TM5 y TM7 fueron los segmentos transmembrana que presentaron mayor
rotacion, TM5 fue el que presenté mayor rotaciéon a lo largo de la simulacién, teniendo los
picos mas pronunciados a 200 y 900 ns, TM1 y TM7 a pesar de mostrar mayor estabilidad

gue todos los TM también tienen picos que son importantes para determinar el estado meta-
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activo del receptor. TM2 muestra estabilidad hasta llegar a los 500 ns, donde presenta picos
similares, pero de menor intensidad, a los de la simulacion de CXCR3B sin quimiocina,
estos picos estan a los 600, 700 y 800 ns; si bien TM2 en la simulacién de CXCR3B sin
quimiocina se define como parte de las interacciones del estado basal, en presencia de
gquimiocina tiene un comportamiento que podemos definir como parte importante del estado
meta-activo del complejo CXCR3B-CXCL10, un estado conformacional resultante de la
interaccion con CXCL10 que conduciria al inicio de la cascada de sefalizacion, debido a

los cambios drasticos en la rotacién e interacciones polares de esta TM.
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Figura 13. Rotacién de los segmentos transmembrana de CXCR3B-CXCL10.

El grafico RMSD del complejo CXCR3B-CXCL10 en sus TM muestra una estabilidad
observable de la mayoria de los TM después de 200 ns. TM5 al inicio de la simulacién y
hasta los 200 ns es el de mayor movimiento, luego de los 200 ns se mantiene estable hasta
un pico en los 600-700 ns, para después regresar a su estabilidad hasta el final de la
simulacion. TM4 es el segmento con mayor movimiento de toda la simulaciéon y con picos
que van aumentando entre los 300-400 ns, luego un periodo de estabilidad hasta los 600-
700 ns, donde tiene un decaimiento, y luego presenta una estabilidad constante hasta 900-
1000 ns donde tiene el mismo movimiento que TM5 para estabilizarse aparentemente. Para
los ICL's y ECL's podemos ver que ECL1 y ECL2 son los que tienen mayor movimiento en
toda la simulacion, después de eso entre 100-200 ns tuvieron un pico significativo. ECL3
también tuvo un gran pico de movimiento en este rango de tiempo, pero desde ese punto
hasta el final de la simulaciébn se mantuvo estable. ICL1 también es uno de los loops que
muestra un pico de movimiento significativo entre 400-600 ns, pero al igual que ECLS3,

vuelve a estabilizarse hasta el final de la simulacién (Figura 14B). TM1, TM2 y TM3
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comparten un pico de movimiento entre 600 y 700 ns y luego permanecen estables hasta

el final de la simulacién (Figura 14C).

A ~“:¢% - B

\4"“

. "WWWMVNM%%

e/

RMSD (nm)

Figura 14. RMSD del complejo CXCR3B-CXCL10. (A) Complejo CXCR3B-CXCL10 con las
TM marcadas con los colores del grafico RMSD. (B) RMSD de los loops extracelulares,
intracelular, NH2-T y COOHT. (C) RMSD de las TM donde vemos TM1 en rojo, TM2 en

azul, TM3 en verde, TM4 en morado, TM5 en naranja, TM6 en amarillo y TM7 en marrén.

Las interacciones de TMs encontradas en la simulacién del complejo CXCR3B-CXCL10
nos permitieron observar interacciones de estado basal, estas interacciones se encuentran
en ambas simulaciones (CXCR3B sin quimiocinay CXCR3B-CXCL10), dos entre TM3-TM4
(Asn179-Asp233 y Asnl79-Phe229 ) a lo largo de casi toda la simulacién, apareciendo
TM3-TM5 (Asnl179-GIn266) a partir de los frames 0-01, 2, 7 y 9-10, siendo similar a la
simulacion de CXCR3B sin quimiocina, y finalmente TM4-TM5 (Asp233-Arg263) que se
encontrd en practicamente toda la simulacion (frames 1-10). Ademas de las interacciones
del estado basal, encontramos interacciones del estado meta-activo, interacciones que
ocurren solo en el complejo con CXCL10 e interacciones que desaparecen en el complejo
con CXCL10 (Tabla 7). TM1, TM2 y TM7 son los principales TM que nos permiten observar
este estado meta-activo, la interacciéon entre TM1 y TM2 (Asn118-Thr147) aparece en los
frames 3, 6, 8-10, estos coinciden con el grafico de rotacion donde TM1 a los 300 ns tuvo
un pico de rotacion, TM2 tuvo a los 600 ns un pico de rotacién importante, luego a los 700
ns y se mantuvo hasta los 800 ns donde nuevamente tuvo rotaciones significativas hasta el
final de la simulacién, también concuerda con algunos de los movimientos observados en
el RMSD de los TMs ya que a los 300 ns tanto TM1 como TM2 tuvieron un pico de
movimiento y a los 600-700 ns tuvieron otro pico importante y luego se mantuvieron estables
hasta los 900 ns donde tuvieron un ultimo pico que llegé al final del simulacion. M2 y TM7
(Aspl146-Asn361) en los frames 0-01 y 5-8 también vieron rotaciones de TM7 en los 500

ns, siendo esta la acomodacion de TM7 para interactuar con TM2, TM3 y TM7, también
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encontraron movimientos en esos rangos de tiempo en el RMSD con TM2, ya que TM7 en
el grafico RMSD se mantiene estable en esos tiempos, en TM2 entre 500-700 ns tiene un
pico de movimiento importante. TM6-TM7 (Val321-Lys347) que se encuentra desde la mitad
y hasta el final de la simulacion, que, si bien en el grafico de RMSD no es tan claro como
las interacciones de TM1 y TM2, si podemos notar como a partir de 500 ns TM6 y TM7
tienden a un movimiento mucho mas estable hasta el final de la simulacion. En el grafico
de rotaciones justo a 500 ns podemos observar no solo el pico de TM7, que ya se comenté,
sino también una pequefia rotacién en TM6, que a pesar de su El tamafio indica que solo
necesitaba ese pequefio movimiento para adaptarse para interactuar con TM7.

Las interacciones de CXCR3B que desaparecen en la simulacion del complejo CXCR3B-
CXCL10 nos indican el estado meta-activo del receptor, estas interacciones son entre TM1-
TM7 (Tyrl07-Ser 351), TM3-TM5 (Asn179-Arg263), TM3-TM7 (Arg196-Tyr365) y TM5-TM6
(Phe271-His319) (Tabla 3). TM2 y TM3 (Aspl146-Asn181) con ocurrencia en los frames 0-
01, 6 y 9. Aunque esta interaccion en la simulacién con CXCR3B sin quimiocina se
denomina interaccion de estado basal, su aparicion solo en estos frames nos da una pista
de que TM2 tuvo rotaciones que impidieron mas interacciones entre TM2 y TM3,
convirtiéndola en una interaccion de estado meta-activo, ya que, al igual que la interaccién
con TM1-TM2 en el frame 6, podemos observar este cambio tanto en el grafico de
rotaciones como en el grafico RMSD (Tabla 8).

Tabla 7. Interacciones del estado meta-activo de CXCR3B.

Segmentos Residuos Tiempo (ns) Estado

TM1y TM2 Asnl118-Tyrl47 300, fggo 800- Presente
TM1y TM7 Tyr107-Ser351 100-800 y 1000 Ausente
T™M2y TM7 Aspl46-Asn361 0-01 y 500-800 Presente
TM3y TM5 Asn179-Arg263 0-300 y 900 Ausente
TM3y TM7 Arg196-Tyr365 0-01, 580000y 700- Ausente
TM5 y TM6 Phe271-His319 100, 51%%’0800 y Ausente
TM6y TM7 Val321-Lys347 500y 700-900 Presente
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Tabla 8. Interacciones importantes de los TMs del complejo CXCR3B-CXCL10.

Segmentos Residuos Tiempo (ns)
TM1y TM2 Asnl118-Tyrl47 300, 600, 800-1000
TM2y TM3 Aspl46-Asnl81 0-01, 600 y 900
T™M2y TM7 Aspl146-Asn361 0-01 y 500-800
TM3y TM4 Asnl179-Asp233 01-800 y 1000
TM3y TM4 Asn179-Phe229 01-100, 3?8607 00-800y
TM3y TM5 Asnl79-GIn266 01-300, 600 y 900
TM3y TM7 Arg196-Tyr365 100

TM4y TM5 Asp233-Arg263 100-1000
TM6y TM7 Val321-Lys347 500y 700-900

El andlisis de las interacciones de CXCR3B con CXCL10 con LigPlot nos permitié encontrar
interacciones polares e hidrofébicas. Las interacciones polares mas importantes fueron las
encontradas durante la mayor parte de la simulacién, lo que sugiere que sin ellas no seria
posible la unién de CXCR3B y CXCL10. Estas interacciones se presentan en la Tabla 9. La
Unica interaccion que forma parte de los 47 residuos que tiene CXCR3B es Glu34, que se
encuentra a 100, 500-800 y 1000 ns.

Tabla 9. Interacciones polares de CXCR3B importantes para la union a CXCL10 *Glu34 se

encuentra en los 47 residuos Unicos de CXCR3B.

Residuos Tiempo (ns)
Glu34* 100, 500-800 y 1000
Asp75 0-01, 200-500, 700-1000
Glu78 0-1000
Tyr76 0-100, 500-700, 900-1000
Glu80 0-1000
Asn79 100-400 y 800-900
Glu68 100-1000
Asn68 100-600 y 800-1000
Asp54 100-400 y 1000
Asp93 200 y 400-1000

8.3.3. Simulacién CG-MD de CXCR3A
La rotacion de los TM se calcul6 en la simulacion (Figura 15), donde se observan picos de
rotacion significativos en TM5, TM6 y TM7. TM5 mostr6 dos picos de rotacion, uno
prominente a los 100 ns y el otro entre 300-400 ns y luego se estabilizé como los otros TM.
TM7 al comienzo de la simulacion no mostré una rotacién importante hasta los 400 ns donde

tuvo un pico significativo, y luego a los 800 ns hasta el final de la simulacién continu6 con
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picos mas pronunciados. Por otro lado, TM6 solo al comienzo de la simulacion mostro picos
pronunciados a 100, 200, 300 y 900 ns.
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Figura 15. Rotacién de segmentos transmembranales de CXCR3A.

El grafico RMSD de los TMs de CXCR3A muestra que TM4, TM5, TM6 y TM7 tienen un
gran movimiento a lo largo de la dinamica, siendo TM5 el que mas movimiento tiene desde
los 100 ns hasta los 700 ns donde parece estabilizarse hasta el final de la dinamica. TM6
tiene un comportamiento similar, pero de menor intensidad, al igual que TM5 a partir de 700
ns parece estabilizarse hasta el final de la dinamica. TM4 tiene solo un gran pico de
movimiento de 100 a 300 ns y luego permanece estable hasta el final de la simulacion. TM7
tiene un aumento constante hasta 300-400 ns donde tiene una caida en movimiento y luego
continla aumentando hasta 700 ns donde tiene un gran pico y permanece estable hasta el
final de la simulacion. ICL y ECL no muestran un cambio significativo en el transcurso de la
simulacién, mantienen un ligero aumento en el movimiento, pero parecen estabilizarse a
500 ns, solo ICL1 y ECL1 a 700 ns muestran un pequefio pico, pero se estabilizan a 800 ns
(Figura 16B). TM1, TM2 y TM3 no muestran un cambio de movimiento tan repentino,
permanecen en un aumento constante hasta los 600-700 ns donde encuentran el equilibrio

hasta el final de la simulacién (Figura 16C).
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Figura 16. RMSD de CXCR3A (A) CXCR3A con TM marcados (B) RMSD de Loops
extracelulares, intracelulares, NH2-T y COOHT (C) RMSD de TM donde vemos TM1 en
rojo, TM2 en azul, TM3 en verde, TM4 en parpura, TM5 en naranja, TM6 en amarillo y TM7
en marron.

Con el andlisis de las interacciones de TMs en la simulacién CXCR3A, fue posible observar
las interacciones de estado basal que se presentan entre TM1-TM2 (Asn71-Asp99)
apareciendo en los frames 3, 6-7 y 10, TM3 y TM4 (Asn132-Asp186) en los frames 0-3, 5-
6 y 8-9, y las interacciones entre TM4-TM5 (Aspl186-GIn219 y Arg216) encontradas en los
frames 0-1, 6 y 9-10y 1-2, 4-5, 7-8 y 10 respectivamente. (Tabla 10).

Tabla 10. Interacciones importantes de los TMs de CXCR3A.

Segmentos Residuos Tiempo (ns)
TM1y TM2 Asn71-Asp99 300, 600-700 y 1000
TM2y TM3 Leul04-Asnl34 200-1000

TM2y TM3 Thr105-Asn134 300-600

TM3y TM4 Asnl132-Aspl186 0-300, 500-600 y 800-900
TM3y TM4 Leul01-Asnl34 400-800

TM4y TM5 Aspl186-GIn219 0-100, 600 y 900-1000

100-200, 400-500, 700-800 y

TM4 'y TM5 Aspl186-Arg216 1000

8.3.4. Simulacion CG-MD del complejo CXCR3B-CXCL10
Se calcul6 la rotacién de los TM en la simulacion CXCR3A-CXCL10 (Figura 17). TM6y TM5
mostraron los picos mas pronunciados en la simulacibn. TM6 mostré rotaciones
significativas al inicio de la simulacion a los 100 y 200 ns, se mantiene estable hasta los
500 ns ya que a los 600, 700 y 800 ns presenta picos rotacionales, estos cambios
rotacionales se mantienen estables hasta el final de la simulacién. TM5, por otro lado, solo
mostro rotaciones significativas a los 200 ns con un pico pequefio y a los 800 ns donde se

ve un pico importante hasta el final de la simulacion.
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Figura 17. Rotacién de los segmentos transmembranales de CXCR3A-CXCL10.

El grafico RMSD de los dominios ICL's y ECL's del complejo CXCR3A-CXCL10, a diferencia
del grafico RMSD de la simulacion CXCR3A sin quimioquinas los ICL's y ECL's
permanecieron constantes, podemos observar que tienen mas picos de movimiento, un
ejemplo es ECL3 que es la ECL con mas movimiento de toda la simulacién y que entre 100-
200 ns y 300-600 ns tiene 2 picos importantes de aumento para luego permanecer estable
hasta el final de la simulacion. ICL3 por otro lado tiene una gran cantidad de picos, entre
200-300, 300-400, 400-600 y 700-900 ns donde hay aumentos y disminuciones de
movimiento. Los otros ICL y ECL no muestran aumentos en sus movimientos. ICL1y ECL1
gue eran los que presentaban pequefios picos de movimiento en la simulacion CXCR3A sin
quimiocina no muestran incrementos significativos o comparables a los analizados
previamente (Figura 18B).

El grafico RMSD de los TMs en la simulacion del complejo CXCR3A-CXCL10 muestra un
comportamiento que tiende a ser estable en la mayor parte de la simulacion. TM4 desde el
inicio de la simulacion tiene un aumento constante de movimiento, no es hasta los 200 ns
donde tiene un pico de aumento y se mantiene estable hasta los 300 ns, donde tiene una
reduccion para mantenerse estable hasta los 700 ns donde otro aumento de movimiento se
muestra hasta los 800 ns, para luego y hasta el final de la simulacion tener una reduccion
y su estabilizacién, esto en el gréfico de rotaciones lo podemos observar levemente, esto
se debe a que a los 300 ns TM4 se encuentra en un estado estable rotacion sin mucho
aumento, entre 500-600 ns es donde muestra un aumento en la rotacion de este TM y luego
a los 700 ns tiene un pequefio pico de rotacion para luego tener cambios de rotacion a lo

largo de la simulacion, esto significaria que a pesar de no tener picos en el grafico de RMSD
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mantiene un movimiento de rotacion que hasta cierto punto estabiliza el movimiento de
RMSD. TM5 siendo el TM con mayor movimiento de toda la simulacion tiene picos
importantes a lo largo de la simulacion, el primero a los 100 ns donde tiene su primer pico
de aumento de movimiento, a los 200 ns tiene su segundo pico y a los 300 ns es reduce
drasticamente y entra en una fase de estabilizacion hasta los 600 ns donde comienza a
reducir su movimiento y a los 700 ns tiene su Gltimo pico que finaliza en los 800 ns y luego
hasta el final de la dinamica tiene un aumento constante en el movimiento.

En el grafico de rotaciones podemaos observar estos movimientos, a los 100 y 200 ns tiene
un pico de rotacién segun aumenta el movimiento, a los 300 ns tiene otro pico que mantiene
rotaciones extremadamente estables hasta los 700 ns comienza un aumento de rotacién y
a los 800 ns alcanza la rotacion maxima de toda la simulacién y comienza a disminuir su
rotacion hasta el final de la simulacion. TM6 hasta los 100 ns tuvo una estabilidad de
movimiento en la grafica RMSD donde tiene un gran pico y se mantiene estable hasta los
300 ns donde tiene aumento y disminucion de movimientos entre 300-400 ns, luego a los
500, 600, 700 y 800 ns tener pequefios picos de movimiento en cada uno de los frames,
para permanecer estable hasta el final de la simulacién. Todos estos movimientos también
son observables en el grafico de rotaciones, especialmente los de 100-300 ns que son las
rotaciones mas pronunciadas que tiene, y es hasta los 500 ns donde comienza un aumento
y disminucién de los picos de rotaciéon hasta los 800 ns donde alcanza su punto maximo de
estabilidad y se mantiene hasta el final de la simulacién. TM7 tiene picos de movimiento a
los 100 ns, entre 700 y 800 ns y entre 900-1000 ns, en la grafica de rotaciones se mantiene
estable con pequefios picos de rotacion en los 100 ns que concuerda con la grafica RMSD,
de manera que hasta los 400 ns y hasta el final de la simulacién permanece en rotacién
constante, esto podria sugerir que solo entre 700-800 y 900-1000 ns tiene movimiento fuera
del rotacional. La actividad de los TMs en el grafico RMSD de la simulacién del complejo
en comparacion con el grafico RMSD de los TMs de CXCR3A sin quimiocina muestra la
posible estabilizacion de la proteina en presencia de su ligando natural, pues aunque a
escala de movimiento (nm) el complejo tiende al equilibrio, sugiere que tiende a ser mas
estable cuando esta en contacto con CXCL10, y la grafica de CXCR3A sin quimiocina tiene
un aumento constante de movimiento posiblemente debido a que la presencia de la

quimiocina estabiliza la conformacién del receptor.
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RMSD (nm)

Figura 18. RMSD del complejo CXCR3A-CXCL10. (A) Complejo CXCR3A-CXCL10 con
TM marcadas. (B) RMSD de los TM (C) RMSD de los loops extracelular, intracelular, NHz-
Ty COOHT.

Una vez realizado el andlisis de las interacciones de los TMs de la simulacién del complejo
CXCR3A-CXCL10, las interacciones del estado basal de la proteina, TM1-TM2 (Asn71-
As099) se encontraron en los frames 0-01, 2, 6 y 8; Interacciones TM3-TM4 (Asn132-
Asp186) en los fotogramas 0-4 y 6 y TM4-TM5 (Asp186-GIn219 y Arg216) en los frames 3-
4,6-7y9,y5-6y 8-10 respectivamente (tabla 11). Estas interacciones estuvieron presentes
tanto en la simulaciébn de CXCR3A sin quimiocina como en la simulacién del complejo.
También encontramos 2 interacciones presentes solo en el estado meta-activo de la
proteina, entre TM2-TM3 (Val97-Asn134) en los frames 3, 5-7 y 9, TM2-TM7 (Asp99-
Asn314) en los frames 0-01 y 5-7. Los frames donde aparecen concuerdan con los
movimientos de los TMs 4, 5 y 6. La interaccion entre TM2-TM7 (Asp99-Asn314) se
presenta tanto en la simulacién del complejo CXCR3A como en la simulacién del complejo
CXCR3B, (siendo por CXCR3B Aspl46-Asn361) esto haciendo la diferencia de residuos
entre cada isoforma del receptor (47 residuos). Esto significa que CXCR3A y CXCR3B
comparten una interaccién de activacion entre TM2-TM7. (Tabla 12).

Tabla 11. Interacciones importantes de los TMs del complejo CXCR3A-CXCL10.

Segmentos Residuos Tiempo (ns)
TM1y TM2 Asn71-Asp99 0-01, 200, 600 y 800
TM2y TM3 Val97-Asn134 300, 500-700 y 900
T™M2y TM7 Asp99-Asn314 0-01 y 500-700
TM3y TM4 Asn132-Asp186 0-400 y 600

TM4 y TM5 Aspl186-GIn219 300-400, 600-700 y 900
TM4 y TM5 Aspl86-Arg216 500-600 y 800-1000
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Tabla 12. Interacciones importantes de los TMs del complejo CXCR3A-CXCL10.

Segmentos Residuos Tiempo Estado d.e
presencia
TM2y TM3 Leul04-Asnl34 200-1000 Ausente
TM2y TM3 Thr105-Asn134 300-600 Ausente
TM2y TM3 Val97-Asn134 300, 590000'700 y Presente
TM2y TM7 Asp99-Asn314 0-01 y 500-700 Presente
TM3y TM4 Leul01-Asnl34 400-800 Ausente

El andlisis de las interacciones de CXCR3A con CXCL10 con LigPlot nos permitié encontrar

interacciones polares e hidrofobicas. Las interacciones polares mas importantes fueron las

encontradas durante la mayor parte de la simulacion, lo que nos dice que sin ellas no seria

posible la union de CXCR3B y CXCL10. Estas interacciones se presentan en la Tabla 13.

Ademas de estas interacciones, encontramos la presencia de interacciones polares e

hidrofébicas con Asp282 y Glu293, que son importantes en la actividad con CXCL10 8,

Tabla 13. Interacciones polares de CXCR3A importantes para unirse a CXCL10.

*Residuos fosforilados

Residuos Tiempo (ns)
Asp35 0-1000
0-01, 300-400, 600 y 800-
GIng 1000
Asp7 0-1000
Aspl3 0-1000
0-01, 300-400, 600 y 800-
Tyr27* 1000 y
Glu31l 0-01, 300-600 y 800-1000
Asp28 0-1000
Glu196 0-200, 400-700, 900-1000
Ser24 0, 100-200, 500 y 900-1000
Glu2l 0-1000
Asn32 100-600 y 900
Glu4 100-1000
Glul5 100-1000
Glu3s 200-700
Aspl195 300-600y 800
Tyr29* 300-900

8.3.5. Gréaficas de distanciay RMSF de las simulaciones.

En el gréafico de distancias entre CXCL10 y sus receptores CXCR3B y CXCR3A se observa

como la distancia entre el centro de masas de la quimiocina y sus receptores disminuye a

medida que avanza la simulacion. CXCR3B disminuy6 su distancia en 1 A al llegar a 500
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ns donde, segun el analisis anterior, es similar al primer paso de meta-activacion, ya que
se une a los movimientos de COOHT hacia ECL. (Figura 19C linea azul).

Para el caso del CXCR3A la distancia que habia entre el receptor y el CXCL10 al inicio es
0.5 A mayor, donde podemos observar una rapida disminucion de la distancia a los 50 ns y
otra a los 750ns, es decir que el CXCR3A cumple con la norma de 2 etapas. modelo de
activacion. (Figura 19C linea roja).

En el caso de CXCR3B, a pesar del mayor tamafio de NH2T, tiene un comportamiento
similar a CXCR3A, disminuyendo la distancia entre la quimiocina y CXCR3B, esto podria
indicar que CXCR3B se activa de manera similar a un receptor de quimiocinas, donde el
primer paso es la disminucién de la distancia entre la quimiocina y el receptor. Sin embargo,
la naturaleza amino terminal de CXCR3B no permite una interaccion destacada entre la
quimioquina y las ECL (Figura 20).

|

|
P
( /V\\ INA, : o
/ .

MAAn
M f‘w\,‘ //nv-/‘v’\lrj\/\ j\/\/‘j‘v\“\ . /“ﬁ/‘»\/,

Figura 19. Distancia de CXCR3A y CXCR3B con respecto a CXCL10. (A)CXCR3A-CXCL10
a 1000 ns de simulacién (B)CXCR3B-CXCL10 a 1000 ns de simulaciéon (C) Gréfico de
distancias entre CXCL10 y sus receptores.
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Figura 20. frames representativos de los complejos CXCR3A y CXCR3B (A) CXCR3B en
el tiempo 0 ns (B) CXCR3B en 500 ns (C) CXCR3B en 1000 ns (D) CXCR3A en el tiempo
0 (E) CXCR3A en 500 ns (F) CXCR3A a 1000 ns.

En el grafico RMSF podemos observar el movimiento de los residuales entre la simulacion
del receptor solo en comparacién con el complejo, si tiende a lo positivo significa que hubo
mas movimiento en la simulacién del complejo, por otro lado, si tiende a negativo significa
que hubo mas movimiento de residuales en la simulacién del receptor solo.

Para CXCR3B tiene mayor movimiento en la simulaciéon del complejo CXCR3B-CXCL10,
concordando con las rotaciones y graficos de RMSD. CXCR3A tiene mayor movimiento en
la simulacion de CXCR3A sin quimiocina, siendo corroborado por las graficas anteriores

(Figura 21).
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Figura 21. RMSF de CXCR3B y CXCR3A. (A) CXCR3A-CXCL10 (B) CXCR3B-CXCL10 (C)
Gréafico RMSF.

Después del andlisis anterior, se pueden observar las diferencias entre CXCR3B y
CXCR3A, destacando las interacciones polares e hidrofébicas de los receptores con
CXCL10, ya que CXCRS3A tiene mas interacciones polares e hidrofébicas en contraste con
CXCR3B-CXCL10, este ultimo tiene 3 interacciones polares que solo aparecen en su
complejo, con residuos Glu34, Asn69 y Asp93. Esto sugiere que, aungue tiene una unién
similar con CXCL10, CXCR3B también tiene interacciones que pueden ayudar en el
desarrollo de moléculas especificas para el complejo CXCR3B-CXCL10. Ademas, las
interacciones sugeridas como constitutivas del estado meta-activo dentro de los TM
comparten un comportamiento similar entre CXCR3B y CXCR3A, como entre TM2 y TM7
(Aspl146-Asn361 para CXCR3B y Asp99-Asn314 para CXCR3A), dejando en claro las
diferencias que cada uno se activa la isoforma; por lo tanto, para CXCR3A TMs 2, 3y 7 son
importantes, mientras que para CXCR3B TMs 1, 2, 5y 7 son importantes.

9. Conclusiones

Se encontraron diferencias estructurales e interacciones entre CXCR3B y CXCR3A, solos
y en complejo con CXCL10. Las primeras diferencias encontradas se refieren a las
estructuras tridimensionales de ambas isoformas, donde CXCR3B muestra 47 residuos
anicos que forman 3 hélices alfa en el NH>-T, mientras que CXCR3A solo tiene una hélice

alfa; cambios estructurales que hacen que las interacciones entre CXCL10 y cualquiera de
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las isoformas sean diferentes. En las simulaciones de CG-MD, se encontré que 3 residuos
de CXCR3B (Glu34, Asn69 y Asp93 para CXCR3B, y para CXCR3A Asn22 y Asp46)
mantienen una Unica interaccion de tipo polar con CXCL10, siendo Glu34 un Unico residuo
de CXCR3B. En la simulacién de CXCR3B sin quimiocina, se observaron 2 interacciones
basales Unicas presentes en CXCR3B entre TM3-TM4 (Asnl179-Phe229) y TM3-TM5
(Asn179-GIn266). Las simulaciones complejas reflejaron solo 1 interaccion similar, entre
TM2-TM7 (Aspl46-Asn361 para CXCR3B y Asp99-Asn314 para CXCR3A). Los TM de
mayor importancia para CXCR3B fueron TM1, TM2, TM5 y TM7, que presentaron la mayor
rotacidon en la simulacién y donde las interacciones de meta-activacién (tanto presentes
como ausentes) se encuentran. Ademas, las TM con mayor movimiento fueron TM4 y TM5.
Para CXCR3A los TMs con mayor importancia son TM2, TM3 y TM7 ya que alrededor de
ellos se encuentran las interacciones que estan presentes y ausentes a lo largo de la
simulacién. Estas diferencias entre las interacciones polares, la conformaciéon de TM de
relevancia y las distancias decrecientes de CXCL10 de las isoformas nos permitieron
identificar el estado meta-activo de los receptores CXCR3B y CXCR3A.

Estos datos sugieren que CXCR3B y CXCR3A son lo suficientemente diferentes en sus
interacciones, asi como en sus modos de meta-activacion, lo que hace posible realizar un
disefio de moléculas especificas de isoforma tanto para agonistas como para antagonistas,

lo cual no se logré realizar en este trabajo pero queda como perspectiva.
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