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RESUMEN

El vitiligo es un trastorno de la piel caracterizado por la aparicion de lesiones' desprovistas de
melanocitos. Afecta del 0.5 al 2 % de la poblacion mundial; en México afecta del- 1 al 2 % de la
poblacion. Se clasificaen tres grupos: vitiligo segmentado, no segmentado y mixto, siendo el primero
el que presenta mayor prevalencia. Se han encontrado infiltrados de linfocitos CD8* sensibles a
proteinas antigénicas del melanocito, los cuales promueven la apoptosis del melanocito. Por tanto, la
inhibicién de la migraciony activacion de los CD8*, asi como la estimulacion de la tirosinasa, pueden
ser una oportunidad para el tratamiento de esta patologia. Una estrategia Util para abordar lo anterior
es el uso de herramientas computacionales permite el disefio de nuevas moléculas que puedan ser
utiles para el tratamiento de enfermedades, en este caso el vitiligo.

En este proyecto, se construyeron los modelos por-homologia de los receptores de quimiocinas
CXCR3, CXCR6 y de las quimiocinas CXCL9, CXCL16 asi como el modelo por homologia de la
enzima tirosinasa. Se realizaron simulaciones de dinamica molecular que permitieron observar las
interacciones entre las quimiocinas (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) y el receptor CXCRS3, asi como las
interacciones entre segmentos transmembranales (TMs).

Se comprobaron los dos pasos de activacion del receptor CXCR3, asi como, la separacién del
complejo By de la subunidad aio en la proteina G. Adicionalmente, la red de interacciones polares
entre los segmentos transmembranales permitio observar que las interacciones entre TM3-TM4-TM6
es necesaria para la estabilizacion del estado funcional y meta-activo del receptor. EI modelo general
de interacciones proteina-ligando indicé la presencia de cuatro elementos farmacoféricos necesarios
para la union de los antagonistas de CXCRS3, siendo aceptores y donadores de puentes de hidrogeno
(HAc y HDn) y grupos con carga positiva (Pin) que se localizan en los loops extracelulares, y grupos
hidrofébicos (Hph) localizados entre los segmentos TM5-TM6, concordando con que la rotacion de
TM6 es necesaria para la activacion de CXCR3 y la presencia de un elemento farmacofoéricoen esa
zona puede inhibir esa rotacion.

Para CXCRS6, las simulaciones de dinamica molecular permitieron observar los dos pasos de
activacion del receptor, asi como la relevancia de la interaccion entre TM5-TM6 para estabilizar el
estado inactivo del receptor. El modelo general presento tres elementos farmacoféricos localizados
cercanos a TM3 y TM6, segmentos relacionados con el estado inactivo del receptor (HDn) y a los

loops extracelulares 1y 2 (HAc y Hph), lo que podria desestabilizar la conformacion funcional del
[l



receptor y las interacciones entre CXCL16, ligando natural y CXCR6. El modelo QSAR coincidié con
el modelo general, ya que los HAc proveen un campo electrostatico negativo y el Hph, el campo
estérico positivo, necesarios para la union y actividad de los antagonistas reportados para CXCR®6.
Finalmente, la obtencion de la conformacion activa de tirosinasa, presentando un sitio catalitico
funcional con los atomos de Cu?* en complejo con una molécula de oxigeno y el modelo general de
interacciones indicaron la necesidad de cinco elementos farmacoféricos, grupos hidrofébicos,
aceptores y donadores de puentes de hidrogeno, grupos aromaticos y grupos con carga negativa
(Hph, HDn, Arm, HAc y NIn) para la union a la enzima de los ligandos reportados como activadores
alostéricos. Comparando la molécula con mejor docking scorey el 8-metoxipsoraleno (utilizado como
control), se observa que la presencia de anillos aromaticos, aceptores de puentes de hidrogeno y
grupos voluminosos son los mas relevantes para la uniéon en el sitio alostérico para activar a la
tirosinasa.

Los calculos realizados permitieron entender el comportamiento de estos blancos bioldgicos, tanto
para entender los procesos de activacion de los receptores estudiados, como para la enzima
tirosinasa. La informacion sera de utilidad para el disefio de-antagonistas de los receptores CXCR3 y
CXCR6 altamente selectivos, y la activacion de la sintesis de melanina por la enzima tirosinasa,

fendbmenos que, en conjunto, podrian revertir la despigmentacion observada en el vitiligo.

Palabras clave: Vitiligo, CXCR3, CXCR®6, TYR, Acoplamiento molecular, Simulaciones de dinamica

molecular

SUMMARY

Vitiligois a pathology characterized by the appearance of lesions devoid of melanocytes. Vitiligo affects
0.5 to 2% of the world population; its affects 1 to 2% of the population. Vitiligo is classified in three
groups: segmented vitiligo, non-segmented vitiligo, and mixed vitiligo, the first one being the most
prevalent and infiltrates of CD8+ lymphocytes sensitive to melanocyte antigenic proteins have been
found, which promote melanocyte apoptosis. Therefore, inhibition of CD8+ migration and activation,
as well as tyrosinase stimulation, may be a window for the treatment of this pathology One strategy to
achieve these goals is using computational tools to design molecules that may be useful for the
treatment of diseases, in this case vitiligo.

In this project, homology models of the chemokine receptors CXCR3, CXCR6 and the chemokines
CXCL9 and CXCL16 were constructed, as well as the homology model of the enzyme tyrosinase.
Molecular dynamics simulations were performed to observe the interactions between the chemokines
(CXCL9, CXCL10 and CXCL11l) and the CXCRS3 receptor, as well as the interactions between

transmembrane segments (TMs).



The two steps of CXCR3 receptor activation were verified, as well as the separation of the By complex
from the ai/0 subunit in G-protein. Additionally, the network of polar interactions between the
transmembrane segments allow to observe that the interactions between TM3-TM4-TM6, is necessary
for the stabilization of the functional and meta-active state of the receptor. The general protein-ligand
interaction model indicated the presence of four pharmacophoric elements necessary for the binding
of CXCR3 antagonists, being acceptors and donors of hydrogen bonds (HAc and HDn) and positively
charged groups (Pin) that are in the extracellular loops, and hydrophobic groups (Hph) located between
the TM5-TM6 segments, consistent with TM6 rotation being necessary for CXCR3 activation. and the
presence of a pharmacophoric element in that area can inhibit this rotation.

For CXCR6, molecular dynamics simulations allowed us to observe the two- steps of receptor
activation, as well as the relevance of the interaction between TM5-TM6 to stabilize the inactive state
of the receptor. The general model presented three pharmacophoric elements located close to TM3
and TM6, segments related to the inactive state of the receptor (HDn) and to extracellular loops 1 and
2 (HAc and Hph), which could destabilize the functional conformation of the receptor and the
interactions between CXCL16, natural ligand, and CXCR6. QSAR models agreed with the general
model as HAc provide a negative electrostatic field and Hph the positive steric field, necessary for the
binding and activity of the antagonists reported for CXCR6.

Finally, the active conformation of tyrosinase, with afunctional catalytic site with Cu2* atoms in complex
with an oxygen molecule and the general model of interactions indicated the need for five
pharmacophoric elements, hydrophobic groups, hydrogen bridge acceptors and donors, aromatic
groups, and groups with negative charge (Hph, HDn, Arm, HAc and NIn) for the binding to the enzyme
of the ligands reported as allosteric activators. Comparing the molecule with the best docking score
and 8-methoxypsoralen (used as control), itis observed that the presence of aromatic rings, hydrogen
bridge acceptors and. bulky groups are the most relevant for binding at the allosteric site to activate
tyrosinase.

The calculations performed allowed us to understand the behavior of these biological targets, both for
understanding the activation processes of the receptors studied, as well as for the enzyme tyrosinase.
The overall information derived from this study will be useful for the design of highly selective CXCR3
and CXCR6 receptor antagonists and the activation of melanin synthesis by the enzyme tyrosinase,
phenomena that, together, could reverse the depigmentation observed in vitiligo.

Keyworks: Vitiligo, CXCR3, CXCR6, TYR, Molecular docking, Molecular dynamics simulations
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1. Introduccién

El vitiligo es una patologia de la piel caracterizada por la aparicion de lesiones desprovistas de
pigmentacion, causado por la pérdida de melanocitos debido a la actividad de linfocitos T CD8*, los
cuales reconocen antigenos del melanocito para promover posteriormente la apoptosis de los
melanocitos. Esta patologia afecta aproximadamente del 0.5 al 2 % de la poblacién a nivel mundial;
la mayor incidencia se presenta en India, seguido de Méxicoy Japén. En 2011, en la conferencia
internacional de la célula del pigmento, la Fuerza de Trabajo Europea de Vitiligo (VETF, por sus
siglas en inglés) llegd a un consenso para clasificar al vitiligo en tres tipos; vitiligo no segmentado
(VNS) (en el cual se puede clasificar varios subtipos), vitiligo segmentado (VS) y vitiligo mixto (VM).
El VNS presenta una prevalencia mayor que el VS y puede desarrollarse a cualquier edad; sin
embargo, en el 80 % de los casos se presenta antes de los 30 afios y en el 15 % de los casos, antes
de los 18 afios. Se considera que el estrés oxidativo promueve la muerte del melanocito, debido a la
produccion de ROS. El estrés al que esta sometido el melanocito provoca laliberacion de proteinas
no plegadas y exosomas, que contienen proteinas que pueden serreconocidas como antigenos por
el sistema inmune. Se ha reportado la participacion tanto.de la respuesta humoral mediada por
anticuerpos, como, de la respuesta celular mediada por linfocitos. Se han realizado diversos estudios
para dilucidar las moléculas que participan como antigenos. de la respuesta inmune en vitiligo; no
obstante, no son conocidos todos los autoantigenos, ni los epitopes que participan en el desarrollo
y progresion de la enfermedad. Se ha reportadola correlacion de la actividad de los linfocitos CD8*
con el progreso e intensidad del vitiligo, ya gue inducen apoptosis en los melanocitos, queratinocitos
y dafio en la estructura de la epidermis: En un modelo de co-cultivo de piel sana de pacientes con
vitiligo y células T perilesionales, las cuales fueron estimuladas mediante la presentacion de
antigenos. Se corrobor6 la apoptosis mediada por activacién de CD8* melanocitotoxicos. Para
cuantificar la activacion, se observé la expresion de CD69 para activaciéon temprana y CD137 para
activacion especifica de CD8*. Para la funcion citolitica, se cuantificé la expresion del marcador
citotéxico granzima-B y la translocacion en membrana de CD107a, que indica degranulacion
citotoxica.

Los ejes de sefializacion CXCR3-CXCR10 y CXCR6-CXCL16 son importantes en la patogénesis y
progresionde la enfermedad. Se han reportado en modelos animales que las quimiocinas CXCL9 y
CXCL10 participan en la quimiotaxis de los linfocitos CD8*; ademas, existe una sobreexpresion de
CXCR3 en linfocitos perilesionales de pacientes con vitiligo comparados con pacientes sanos. Se
reportd que CXCL10 participa en la migracion y capacidad efectora de los linfocitos CD8*, en un
modelo animal donde inhibieron la expresién de CXCL9 y CXCL10. De manera similar, CXCL16 es
liberada por queratinocitos del microambiente lesional estimulados por la respuesta a proteinas mal
plegadas del melanocito (derivada de un desbalance en las especies reactivas de oxigeno),
promoviendo la migracion de linfocitos CD8*. En ese sentido, hay estudios donde se ha reportado

un incremento en la concentracion de CXCL16 en piel lesional de pacientes con vitiligo comparados
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con pacientes sanos. Por otra parte, un blanco también importante es la tirosinasa, enzima
responsable de iniciar la cadena de reacciones para la sintesis de melanina; en afios recientes se
ha reportado la sintesis de moléculas capaces de activar esta enzima, entre éstas, derivados de
chalconas que estimulan laactividad de latirosinasa. Por otra parte, la tirosinasa es una glicoproteina
enzimatica, oxidasa dependiente de Cu?*, localizada en la membrana del melanosoma cuyo sustrato
es la tirosina y cataliza la conversion de L-tirosina en L-DOPA iniciando la cascada de reacciones
involucradas en la melanogénesis, un proceso complejo que involucradiferentes proteinasy se lleva
a cabo en organelos especificos llamados melanosomas debido a la alta produccion de ROS, como
quinonas y H202, moléculas téxicas para el melanocito.

El tratamiento actual para el vitiligo esta dirigido areestablecer laintegridad funcional del' melanocito,
promoviendo la repigmentacion de las areas afectadas. Desafortunadamente, estos tratamientos no
son totalmente efectivos y presentan limitaciones, como el tiempo de tratamiento en el caso de la
fototerapiay fotoquimioterapia, riesgo de efectos secundarios, para los corticosteroides y altos costos
como el tacrolimus y pimecrolimus.

Debido a la naturaleza multifactorial del vitiligo, la terapéutica actual es insuficiente para tener un
remedio eficaz debido a que se aborda sélo un factor determinante en este padecimiento,
provocando que la terapéutica sea polifarmacolégica por tiempo prolongado, incrementando los
costos y disminuyendo la disposicion del paciente a seguir el tratamiento. En ese sentido, el disefio
y sintesis de moléculas antagonistas de los receptores CXCR3, CXCR6 y de moléculas que activen
de manera alostérica la tirosinasa, utilizando técnicas computacionales como modelado por
homologia, acoplamiento y dindmica molecular, pueden contribuir en el tratamiento eficaz del vitiligo
inhibiendo la migracién de CD8* hacia la epidermis, disminuyendo la muerte del melanocito, y
estimulando la melanogénesis para promover una repigmentacion, de tal manera que se pueda
mejorar la calidad de vida de los pacientes con vitiligo.



2. Antecedentes

2.1.Vitiligo: clasificacién, etiologiay tratamiento

El vitiligo es una patologia de la piel caracterizada por la presencia de méaculas blancas desprovistas
de melanocitos funcionales, o0 en su defecto, carentes de melanocitos [1]. Esta patologia afecta
aproximadamente del 0.5 al 2 % de la poblacién a nivel mundial; la mayor incidencia se presenta en
India, seguido de México y Japdn [2—4]. Segun la Fundacion Mexicana de Dermatologia, el vitiligo
es la quinta causa de visitas al dermatdlogo y afecta del 1 al 2 % de la poblacién mexicana,
realizandose su diagndstico con ayuda de la ldmpara de Woods [5]. En 1959, se reportd que la
etiologia del vitiligo estaba relacionada con los melanocitos y que en las regiones despigmentadas,
no se encontraban melanocitos o su funcionalidad estaba disminuida [6].

El vitiligo es resultado de la interaccion entre factores ambientales, genéticos e inmunolégicos, lo
gue contribuye a la destruccion del melanocito [5,7]. Las lesiones aparecen con mayor frecuenciaen
cara, manos, mufiecas, axilas, ombligo y zonas periorificiales [8]. En-el afio 1926 fue reportada la
participacion del sistemainmune en la etiologia del vitiligo cuando se encontraron autoanticuerpos
dirigidos contra componentes del melanocito e infiltrados perilesionales de linfocitos CD8* en
pacientes con vitiligo [6]. En el afio 2001, se confirmd el rol genético relacionando la influencia del
gen SLEV1 (NALP1) en el cromosoma 17p13 con el desarrollo de la enfermedad, debido a que este
gen codificaun regulador de la respuesta inmune innata. Adicionalmente en el afio 2010, se realizé
una asociacion gendémica a gran escala en dos diferentes poblaciones de China, lo que permitio la
identificacion de al menos 16 loci que contribuyen a la susceptibilidad del vitiligo [9]. El vitiligo no es
una patologia que ponga en riesgo lavida del paciente; sin embargo, tiene grandes implicaciones en

la calidad de vida del mismo [4].

2.1.1. Clasificaciondel Vitiligo

En 2011, en la conferenciaiinternacional de la célula del pigmento, la Fuerza de Trabajo Europea de
Vitiligo (VETF, por sus siglas en inglés) llegd a un consenso para clasificar al vitiligo en tres tipos;
vitiligo no segmentado (VNS) (en el cual se puede clasificar varios subtipos), vitiligo segmentado
(VS) y vitiligo mixto (VM) (Figura 1) [1]. El VNS se caracteriza por maculas de diferente tamafio y
forma, se distribuye generalmente de manera simétrica, y presenta alta asociacion con el sistema
inmune [1,7,8]. Es posible observar eritema transitorio al exponer las lesiones a la luz ultravioleta
(UV); ademas, se observan bordes hiperpigmentados rodeando las lesiones. Las lesiones se pueden
presentar en cuero cabelludo e incluso es probable la aparicion de cabello despigmentado. El VNS
presenta una prevalencia mayor que el VS y puede desarrollarse a cualquier edad; sin embargo, en
el 80 % de los casos se presenta antes de los 30 afios y en el 15 % de los casos, antes de los 18
[10].



R

Figura 1. Clasificacion del vitiligo. A) Vitiligo no segmentado (VNS), B) Vitiligo segmentado (VS) y C)
Vitiligo mixto (VM) [7].

El curso del VNS es variable, ya que pueden aparecer lesiones a lo largo de la vida. Este presenta
de manera frecuente el fenémeno de Koebner, también llamado efecto Koebner, que es el desarrollo
de lesiones hipopigmentadas en un sitio especifico, donde se ha presentado algin tipo de trauma
[7]; laincidencia de este fendmeno en pacientes con vitiligo es del 21 al 62 %. No se ha demostrado
correlacion entre la etnia y la aparicion de este fenémeno; sin embargo, algunos autores indican que
el FK no se presenta en VS o puede presentarse de manera poco frecuente: en este Ultimo caso, se
ha demostrado que el VS evolucion6 a VM [11].

El VS posee diferencias importantes con respecto a su etiologiay prevalencia, en comparaciéon con
el VNS. El VS es menos comun que el VNS, no presenta asociacion autoinmune, usualmente es
unilateral con distribucion dermatomal, es de desarrollo temprano y répida propagacion. Sin
tratamiento, las lesiones persistentoda la vida, aunque el desarrollo de la enfermedad, cominmente,
se detiene dentro de los primeros dos afios después del comienzo. El vitiligo en nifios consiste en el
78 % de los casos en VNS, en el 14.4 % en vitiligofocal y en el 4.6 % en VS [8].

La coexistenciade VS y VNS sereport6 por primeravez en un paciente pediatrico diagnosticado con
VNS, el cual al ser tratado con radiacion ultravioleta de tipo B (UVB), desarroll6 una lesion
recalcitrante, que sugiri6 la preexistencia de VS; a esta condicion de le denominé vitiligo mixto. La
presencia de Halo nevi y leucotriquia pueden ser factores para el desarrollode VM. Se ha propuesto
que el VS puede progresar hasta VM [1]. En la tabla 1, se resumen las caracteristicas del VNS y el

VS, los cuales son los dos grupos mas importantes.



Tabla 1. Comparacion entre VNS y VS

VNS VS
Prevalencia 72-95% 5-28%
Distribucion Simétrica, no dermatomal Unilateral, dermatomal
Inicio A cualquier edad Edades tempranas
Curso Variable en el crecimiento de las lesiones, Desarrollo rapido al inicio de la enfermedad,
aparecen lesiones a lo largo de la vida progresion lenta después de los 2 afios
Etiologia Autoinmune Neuroquimica
KP Frecuente Poco frecuente

Algunos autores consideran que el VNS y el VS se producen pordiferentes etiologia, relacionando la asociacion con el sistema
inmune [1].

2.1.2. Etiologia del Vitiligo

Aunque en la actualidad la etiologia del vitiligo ain no esta esclarecida en su totalidad, se han
propuesto diferentes teorias para explicar la pérdida de los melanocitos y su funcionalidad: la teoria
neural, la melanocitorragia, lateoria autocitotoxica. mediada por la participacion del estrés oxidativo,
y la teoria autoinmune, teniendo en cuenta siempre los factores genéticos que predisponen al
desarrollo del vitiligo [3]. En 2003, se propuso la teoria de la‘melanocitorragiala cual propone que el
vitiligo es provocado por lesiones o estrés, causado por traumas fisicos, especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y catecolaminas. Esto causa el desprendimiento de las
uniones intracelulares con los queratinocitos y posteriormente la muerte celular [12]. Por otro lado,
la teoria neural propone la acumulacién de neurotransmisores como noradrenalina, adrenalina,
metadrenalina (MN), normetadrenalina. - (NMN), acido homovanilico, (HVA) y &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) [3]. Ademas, la exposicidn a quimicos como alquilfenoles, catecolesy
cinamaldehido, se relaciona con el desarrollo de vitiligo [1,8].

El VNS se relaciona con una etiologia autoinmune y el VS se relaciona con la accion de mediadores
guimicos liberados en los nervios periféricos y dafio axonal que provoca un desbalance en la
liberacion de neuropéptidos, lo que da como resultado una disminucion en la sintesis de melanina.
Adicionalmente, se ha reportado un aumento en la expresién de citocinas como IFN-y e IL-1B y se
ha demostrado-que el TNF-a producido por linfocitos T perilesionales promueve el desarrollo de
linfocitos T citotéxicos; sin embargo, el uso de blogueadores de TNF-a como el adalimumab vy el
infliximab se ha asociado con el desarrollo de vitiligo en pacientes con otras enfermedades
autoinmunes [13].

De las teorias propuestas, la teoria autoinmune y la participacion de estrés oxidativo son las mas
aceptadas [4]. Se considera que existe una correlacion entre el sistemainmune y el estrés oxidativo,
ya que este Ultimo promueve laacumulacion de catecolaminas y especies reactivas de oxigeno (ROS
por sus siglas en inglés) que son agentes toxicos para el melanocito. Aunque el melanocito posee
enzimas antioxidantes, estas se ven disminuidas por las elevadas concentraciones de ROS.

Ademas, la acumulacion de ROS explicariala relacion inflamatoriaen el vitiligo [3,7,14].



2.1.2.1. Participacion del Estrés Oxidativo
Una actividad incrementada en la sintesis de melanina resulta téxica para el melanocito y lo lleva a
su destruccién por medio de apoptosis debido a la excesivaproduccion de metabolitos toxicosy su
inadecuada eliminaciéon. Los melanocitos poseen un mecanismo de regulacion intrinseco que
permite la eliminacion de metabolitos toxicos y la alteracion de este mecanismo promueve la muerte
celular [15]. Se considera que el estrés oxidativo promueve la muerte del melanocito, mediado por
la produccién de ROS, las cuales provocan la apoptosis celular, ademéas de la formacion de

antigenos que promueven la estimulacion del sistemainmune [3,15,16].
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Figura 2. Impacto del estrés oxidativo en el melanocito. La presencia de ROS derivada de
alteraciones en el metabolismo del melanocito promueve la liberacion de proteinas mal plegadas y
antigenos que son reconocidos por las células dendriticas y posteriormente pueden activar a los
linfocitos T CD8* que promoveran la destruccion de otros melanocitos [7].
Las ROS promueven dafios en el ADN y peroxidacion de lipidos y proteinas, mientras que el H202
puede actuar como inhibidor de la enzima tirosinasa (TYR) solo o formando un complejo con la L-
DOPA. El aumento de la concentracidnintracelular de H202 promueve la expresionde TNF-ay TGF-
B1, los cuales son potentes inhibidores de la melanogénesis. De las enzimas antioxidantes presentes
en el melanocito, la enzima glutation peroxidasa (GPx) y la enzima catalasa (CAT), se encuentran
disminuidas en su actividad; sin embargo, la superoxido dismutasa (SOD) mantiene una actividad
elevada en pacientes con vitiligo [3,5]. De igual manera, el estrés al que esta sometido el melanocito
provoca la liberacién de proteinas mal plegadas y exosomas, que contienen proteinas que pueden
ser reconocidas como antigenos por el sistema inmune [15]. Por tal motivo, el estrés oxidativo
promueve la generacién de células autorreactivas que reconoceran a los melanocitos como agentes

extrafios a eliminar (Figura 2).



2.1.2.2. Teoria Autoinmune

Se han reportado la participacion tanto de la respuesta humoral mediada por anticuerpos, asi como,
de la respuesta celular mediada por linfocitos. Se han realizado diversos estudios para dilucidar las
moléculas que participan como antigenos de la respuesta inmune en vitiligo; no obstante, no son
conocidos todos los autoantigenos, ni los epitopes que participan en el desarrolloy progresionde la
enfermedad. El uso de técnicas como las librerias en fagos han permitido obtener informacion para
la identificacion de algunos de los autoantigenos y epitopes relacionados con el reconocimiento por
parte de los autoanticuerpos presentes en vitiligo [17]. Se han identificado autoantigenos especificos
en vitiligocomo la enzima tirosinasa (TYR), las proteinas relacionadas con la tirosinasaly 2 (TRP-
1y TRP-2), la proteina gp100 (Pmell17), el factor de transcripcion SOX10y el receptor de la hormona
concentradora de melanina 1, asi como, autoanticuerpos anti-ADN y anti-histona [1,18].
Adicionalmente, se han reportado antigenos de superficie para anticuerpos-de tipo IgG anti-
melanocitos en suero de pacientes con vitiligo; los anticuerpos anti-melanocitos estimulan la
expresion de la ICAM-1 (molécula de adhesién intracelular 1),.la cual esta relacionada con
reacciones inmunoldgicas e inflamatorias, y de la IL-8 (interleucina 8), citocina proinflamatoria [19].
También han sido reportados autoanticuerpos contra la enzima tirosina hidroxilasa (TH), tanto en
pacientes con VNS asi como pacientes con alopecia areata [20]. Se ha logrado identificar en suero
de pacientes con VNS nuevas moléculas que pueden ser reconocidas por los autoanticuerpos, como
la HSP 90 (proteina de shock térmico 90), la proteina Rab38, la proteina osteopontina, el factor de
traduccion 2 y la enzima UCE (enzima conjugadora de ubiquitina) [18]. Por otra parte, se han
identificado los epitopes de la TYR reconocidos por los autoanticuerpos presentes en suero de
pacientes con vitiligo, mediante el uso-de derivados de TYR con deleciones en diferentes secuencias
de aminoécidos (a.a.) e inmunoprecipitacion. Se encontraron 5 secuencias reconocidas, 3 en la
region central de la enzima, cerca del amino terminal que van del aminoacido 240 al 254
(DEAKCDICTDYMGG), del. aminoacido 289 al 294 (CNGTPE) y del aminoacido 295 al 300
(GPLRRN), y dos en la regién cercana al carboxilo terminal que van del aminoacido 435 al 447
(NGDFFISSKDLGYD) . y del aminoacido 461 al 479 (QDYIKSYLEQASRIWSWLL). Ademas,
encontraron coincidencias entre los epitopes de la TYRYy la secuenciade a.a. de las proteinas TPR-
1y TRP-2[21].

Por otro lado, se ha reportado la relacion del gen del antigeno linfocitario citotoxico 4 (CTLA4),
encargado de la codificacion de CTLA4, proteina de regulacion de linfocitos T activos, con la
susceptibilidad a vitiligo en pacientes con otras enfermedades autoinmunes [22]. La pérdida de
melanocitos debido a un desbalance entre las células T reguladoras y las citotoxicas, promovido por
disminucién en la expresion de CTLA4, influye en la capacidad de supresién de los linfocitos CD4+;
adicionalmente, los altos niveles de citocinas como IL-1, IL-18, TNF-q, inducidos por la IL-17a y el
IFN-y, promueven la apoptosis del melanocito porque son inhibidores paracrinos de éstos. Por otro



lado, los linfocitos CD8* melanocitotdxicos liberan granzima B, perforinas e IFN-y para la promover
destruccion del melanocito [14].

Se ha reportado la correlacion de la actividad de los linfocitos CD8* con el progreso e intensidad del
vitiligo, ya que inducen apoptosis en los melanocitos, queratinocitos y dafio en la estructura de la
epidermis. En un modelo de co-cultivo de piel sana, de pacientes con vitiligo, y células T
perilesionales, las cuales fueron estimuladas mediante la presentacion de antigenos de HLA-
A2/Tyrsee-377, gpl00280-288, gp100200-217 ¥ MART-12635, Se corrobord la apoptosis mediada  por
activacion de CD8* melanocitotéxicos. Para cuantificar la activaciéon se observé la expresion de
CD69, para activacion temprana y CD137 para activacion especifica de CD8*. Para la funcion
citolitica se cuantifico la expresion del marcador citotoxico granzima-B y la translocacion en
membrana de CD107a, que indica degranulacion citotéxica. Ademas, se cuantifico la liberacion de
citocinas IL-4, promotor de la respuesta humoral y de citocinas proinflamatorias como IL17, TNF-a e
IFN-y. La activacion de CD8* por la expresion de CD69 y CD137, asi como de granzima-B y CD107a
y la cuantificacion de caspasa 3 activa, se utilizaron como marcador es de apoptosis. Esta apoptosis
fue inducida por el reconocimiento antigénico de los linfocitos CD8* a antigenos de melanocito, pero
no es excluyente la participacion de los autoanticuerpos contra proteinas del melanocito,
frecuentemente presentes en varios pacientes con vitiligo. Estos anticuerpos pueden ayudar a poner
en marcha el reconocimiento de las células T, mediante la presentacion de antigenos en células
especializadas, a través de la ingestion de antigenos mediada por Fc [23].

Los linfocitos T CD8* son los responsables de la muerte del melanocito, han sido activados mediante
el reconocimiento del complejo TCR/MHC-I-péptidos de proteinas del melanocito [3,6,7,23]. Como
ya se menciond, existen diferentes proteinas del melanocito que son reconocidas como antigenos
por el sistemainmune, una de las mas importantes es la TYR, la cual puede ser reconocida tanto
por el linfocito CD8* como por-autoanticuerpos [17,18,23].

2.1.3. Tratamiento del vitiligo

En la Tabla 2 se presentan algunos tratamientos utilizados en vitiligo, el cual esta dirigido a
reestablecer la integridad funcional del melanocito, promoviendo la repigmentacién de las areas
afectadas [8]. La repigmentacion de las lesiones puede ocurrir de diferentes maneras, ya sea por la
migracion de melanocitos funcionales desde los foliculos pilosos, por la induccion de la
melanogénesis en los melanocitos remanentes de las areas afectadas o por la estimulacion de la
mitosis, crecimiento y diferenciacion de nuevos melanocitos [5]. Algunos farmacos
inmunomoduladores han sido utilizados para el tratamiento de vitiligo no segmentado, los mas
utilizados son el tacrolimis y pimecrolimus. El tacrolimis es una opcién que ha demostrado ser
efectiva, aunque en estudios con un nimero de pacientes infantiles, el estudio més extenso incluyo
90 pacientes, por lo cual, es necesario una evaluaciéon con un nimero mayor para comprobar la total
eficacia de este antibiotico del grupo de los macrolidos [24].



Tabla 2. Diferentes tratamientos para el vitiligo [5].

Tratamiento Medicamento o técnicas empleadas
Corticosteroides topicos Clobetasol, triamcinolona e hidrocortisona
Fotoquimioterapia Luz UVAy psoralenos (8-metoxipsoraleno), khelina o
fenilalanina oral
Fototerapia con luz UVB de banda ancha y Catalasa, pseudocatalasa, superdxido dismutasa,
estrecha con antioxidantes vitaminas E y C, &cidos grasos poliinsaturados
Excimer laser Se recomienda combinarlo con inmunomoduladores
tépicos como el tacrolimus
Inmunomoduladores tdpicos Tacrolimus y pimecrolimas
Procedimientos quirdrgicos Injertos celulares de queratinocitos y melanocitos no
cultivados e injerto de piel
Despigmentacién permanente e irreversible Monobenciléter de hidroquinona al 20 %
Cosmético Microtatuajes o cosméticos

La fototerapia y fotoquimioterapia requieren tiempo y disminuyen la productividad laboral del
paciente, los esteroides topicos no son practicos en lesiones de area grande ya que se corre el riesgo
de absorcion sistémica, los inhibidores tépicos de la calciuria son costosos y menos efectivos que
los tratamientos orales [25]. Desafortunadamente, estos tratamientos no son totalmente efectivos y
presentan limitaciones, como el tiempo de tratamiento. en el caso de la fototerapia y
fotoquimioterapia, riesgo de efectos secundarios, para los corticosteroides y altos costos, tal es el

caso del tacrolimuds y pimecrolimds.

2.2.Blancos Moleculares de Interés en Vitiligo.
Como se ha visto, el vitiligo es un trastorno con una etiologia compleja lo cual dificulta encontrar un
tratamiento eficaz. En la busqueda de nuevas moléculas que puedan servir de utilidad para el
tratamiento de este trastorno, es necesario localizar dianas biologicas, también llamados blancos

moleculares, que puedan ser investigadas con este proposito.

2.2.1. Receptor Para el Antigeno de Linfocitos T (TCR)
La destruccién del melanocito es mediada por la accion de los linfocitos T CD8* melanocitotoxicaos,
los cuales reconocen antigenos del melanocito mediante el complejo TCR/MHC-I-epitope [3,6,7,23].
El TCR es una estructura conformada por dos cadenas proteicas, el mas comun es el TCR af3
conformado por una cadena a y una cadena B, se expresa en la mayoria de los linfocitos T
circulantes, en menor medida el TCR puede estar conformado por las cadenas y y ©, dando como
resultados TCR yd, ademas, el TCR se asocia de manera no covalente con proteinas accesorias

(CD3) que permiten intensificar la sefializacion del receptor hacia la célula (Figura 3) [26-28].
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Figura 3. Estructura general del TCR. La region constante del TCR est4 anclado a membrana y la

region variable se posiciona hacia la zona extracelular permitiendo la interaccion y reconocimiento

del antigeno.
Cada cadena se constituye por dos regiones, una regién constante y una region variable; la region
variable es la responsable del reconocimiento de los antigenos y la posterior expansion clonal y
diferenciacion hacia linfocitos de memoria o citotoxicos. La variabilidad de las cadenas se da por
reordenamientos en los genes de la linea germinal (genes lineales) de los segmentos V (variable),
D (diversidad) y J (union), en donde por un proceso llamado.recombinacion V(D)J, la unién de los
diferentes segmentos es totalmente aleatoria [26,29].
Existen diferentes proteinas del melanocito que sereconocen como antigenos por el sistemainmune,
una de las mas importantes es la tirosinasa (TYR) [17], enzima fundamental en la sintesis de
melanina [18,23]; de esta manera, una sola clona de linfocitos seran reactivos a TYR, asi como una
clona diferente sera reactivaa un complejo MHC-epitope diferente. La inhibicién del reconocimiento
TCR-MHC-péptido permitiria disminuir la muerte del melanocito; sin embargo, debido a la gran
variabilidad de TCR y por lo tanto a la alta especificidad en el reconocimiento de un solo antigeno,
el uso de las técnicas computacionales como el acoplamiento molecular y el andlisis farmacoforico,

se veran limitadas dado ala cantidad de informacién relevante disponible.

2.2.2. Inhibicién de la Quimiotaxis
La activacion de los linfocitos T por el reconocimiento del antigeno promueve la migracion hacia los
sitios de infeccién, inflamacién o dafio. Diferentes proteinas participan en la movilidad de las células
del sistemainmune o quimiotaxis. La quimiotaxis esta coordinada principalmente por la accién de
proteinas pequefias llamadas quimiocinas de aproximadamente 8-15 KDa [4,30]. Dependiendo del
tipo celular y los ligandos disponibles migraran las células hacia un sitio especifico. Para la entrada
de ndédulos linfaticos de linfocitos virgenes la participacion de la L-selectina es requerida para su
unién a la adresina de nodo periférico (PNAd) y del receptor a quimiocinas CCR7, cuyo ligando es
CCL19. Los ligandos de E-selectinay P-selectina (ESLy PSL, respectivamente) son requeridos para
la entrada de los linfocitos T a piel inflamada, algunos autores mencionan la dependencia de CCR7

en CD4* para la migracion, aunque otros indican que se depende mas de los receptores CCR10 para
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CD4*y de CXCR3 para CD8*. Se ha reportado en pacientes con vitiligo la sobreexpresion de CXCR3
(C-X-C Chemokine Receptor 3) y CXCR6 (C-X-C Chemokine Receptor 6) y sus respectivas
guimiocinas; CXCL9 (C-X-C Ligand 9, Monokine induced by gamma interferon, MIG), CXCL10 (C-X-
C Ligand 10, Interferon induced protein of 10KDa, IP-10) y CXCL11 (C-X-C Ligand 11, Interferon
inducible T-cell alpha chemoattractant, I-TAC) ligandos de CXCR3 y CXCL16 (C-X-C- Ligand 16,
SPOX), unico ligando de CXCXR6 [31-36]. Los dos receptores anteriormente mencionados son

dianas bioldgicas relevantes para la busqueda de nuevas moléculas en el tratamiento del vitiligo.

2.2.2.1. C-X-C Receptor a Quimiocina 3

El receptor a quimiocinas CXCRS3 pertenece a la familiade receptores CXC, los cuales reconocen a
quimiocinas que presentan en su estructura un acomodo especifico de las primeras dos cisteinas en
la secuencia (C-X-C, donde X es cualquier aminoacido). Es un receptor de tipo GPCR (G-Protein
Coupled Receptor, receptor acoplado a proteinas G) con tres isoformas obtenidas por splicing
alternativo; CXCR3A (342 a.a.) la isoforma mas comun en las células que lo expresan, CXCR3B
(451 a.a.) y CXCR3-alt (267 a.a.). Se ha reportado la expresion selectiva de estas isoformas en
diferentes patologias como cancer, endometriosis y enfermedad de Crohn [37-39]. Los ligandos
naturales de CXCR3 son las quimiocinas CXCL9, 10 y 11 las cuales presentan diferentes afinidades
con el receptor siendo CXCL11 la mas afin seguida de CXC10 y CXCL9. CXCR3 expresa en
linfocitos CD4%1 y CD8*, la expresion de sus ligandos es dependiente de IL-2 e IFN-y [25,40]. La
activacion de CXCR3 promueve la movilizacién de.Ca?* resultando en la quimiotaxis de las células
del sistemainmune [25]. CXCR3A es un receptor acoplado a una proteina G (GP) con subunidad
aio, esta isoforma y sus ligandos se sobreexpresa en vitiligoy otras patologias de naturaleza
inflamatoria y diferentes tipos de cancer [41,42]. Por otro lado, se ha reportado la expresion de
CXCR3B en melanocitos mediando la apoptosis del melanocito por estimulo de CXCL10 liberado
por células linfoides innatas en etapas tempranas de vitiligo esta isoforma se acopla con una Gasy
con la sefalizacion mediada por B-arrestinas [37—39].

Se han propuesto un modelo de dos pasos para la activacion de los receptores a quimiocinas; 1) La
interaccion de la quimiocina con el amino terminal (NH2-T) y 2) la orientacién dirigida hacia a los
loops extracelulares (ECLs) y segmentos transmembranales (TMs) promoviendo cambios
conformacionales en el receptor [43-45]. Complementando estateoria, nosotros proponemos que el
receptor interactia con la quimiocina y se orienta hacia los segmentos transmembranales
promoviendo los cambios conformacionales en el receptor siendo este el paso nimero 1,
posteriormente, los cambios conformacionales promueven el intercambio de GDP por GTP en la

subunidad a de la GP y liberando el complejo By, siendo este el paso numero 2 (Figura4) [4].
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Quimiocina
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Quimiocina

Figura 4. Modelo de activacion en dos pasos de CXCR3. A) Modelo clasico; 1) la quimiocina
interactta con el NH2-T, 2) la quimiocina se orienta hacia los ECLs y TMs provocando cambios
conformacionales que activan al receptar, B) Modelo propuesto; 1) La quimiocina interactla y se
orienta a los ECLs y TMs provocando los cambios conformacionales, 2) los cambios
conformacionales promueven el intercambio de GDP (guanosina-5"-difosfato) a GTP (guanosina-5-
trifosfato) en la subunidad aio permitiendo la separacion del complejo By [4,43-45].

En cuanto a la interaccion quimiocina-receptor se ha propuesto un modelo denominado “de dos
sitios” en donde el receptor reconoce el sitio de unién de la quimiocinalocalizado en después de las
primeras dos cisteinas y posteriormente las interacciones aumentan hacia el dominio amino terminal
(NH2-T) de la quimiocina activando al receptor [46]. Adicionalmente, en un estudio extenso sobre la
interaccion entre CXCL12 y CXCR4 se propone la existencia de un sitio alternativo al modelo de dos
sitios y_confirma la relevancia de las modificaciones postraduccionales (PTMs, sulfatacion en los
residuos. de tirosina) en los receptores de la familia CXC [47].

La estructura tridimensional de CXCR3 no esta resuelta por cristalografia, resonancia magnética
nuclear (RMN) o crio-electromicroscopia electronica (crio-EM); sin embargo, se ha reportado
diversos modelos por homologia, aunque utilizando plantillas con baja identidad de secuencia,
modelos incompletos o sin considerar las modificaciones postraduccionales (PTMs) [48-50]. No
obstante, estudios de mutaciones han permitido identificar residuos relevantes en lainteraccién con

las quimiocinas y la actividad del receptor (Tabla 3).
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Table 3. Residuos relevantes para la interacciéon entre CXCR3y las quimiocinas.

Residuos Observaciones
Residuos 1- . L Lo
16 Relevantes para la interaccion entre el receptor y sus quimiocinas [42]
R216 Fundamental para la quimiotaxis y movilizacion de Cat*2, pero no para la unién de las
quimiocinas [51]
Y27, Y28 La sulfatacion en estos residuos es necesario para la interacciéon con las quimiocinas
[42,47,51]
N197, N212 Esencial para la unién de CXCL10y CXCL11 [51]
D112, D278 Relevante en la interaccién de las tres quimiocinas, pero solo en CXCL10y 11 tiene
influencia en la actividad [51]
D282, E293 Influencia en la actividad de CXCL9 y 10 y en la interaccion de CXCL11 [51]

Los GPCRs de clase A, como lo es CXCRS3, presentan regiones altamente conservadas entre los
integrantes de la familia, como el caso de la secuencia “DRY” la cual contiene'una interaccioniénica
entre el residuo aspartato (D) y arginina (R), comunmente llamada “jaulade arginina” o arginine cage.
Esta interaccion de tipo puente salino se relaciona con el balance entre el estado inactivo-activo de
los GPCRs, se ha propuesto que, cuando la interaccion se pierde el residuo de arginina puede
interactuar con otros TMs y con la subunidad a de la GP estabilizando el estado activo del receptor
[52-58].

En afios recientes se han sintetizado antagonistas a este receptor, obtenidos en su mayoria por
cribado de alta eficiencia (High-Throughput Screening, HTS) y los subsecuentes métodos de
optimizacion [59-68]. Hacia 2020, existian 894 ligandos reportados como antagonistas en la base
de datos publica ZINC [69]. Sin embargo, el estudio de la unién de los ligandos naturales y el
mecanismo de antagonismo es limitado debido a la falta de estructura cristalogréafica [70].

2.2.2.2. C-X-C Receptor a Quimiocina 6

El receptor CXCR6, también conocido como Bonzo y TYMSTR es un GPCRs de clase A, presenta
una secuenciano canénica compuesta por los residuos DRF, anadloga a la secuencia canonica DRY,
relacionada con la adhesion celular [71-73].. Ademas, a diferenciade CXCR3 y CXCR4 la inhibicién
de las modificaciones postraduccionales como la sulfataciony glicosilacion no influye en la actividad
del receptor [35,55].

El Unico ligando natural para CXCR6 es la quimiocina CXCL16 (SR-POX). Es una quimiocina de 254
a.a., la cual junto a CXsCL1 (Fractalkine), presenta una forma soluble (CXCL16s) y una forma
anclada a membrana (CXCL16m) [74,75]. CXCL16 se expresa en células del sistema inmune,
gueratinocitos y células endoteliales [73,76]. Esta quimiocina se conforma de una region citosdlica,
una transmembranal y una regién de tipo quimiocina. La isoforma membranal funciona como un
receptor para lipoproteinas de baja densidad (LDL), fosfatidilcolina y sulfato de dextrano, ayuda a la

fagocitosis de bacterias, y promueve la adhesion celular de células del sistemainmune. CXCL16m
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es escindida por las metaloproteasas ADAM10 y ADAM17 [77-79], obteniéndose la contraparte
soluble, CXCL16s, cuyo principal efecto es la quimiotaxis [74,80].

El eje CXCR6-CXCL16 esta involucrado en diferentes procesos patolégicos, esta sobre expresado
en diferentes tipos de cancer; préstata, mama, ovario, pulmén y schwanomas, en donde promueve
metastasis; también participa en ateroesclerosis, diabetes tipo I, trombocitopenia, vitiligo y otras
enfermedades autoinmunes, donde es responsable de la infiltraciony permanencia de diferentes
células del sistema inmune [33,81-87]. La estructurade CXCR6 y CXCL16 no esta resuelta por
cristalografia, RMN o crio-EM; sin embargo, se han reportado modelos por homologia del receptor
utilizando CXCR4 y CCR5 como plantilla con la intencién de elucidar el mecanismo de activaciéne
interacciones con CXCL16 [55,73]. Por mutaciones dirigidas se han identificado residuos importantes
como lo son D176 y E274 los cuales son fundamentales en la uniéon de CXCL16s'y E274 para la
activacion de quimiotaxis en el receptor, mutaciones en E274 aumentan. la adhesion celular,
indicando que CXCR®6 es capaz de discriminar entre la forma soluble 'y la forma membranal de
CXCL16 [35].No obstante, aln queda mucho por investigar sobre la activacién de CXCR6 por
CXCL16s y CXCL16m. En 2020, se reportaron los primeros antagonistas sintéticos de CXCR6
obtenidos por HTS y procesos de optimizacién del nicleo exo-[3.3.1]-azabiciclononano, con
resultados prometedores de algunas moléculas sintetizadas siendo la mejor la molécula 81 con un
ECs0=402 nM [36].

Recientemente se reporté la cristalografia por crio-EM-del complejo CCR6-CCL20 (PDB: 6WW2Z), lo
gue puede ser un herramienta Gtil para futuros modelados de los complejos receptor -quimiocinas, el
modo de unién de CCL20 con CCR6 se realizo por reensambles de las conformaciones observadas
para los complejos CXCR4/vMIP-11y US28/CX3CL [88].

Los linfocitos CD8* melanocitotdxicos de pacientes con vitiligo presentan una sobreexpresion de
CXCRS3 en comparacion con linfocitos CD8* de pacientes sanos, asi como una mayor expresion de
CXCL10 en piel y suero. En un modelo animal se corrobor6 la participacion de las quimiocinas
CXCL9 y CXCL10, ligandos del receptor a quimiocinas CXCR3. Este eje promueve la migracion de
linfocitos CD8" hacia la epidermis donde se encuentra el melanocito. Por otro lado, la expresion de
CXCR6 y se encuentra elevada en pacientes linfocitos y queratinocitos de pacientes con vitiligo
[25,32,89,90].

El bloqueo de los ejes CXCR3-CXCL10 y CXCR6-CXCL16 por antagonismo del receptor se presenta
como una alternativa interesante para el desarrollo de nuevas moléculas pequefias que puedan
antagonizar estos receptores y, por tanto, disminuir la quimiotaxis y permanencia de linfocitos

melanocitotéxicos en vitiligoy en otros procesos autoinmunolégicos.

2.2.3. Estimulacionde la Melanogénesis
Debido a que el tratamiento para el vitiligo radica en la promocién de la repigmentacion mediante la
estimulacién de melanogénesis, comprender el proceso de sintesis de melanina es relevante en la
terapéutica del trastorno. La melanogénesis es un proceso complejo que involucra diferentes
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proteinas, se lleva a cabo en organelos especificos llamados melanosomas [91]. Se han reportado
alrededor de 125 genes responsables de la sintesis de melanina [92]. Este proceso se realiza en los
melanosomas debido a la alta produccion de ROS, como quinonas y H202, moléculas téxicas para
el melanocito [93]. Los melanosomas son parte importante de la proteccion contra los rayos
ultravioleta debido a que migran por las dendritas del melanocito hacia los queratinocitos, por medio
de unos complejos llamados glébulos del pigmento [91]. Existen dos tipos de melanina, la
eumelanina y la feomelanina, cuya sintesis depende de las enzimas y sustratos presentes en el
melanosoma. La eumelanina, conocida como melanina insoluble, presenta una coloracién marron-
negra, mientras la feomelanina, conocida como melanina soluble, presenta una coloracién rojo-
amarillo, el objetivo primordial de la melanina es proteger a los queratinocitos dela radiacion
ultravioleta (UV) [93-95].

La cadena de reacciones de la sintesis de melanina (Figura5) en primer lugar la tirosina, producida
por la conversiéon de la L-fenilalanina a L-tirosina catalizada por la fenilalanina-hidroxilasa, es
hidroxilada por la tirosinasa (TYR) hacia L-DOPA, posteriormente, la misma TYR oxida la L-DOPA a
DOPA-quinona que, en caso de haber cisteinaen el medio, esta reacciona y se formara cisteinil-
DOPA, después, en una reaccion de oxidacion/polimerizacionse obtendra la feomelanina. A falta de
cisteina en el medio, se forma DOPA-cromo, el cual puede convertirse en 5,6-diindol (DHI) que se
polimerizara para formar DHI-melanina. De igual manera, el DOPA-cromo puede actuar como
sustrato de la TRP-2y se transforma en &cido dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA), donde, TRP-11lo
metaboliza y forma DHICA-melanina, ambas pertenecen a la eumelanina [95,96].

Tirosina o DOPA quinona

|_ DOPA .
OH OH
HO N2 HO

CisteinilDOPA
HOWOH
HO NH,
Cisteina S
/E?o Oxidacion/Polimerizacion
DOPA quinona HaN OH

\ DOPAcromo -~ OﬁHOH
Falta de cisteina HO

HO
m ————— > DHI-melanina
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Figura 5. Cadena de reacciones de la melanogénesis.
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Figura 6. Regulacion intrinseca de la melanogénesis.

La melanogénesis esta controlada por varios factores intrinsecos y extrinsecos. En la regulacion
intrinseca es un proceso complejo donde. participan diversas moléculas y vias de sefalizacién
(Figura 6). Puede iniciar debido al estimulo de los queratinocitos contra la radiacion UV, la cual
desencadena la secrecion de factores que activan al melanocito [91]. Se conocen diferentes vias en
la produccion de melanina, como el estimulo receptor a melanocortina 1 (MC1-R) por la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y la hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH), ambos son
péptidos derivados de la-propiomelanocortina (POMC) los cuales son producidos por melanocitos y
gueratinocitos. De igual manera, moléculas como la endotelina-1 (ET-1), el factor de células madre
(SCF), algunos mediadores de la inflamacién como prostaglandinas y leucotrienos, las neutrofinas o
factor neutréfico (NTs), el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), el cual es secretado
por los fibroblastos y el 6xido nitrico (NO) entre otros [91,93,97,98]. Cuando MC1-R es activado, se
produce un.incremento intracelular de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina), lo que activa a la
PKA, que fosforila factores de transcripcion como CREB, y promueve la produccion del factor de
transcripcion asociado a microftalmia (MITF) y enzimas melanogénicas [99]. Por otra parte, la
activacion de los receptores adrenérgicos por agonistas como norepinefrina y estrégenos,
promueven la expresion de enzimas melanogénicas y por tanto la melanogénesis, mediante la
produccion de inositol trifosfato y diacilglicerol (1Ps/DAG) que activan a la PKC-B, la cual fosforila a
la TYR, en la membrana del melanosoma [100]. Cuando hay altos niveles de a-MSH, se promueve
la produccién de eumelanina; por el contrario, cuando los niveles de a-MSH son bajos, se promueve

la produccion de feomelanina [95]. El éxido nitrico puede activar la melanogénesis promoviendo la
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acciénde la enzima guanilato ciclasa (GC), obteniendo GMPc (monofosfato ciclico de guanina), que
promueve la fosforilacion de algunos factores de transcripciony se aumenta la sintesis de enzimas
melanogénicas [91]. La activacion de la via metabdlica por el complejo C-kit/SCF promueve la
actividad de la via de las MAPK (MAP cinasas) que activara MITF, promoviendo la sintesis de
enzimas melanogénicas [98].

Adicionalmente, los gueratinocitos tienen gran influencia sobre los melanocitos, ya que pueden
secretar diversos factores como Foxn-1, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de
crecimiento nervioso (NGF). Estos factores, activan diferentes vias de sefializacion que regulan la
pigmentacion; adicionalmente, se ha propuesto la produccién en queratinocitos de
endocannabinoides a causa de la radiacién UV y, por medio de sefializacion paracrinadel receptor
a cannabinoides tipo 1, se regula negativamente la sintesis de melanina [95,98,101].

La regulacion extrinsecade la melanogénesis esta controlada por la exposicion.a los rayos UV, los
cuales aumentan la proliferacién y/o reclutamiento de los melanocitos, el nimero de dendritas y la
transferencia de los melanosomas. Es importante mantener la protecciéon dada por la melanina ya
que la UV de tipo B (280-320 nm) es absorbida directamente por el DNA, lo que conduce a una
formacion de fotoproductos, como los dimeros de timina y pirimidina. La proteina de supresion
tumoral p53 juega un papel importante en el dafio al DNA producido por la radiacién UV. P53 induce
la expresion y liberacién de POMC y HNF-1a (Factornuclear de hepatocitos 1a) en queratinocitos,
esto da como resultado la produccion de eumelanina que confiere mejor fotoproteccién que la
feomelanina. La p53 promueve en el melanocito, la produccion de a-MSH e induce el aumento de
Bcl-2, ademas participa en la reparacion del DNA para evitar el dafio causado por la radiacion UV
[95].

2.2.4. Tirosinasa

La tirosinasa es una glicoproteina enzimatica, oxidasa dependiente de Cu?*, localizada en la
membrana del melanosoma cuyo sustrato es la tirosina y cataliza la conversién de L-tirosinaen L-
DOPA iniciando la.cascada de reacciones involucradas en la melanogénesis. Posee tres dominios,
un dominio melanosomal, uno transmembranal y uno citoplasmatico [92]. El dominio citoplasmatico,
facilita el trasporte de la enzima desde el ndcleo hasta el melanosoma, el dominio melanosomal
contiene la region catalitica, los cuales estan compuestos por residuos de histidina dependientes de
cobre [95]. Si el cobre es oxidado la enzima se inactiva; sinembargo, donadores de electrones como
la L-DOPA, 6xido nitrico (NO), acido ascorbicoy anion superdxido pueden reactivar a la TYR [14].
Es importante para la funcion de la TYR, la fosforilacién de sus residuos de serina en su dominio
citoplasmatico por la PKC- [102]. La TYR también puede ser indirectamente activada por la tirosina
hidroxilasay por lafenilalanina hidroxilasa, ya que esta Ultima cataliza la conversion de L-fenilalanina
a L-tirosina [91].

TYR pertenece a la familia de enzimas dependientes de cobre tipo 3, contiene un sitio catalitico
compuesto por seis residuos de histidina coordinados con dos 4tomos de Cu?'. La TYR puede
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encontrarse en diferentes estados de oxidacién durante el proceso de catdlisis, en la forma nativa
(met) puede encontrarse a los Cu?* en coordinacion con iones HO-, esta forma luego se somete a
oxidacion para obtener un estado desoxi-inactivo donde la valencia de los Cu?* pasa a ser Cut* y
estan en coordinacién con moléculas de agua. Para ser activada, el estado desoxi necesita que los
cobres se coordinen con una molécula de oxigeno lo que promueve el cambio a un estado oxi-activo,
donde los Cu* ahora son Cu?*, esta forma es capaz de unir y oxidar monofenoles y catecoles. La
TYR es inactivada generalmente por moléculas que reconocen el estado met de la enzima, por
ejemplo, los iones halogenuro. Podemos entonces reconocer, al menos, dos estados de la enzima,
el estado inactivo donde los cobres estan en complejo con H20 y el estado activo donde los-iones
de cobre estan en complejo con O.. La estructurade la TYR no esta resuelta por cristalografia, RMN
o crio-EM; sin embargo, se han reportado algunos modelos por homologia sobre todo para estudiar
la reaccién de oxidacion que realiza esta enzima [103]. Al ser una enzima clave en la melanogénesis
la TYR es un potencial blanco farmacéutico para la terapéutica del vitiligo, mediante la activacion y
posterior promocién de sintesis de melanina. En 2011 se reportd una serie de compuestos derivados
de chalconas que presentaron un efecto activador en la tirosinasade platano con el objetivo de inhibir
la actividad de las enzimas polifenol oxidasas; sin embargo, de manera fortuita, se obtuvo una serie
de compuestos que fueron activadores de la enzima tirosinasa. Posteriormente, los autores
exploraron la capacidad de las chalconas para activar tirosinasa como un posible tratamiento de
vitiligo, sintetizando chalconas con anillos de isoxazol-0 derivados de furanocumarinas [104-106],
por otro lado, se evalué la capacidad de las auronas (flavonoides) en la activacion de la tirosinasa
para la produccion de melanina [107]. Estos reportes permiten considerar la estimulacion de la
tirosinasa como una via para el tratamiento del vitiligo promoviendo la repigmentacién de las

lesiones.

2.3.Disefio de Farmacos Asistido por Computadora

El uso de técnicas computacionales provee un marco de referencia para el disefio de moléculas con
actividad biolégica, donde tres factores deben ser tomados en cuenta: el primero es la seleccionde
descriptores los cuales son propiedades de las moléculas y existen mas de 5000 descriptores; el
segundo es el score el cual funciona para poder comparar diferentes moléculas y conformaciones
estructurales;y, por ultimo, el uso de algoritmos que permitan diferenciar un compuesto con posible
actividad de uno que pudiera no ser activo [108]. Una de las técnicas mas utilizadas en el disefio de
farmacos es el acoplamiento molecular o docking, el cual es un modelo de interaccion entre dos
partes optimizadas y con una orientacion variable, pero con geometriainterna fija, lo que se conoce
como docking rigido. Con el aumento de los recursos computacionales, se han logrado realizar
modelos de interaccion con cambios en las geometrias internas de las partes que interactdan, a este
tipo de modelo se le conoce como docking semiflexible o flexible (Induced-Fit Docking). Ademas, el
modelado de estructuras cuaternarias que interactlan entre si, como lo son las interacciones
proteina-proteina y proteina-acido nucleico [109].
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Es importante tener en consideracién que las macromoléculas tienen la capacidad de ser mas
flexibles y dindmicas en su estado natural, ya que pueden sufrir cambios debidos a temperatura, pH,
cargas, fosforilaciones, ademas de los cambios producidos por la interaccion con agonistas y
antagonistas, activadores e inhibidores. Técnicas computacionales como la dinamica molecular
permite entender los tipos de interacciones, tipos de uniones y pequefios cambios que sufre la

estructura de la macromolécula y que es fundamental para el disefio de farmacos [110].

2.3.1. Modelado de Proteinas por Homologia

Para realizar el acoplamiento molecular es necesario tener la conformacion tridimensional de las
partes de interacciony en algunas ocasiones se pueden encontrar cristalografias en bases de datos
como el Protein Data Bank (PDB). Sin embargo, cuando no se tiene la conformacion tridimensional
de la estructura a investigar, es necesario construirla, es aqui donde el modelado por homologia
sirve como herramienta para este problema [110].

El modelado de proteinas puede realizarse de varias formas, una de ellas es por modelado
comparativo. Este compara la secuencia de aminoacidos con secuencias de aminoacidos de
proteinas previamente conocidas. El método se basa en que secuencias parecidas presentan
conformaciones tridimensionales similares. La precisiénde los modelos depende exclusivamente de
la similitud de las secuencias de aminoacidos, cuando el templado (también conocido como molde o
plantilla) presenta una similitud de 50 % o mas en sus secuencias, por lo general son considerados
de alta precisién y se ha demostrado estar a la par.de cristalografias de baja resolucion. Cuando la
secuencia presenta del 30-50 % de homologia, se espera que el modelado mantenga en 80 % de
sus carbonos dentro de un rango de 3.5 A de su posicion real. Si la homologia entre secuencias es
menor al 30%, generalmente se presentan errores significativos en los modelos. En general, el
modelado de homologia consiste en la seleccién de una o mas plantillas a partir de una base de
datos, su alineamiento conla secuenciadiana, y el refinamiento de lageometria de la cadena lateral.
Existen algoritmos bien establecidos e implementaciones para el primer paso, la identificacién de la
plantilla, el mas utilizado es BLAST y para el refinamiento se utiliza PSI-BLAST, estos sirven como

puntos de referenciaa cualquier nuevo enfoque de modelado de proteinas [111].

2.3.2." Modelado de Interacciones Proteina-Proteina
Las interacciones proteina-proteina (IPP) juegan un papel importante en los procesos biolégicos. El
acoplamiento molecular es utilizado para estudiar este tipo de interacciones de ligandos “grandes”,
en comparacion con las interacciones de ligando “pequefio”, debido a los altos costos
computacionales que representa realizar este tipo de acoplamiento. Sin embargo, en afios recientes
se ha dado mucha importancia a las interacciones proteina-proteina en la manifestacién de procesos
patologicos, por lo que esta herramienta puede ayudar a explicar o predecir los procesos que ocurren
en las enfermedades. La construccién de redes de IPP, puede ser utilizada en el disefio de farmacos

para predecir las dianas moleculares a las cuales un ligando pueda unirse, asi como sus reacciones
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adversas potenciales con respecto a los medicamentos relacionados. También pueden ayudar a
identificar qué proteinas se verian afectados por un ligando disefiado para interrumpir una interfaz
en particular, debido a que ponen de manifiesto los dominios que estanimplicados en las IPPs. Estas
redes IPP pueden ser explotadas para el reposicionamiento de farmacos, teniendo en cuenta el uso
de medicamentos aprobados conocidos o la reconsideracion de las fallas en etapa tardia de

evaluacion [109].

2.3.3. Acoplamiento Molecular (Docking)

El método de docking es definido como la prediccién del modo de union y la energia de unién de un
ligando (generalmente molécula pequefia) con una diana (receptor, enzima, proteina, entre otros).
Existen diferentes programas especializados en realizar dockings, pero todos estos consisten en dos
componentes principales; 1) el algoritmo de bdsqueda y 2) la funcién de score; el algoritmo de
busqueda genera suficientes conformaciones de union y la funcién de score clasifica estas
conformaciones, generalmente basado en las energias de union calculadas [112]. Esta técnica es
utilizada para predecir la conformacion de unién de ligando con las dianas de estudioy los resultados
pueden ser utilizados para disefio de nuevas moléculas u otras técnicas como relaciones estructura-
actividad cuantitativa (QSAR). Los métodos de docking requieren la estructuratridimensional de los
ligandos y las dianas, las cuales se pueden obtener por cristalografias, RMN, crio-EM y modelos por
homologia. Ademas, el docking puede ser utilizado, no solo para predecir la conformacién de union,
sinotambién para la prediccion del sitio de unién de.un ligando en una diana, conocido como docking
ciego, utilizado cuando se desconoce el sitiode union [113,114].

Existen 3 principales tipos de funciones de score; las aproximaciones basadas en capos de fuerza
(force-field-based approaches), las cuales intentan modelar los diferentes tipos de interacciones
involucrados en la union ligando-proteina usando parametros y funciones fisicas derivadas de datos
experimentales y/o simulaciones cuanticas, las aproximaciones empiricas, en los que se utilizan
métodos de regresion o aprendizaje automatico (machine learning) para asociar la prediccion
deseada, normalmente la afinidad de unién de los complejos, con caracteristicas generales de esos
complejos, como el nimero de puentes de hidrogeno, y por Ultimo, los potenciales estadisticos en
los que se asignan términos energéticos a caracteristicas estructurales de las interacciones ligando-
proteina en-funcion de la frecuencia con la que esas caracteristicas ocurren en un conjunto de
entrenamiento de complejos ligando-proteina. Por otro lado, las funciones de blusqueda involucran
cambios en la orientacion y conformacion del ligando y, en mayor o menor medida, de la proteina.
El enfoque mas simple de las funciones de blusqueda es el acoplamiento rigido, donde el software
explora los seis grados de libertad de traslacion y rotacién y filtra aquellos con pobre
complementariedad antes de la clasificacion final. Es posible considerar la flexibilidad del ligando por
el software mediante el precalculo de posibles conformaciones y acoplando de manera rigida cada
conformacion en la proteina de interés. Otros enfoques son aquellos en donde las posibles
conformaciones se buscan sobre la marcha (on-the-fly) o también conocidos como método de anclaje
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y crecimiento o ensamblaje (anchor-and-grow method), en donde el ligando es posicionado en la
proteina por medio de una regién rigida y desde ese enfoque empieza la busqueda de
conformaciones descartando aquellas que “choquen” con la proteina. De manera similar, existen
métodos de fragmentacién en donde los fragmentos rigidos del ligando se posicionan en el receptor
y el software empieza la reconstruccion de posibles conformaciones [113].

Otro enfoque de la funcion de busqueda es el método de acoplamiento jerarquico donde las
conformaciones de baja energia se calculan previamente y se alinean de tal forma que la mayoria
de los atomos estén posicionados de manera idéntica, cada conjunto de conformaciones
pregeneradas se organizan basandose en la similitud de las conformaciones (clUsteres),
posteriormente para cada posible traslacion y rotacion del ligando el software filtra las
conformaciones que no son posibles debido al factor estérico, este método es confiable ya que
elimina aquellas conformaciones no favorables. También, existen métodos que mezclan métodos de
ensamblaje y procesos de minimizacion utilizando métodos de tipo Monte Carlo o minimizaciones de
gradiente descendente para simular los cambios conformacionales del ligando cuando se une a la
proteina [113]. Por Gltimo, los métodos que exploran el espacio conformacional de los residuos clave
en la proteina, utilizando métodos similares a los anteriormente sefialados, por ejemplo, Autodock4
puede ajustar los enlaces rotables de los residuos y del ligando para simular los cambios

conformacionales durante la unién [113,115].

2.3.4. Simulaciones de Dinamica Molecular

Las simulaciones de dinamica molecular son una herramienta Util para el estudio de la vibracion,
torsién y comportamiento de los enlaces, interacciones no enlazantes (electrostaticasy fuerzas de
van der Waals), lo que permite observar la evoluciéon de un sistema bajo condiciones constantes de
presion, temperatura, volumen y [116,117]. La dinamica molecular (MD) es parte fundamental del
estudio de las proteinas cristalizadas, ya que permiten simular el comportamiento de una proteina
en un sistemasimilar al nativo (membrana lipidica o citosol). Enlas simulaciones clasicas de MD los
atomos son representados como particulas cuyo movimiento puede obtenerse resolviendo las
ecuaciones de movimiento de Newton. Los modelos mateméticos utilizados para describir las
interacciones entre las particulas son llamados campos de fuerza (force field) e incluyen calculos
gue describen la vibracion, torsion y comportamiento de enlaces. La MD también es utilizada para
entender el comportamiento de un sistema en su funcidn bioldgica, asi como, relajar y estudiar
modelos por homologia, complejos ligando-proteina, calcular una aproximacion mas real de la
energia de union de un ligando con una proteina (umbrella sampling), estabilidad de proteinas y
complejos proteina-acidos nucleicos [117-120]. Estas técnicas son ampliamente utilizadas para el
desarrollo de nuevas moléculas con posible actividad biologica, ya que permiten disminuir costos y
tiempo de produccién, sinembargo, no se descarta la posibilidad de fracaso pues al final de cuentas
son aproximaciones obtenidas mediante calculos, la comprobacién experimental siempre debe
acompaiiar a los métodos computacionales (la rata siempre tiene la razoén).
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3. Justificacion

El vitiligo es un trastorno hipopigmentario de la piel, caracterizado por la apariciéon de maculas
blancas desprovistas de melanocitos. Afecta alrededor del 0.5 al 2 % de la poblacién mundial. La
mayor incidencia de este desorden se presenta en la India, seguido de Japon y México. El melanocito
es la célula afectada en este desorden; es una célula dendritica responsable de la sintesis de
melanina mediante el proceso de melanogénesis. La etiologia del vitiligo aliin no esté definida en su
totalidad. Sin embargo, se ha reportado la participacion del sistema inmune en el desarrollo y
progresion del vitiligo. Infiltrados de linfocitos han sido identificados mediante inmunohistoquimica en
piel lesional de pacientes con vitiligo no segmentado. Los linfocitos CD8* son los responsables de la
muerte del melanocito promoviendo apoptosis, debido al reconocimiento, por parte del receptor para
el antigeno (TCR), de antigenos presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad | (MCH-
I). Diversas proteinas del melanocito pueden ser reconocidas como antigenos por el sistema inmune
como la proteina gpl100, MART-1 Yy la tirosinasa. Esta interaccion TCR-epitope/MCH-I permite al
linfocito CD8* identificar a los melanocitos y provocar su muerte. Actualmente el tratamiento
disponible esta dirigido a promover la repigmentacion de. las-lesiones y algunos al tratar el
componente autoinmune; sin embargo, los tratamientos actuales no presentan resultados
satisfactorios y presentan dificultades: la fototerapia y fotoquimioterapia son efectivas para la
repigmentacién, pero no tienen influencia en el control de la actividad del sistemainmune y requieren
tiempo, lo cual disminuye la productividad de la persona; mientras que los esteroides topicos no son
efectivos en lesiones extensas y los inmunomoduladores tépicos son costosos.

Los ejes de sefializacion CXCR3-CXCR10 y CXCR6-CXCL16 son importantes en la patogénesis y
progresion de la enfermedad. Se han-reportado en modelos animales que las quimiocinas CXCL9 y
CXCL10 participan en la quimiotaxis de los linfocitos CD8*; ademas, existe una sobreexpresion de
CXCR3 en linfocitos perilesionales de pacientes con vitiligo comparados con pacientes sanos. Se
reportd que CXCL10 participaen la migracion y capacidad efectora de los linfocitos CD8*, en un
modelo animal donde inhibieron la expresién de CXCL9 y CXCL10. Los resultados indicaron que al
no expresar CXCL9 o neutralizarlo mediante anticuerpos monoclonales, los linfocitos migraban hacia
la epidermis y ejercian su efecto apopt6tico; en contraste, cuando se inhibia o neutralizaba CXCL10,
los linfocitos migran hacia la epidermis sin ejercer su efecto apoptético, indicando que CXCL9 y
CXCL10 son quimiocinas importantes para el reclutamiento de linfocitos CD8* en la epidermis, pero
solo CXCL10 es fundamental para la capacidad efectora. De manera similar, CXCL16 es liberada
por queratinocitos del microambiente lesional estimulados por la respuesta a proteinas mal plegadas
del melanocito (derivada de un desbalance en las especies reactivas de oxigeno), promoviendo la
migracion de linfocitos CD8*. En ese sentido, hay estudios donde se ha reportado un incremento en
la concentracion de CXCL16 en piel lesional de pacientes con vitiligo comparados con pacientes
sanos. Por otra parte, un blanco también importante es la tirosinasa, enzima responsable de iniciar

la cadena de reacciones para la sintesis de melanina; en afios recientes se ha reportado la sintesis
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de moléculas capaces de activar estaenzima, entre éstas, derivados de chalconas que estimulaban
la actividad de la tirosinasa.

Debido a la naturaleza multifactorial del vitiligo, la terapéutica actual es insuficiente para tener un
remedio eficaz debido a que se aborda so6lo un factor determinante en este padecimiento,
provocando que la terapéutica sea polifarmacolégica por tiempo prolongado, incrementando los
costos y disminuyendo la disposicién del paciente a seguir el tratamiento. Una forma de mejorar
estos tratamientos es intervenir en varios procesos biolégicos que sean relevantes en la
manifestacion de la enfermedad, utilizando farmacos multidiana. En ese sentido, el disefio y sintesis
de moléculas antagonistas de los receptores CXCR3, CXCR6 y de moléculas que activen de manera
alostérica la tirosinasa, utilizando técnicas computacionales como modelado porhomologia,
acoplamiento y dinamica molecular, pueden contribuir en el tratamiento eficaz del vitiligo inhibiendo
la migracion de CD8* hacia la epidermis, disminuyendo la muerte del melanacito, y estimulando la

melanogénesis para promover una repigmentacion.
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4, Hipotesis
Los modelos computacionales de los receptores CXCR3 y CXCR6 y de la enzima tirosinasa,
construidos por modelado por homologia usando como referencia estructuras de un porcentaje de
identidad de secuenciamayor al 35% y simulados en diferentes condiciones por dinAmica molecular,
presentaran cambios conformacionales relacionados con el proceso de activacion de estas proteinas

gue se relacionaran con el movimiento de aminoécidos especificos.

5. Objetivo general
Estudiar el comportamiento de CXCR3 y CXCR6 en complejo con sus respectivas quimiocinas'y de
la enzima TYR con activadores alostéricos mediante técnicas computacionales para identificar
residuos claves que permitan el disefio de moléculas con potencial antagonista de los receptores
CXCR3, CXCR6 y activadores alostéricos de la TYR.

5.1.Objetivos particulares

5.1.1. Estudio computacional de la interaccién de CXCR3 y CXCR6 con sus quimiocinas, y de
TYR con activadores e inhibidores alostéricos

o Construir, usando modelado por homologia, la estructura de las proteinas CXCRS,
CXCR6Yy TYR.

o Estudiar la activacién de los receptores CXCR3 y CXCR6 por estimulo de sus
respectivas quimiocinas utilizando acoplamiento molecular y simulaciones de
dinamica molecular.

o Estudiar los sitios de unién e interacciones de activadores alostéricos con TYR

5.1.2. Construccion de modelos generales de interacciones proteina-ligando
o Proponer-un modelo general de interacciones proteina-ligando de los antagonistas
de CXCR3 y CXCR6.
o Proponer un modelo general de interacciones proteina-ligando de los activadores

alostéricos de TYR.
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6. Metodologia
A continuacién, se describen los procedimientos generales utilizados en este trabajo, para
posteriormente describir la aplicacién de estas metodologias para cada uno de los sistemas
estudiados.

6.1.Estructuras de las Proteinas y Modelado por Homologia
Todas las secuencias de aminoacidos para los modelos por homologia fueron obtenidas de la base
de datos UniProt [75]. El modelado de las proteinas se realiza mediante los programas
computacionales de licencia abierta I-TASSER [121-123]. En el casode las estructuras de CXCL10,
CXCL11 y las subunidades By de la GP fueron obtenidas de la base de datos PDB.

6.2.Modelo por Homologia de CXCR3, CXCR6, CXCL9, CXCL16s, GP a;py TYR

Para obtener los modelos por homologia, las secuencias de aminoacidos obtenidas de UniProt de
CXCR3 (P49682), CXCR6 (0005774), CXCL9 (Q07325), CXCL16s, region quimiocina 32-107 a.a.
(Q9H2A7), GP ain (P04899) y TYR (P14679) fueron cargadas en el servidor web |-TASSER,
utilizando el médulo general para el caso de las quimiocinas, GP aio y TYR, y el médulo GPCR-I-
TASSER para los receptores [121-124]. Una vez obtenidos los modelos por homologia se evalué la
calidad del modelo en el servidor web Molprobity [125]. En el caso particular de TYR se modelaron
las tres regiones de la enzima por separado y posteriormente se unieron manualmente para la
construccion del modelo final. Las estructuras de CXCL10, CXCL11 y las subunidades By de la GP
fueron obtenidas de la base de datos PDB con cédigo PDB 1LV9 [126], 1RJT [43] y 6G79 [127],
respectivamente. Para la construccionde los modelos por homologia de CXCR3, CXCR6, CXCL9,
CXCL16s vy la region melanosomal de' TYR se realizd un alineamiento de secuencia usando el
servidor BLAST para encontrar la secuencia con el mejor porcentaje de identidad, siendo CCR5 para
el caso de CXCR3 y CXCR6, CXCL12 para CXCL9, CCL20 para CXCL16s y TRP-2 para tirosinasa
[128,129].

6.3. Simulaciones de Dinamica Molecular All-Atomy Coarse-Grained

En las simulaciones de dinamica molecular all-atom (AA-MD) representan todos los atomos de las
proteinas en el sistema, es decir, cada 4tomo de cada residuo es considerado una esfera,
aplicandose a todos los residuos de las proteinas de estudio. Por el contrario, las simulaciones de
dindmica molecular coarse-grained (CG-MD) consideran a cada residuo de la proteina como una
esfera, aplicandose a todos los residuos de las proteinas de estudio, haciendo el célculo més rapido,
pero perdiendo informacion sobre el comportamiento de detalles estructurales finos.

Los sistemas para las AA-MD fueron construidos en el servidor web CHARMM-GUI, adicionando las
PTMs y puentes disulfuro de las proteinas de estudio [130,131]. Este servidor web es (til para facilitar
la construccién de sistemas de dinamica molecular; sin embargo, no tiene parametrizados todas las
PTMs o todos los metales que pueden estar presentes en una proteina. En el caso de las
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sulfataciones de CXCR3, CHARMM-GUI los parametros no estén disponibles en el servidor, por lo
gue se decidié utilizar fosforilaciones para generar un ambiente electrostatico similar [4]. Para el caso
de la TYR, el servidor no cuenta con los parametros del Cu?*, por lo que se decidio utilizar &tomos
de Zn?* ya que presentan un radio atomico similary TRP-2, una enzima dependiente de zinc que
presenta un alto porcentaje de identidad de secuencia y que sirvid para la construccion del modelo
por homologia de la estructurade TYR.

Las simulaciones MD de los receptores, las quimiocinas y TYR-Zn?* fueron realizadas en Gromacs
2018.7 [132,133], utilizando un ensamble isotérmico-isobarico (NPT) a 1 atm de presién y 310.15 K
empleando un acoplamiento de temperatura y cambios de escala de velocidad en un término
estocastico [134] y un bardstato de tipo Parrinello-Rahman [135]. Los sistemas fueron'sometidos a
5000 pasos de minimizacién de manera descendiente seguido de 6 pasos de equilibrio reduciendo
constantes de fuerza en un esquema sugerido por el servidor CHARMM-GUI, previo a las
simulaciones de produccién. Para las moléculas de agua se utilizé un modelo de tres puntos (TIP3),
para las membranas lipidicas se utilizd fosfatidilcolina (POPC) y se adicionaron los iones
correspondientes utilizando NaCl a 0.15 M. Los médulos “distance”, “RMSD”, “RMSF” y “cluster” de
Gromacs 2018.7 se utilizaron para obtener los datos de andlisis en las dinamicas, mientras que para
las conformaciones mas relevantes se utilizo el algoritmo “gromos” [136]. Para CXCL9 y CXCL16s
se utiliz6 el mddulo “Solution Builder” de CHARMM-GUI. En todos los sistemas se utilizd el campo
de fuerza CHARMMS36.

Las simulaciones AA-MD TYR-Cu?* se realiz6 en el médulo Desmond de Schrédinger Maestro
[137,138]. El sistemase construyé en el moédulo “System Setup” utilizando el campo de fuerza OPLS,
adicionando una membrana de POPC, NaCl (0.15 M), un modelo de agua polarizable de tres puntos
(TIP3), en un ensamble NPT a 310.15 Ky 1.01325 bar de presion. Una vez obtenido el sistema, el
protocolo de relajacion consistié en incrementar la temperatura y disminuir las restricciones de
movimiento utilizando un baréstato Berendsen y un termostato Lagenvin. El paso de produccion
utilizé los algoritmos de Nose-Hoover como termostato y de Martyna-Tobias-Klein como bardstato.
El cluster mas representativo se obtuvo en el médulo de Desmond “Trajectory Clustering” y el analisis
de las trayectorias en el médulo “Simulations Interactions Diagram” en Schrodinger Maestro [139].
Para el casode las CG-MD, los sistemas se construyeron en el modulo “Martini Maker” de CHARMM-
GUI [140], utilizando el campo de fuerza Martini2.2p en un ensamble NPT a 1 atm de presion y
310.15 K, de temperatura, se adicioné una membrana de POPC, fue usado 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 los pasos de equilibrio y minimizacion recomendados por el

servidor, similares a los necesarios en las AA-MD, previo al paso de produccion.
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6.4. Activacion de los receptores CXCR3 y CXCRE6, y de la activacion alostéricade la
enzimaTYR.

6.4.1. Activacionde CXCR3

6.4.1.1. Relajacion de los Modelos por Homologia
Para el receptor CXCRS3 se realizé una simulacién AA-MD de 50 ns y para CXCL9 una simulacion
AA-MD de 5 ns.

6.4.1.2. Construcciony relajacion del Complejo CXCR3-GP

Una vez relajados los modelos por homologia, se adiciond la proteina Gino, primero-se realiz6 un
alineamiento del clusterl de CXCR3 con lacristalografia del receptor SHT1A (PDB: 6G79), el modelo
de la subunidad aio fue alineado con la cristalografia de la subunidad aip (PDB: 6G79),
posteriormente se eliminaron las cadenas del receptor 5SHT1A y de la subunidad aioy se unieron las
estructuras para formar el complejo CXCR3-GP. El complejo se prepar6-en CHARMM-GUI bajo las
condiciones mencionadas en laseccion 6.3 y se realizé una simulacion AA-MD de 100 ns para relajar
el sistema.

6.4.1.3. Construccionde los Complejos CXCR3/Quimiacinas
Para construir los complejos CXCR3 con sus respectivas quimiocinas, se realizé un acoplamiento
molecular proteina-proteina en el servidor web ClusPro [141,142], se utiliz6 la conformacion
representativa del clister mas numeroso (C1) de la dindmica de 100 ns del complejo CXCR3-GP, el
C1 de CXCL9 AA-MD y las estructuras presentes en los PDBs de CXCL10 y CXCL11. En el servidor
ClusPro se consideré como restriccion la proximidad a los primeros 16 a.a., asi como, Y27 y Y29
para CXCRS3 (ver Tabla 3) y para las quimiocinas no se definié ninguna restriccion [143]. Obtenidos
los complejos CXCR3-GP-quimiocinas, se realizé una simulaciéon CG-MD de 1 ys para cada
complejo. Por Ultimo, se realizdé una simulacion AA-MD de 250 ns para el clusterl de la dinamica
CG-MD de CXCR3-GP-CXCL10, adicionando GTP y Mg?* en la subunidad aio de la GP. Se
obtuvieron las estructuras del complejo a cada 100 ns de simulacion CG-MD para los analisis de
rotacién de angulos e interacciones entre segmentos transmembranales de cada complejo. Estas
estructuras fueron convertidos a una topologia all-atom en el mddulo “All-Atom Converter” de “Martini

Maker”en CHARMM-GUI utilizando la estructurainicial (FO) como control.

6.4.1.4. Modelo general de interacciones proteina-ligando para CXCR3
Las estructuras tridimensionales de los 894 ligandos reportados como antagonistas de CXCR3 [59-
68] fueron obtenidas de la base de datos publica ZINC [69], con un valor de pKi dentro del rango de
5 a 9.7. Un grid de 40 x 32 x 40 puntos con un espaciado de 0.375 A, centrado en los residuos
relevantes para la activacion del receptor, fue calculado con AutoGrid 4.2.6 [115]. Posteriormente,
se realiz6 un acoplamiento molecular con AutoDock 4.2.6 optimizado para GPU, usando un total de
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25 corridas y 25,000,000 evaluaciones, con un algoritmo genético Lamarckiano y el método Solis-
Wets de blusqueda local [144] utilizando la conformacion la estructura inicial (FO) del complejo
CXCR3-CXCL10 obtenido de la simulacion CG-MD. El programa Pharmer (2015, Pittsburg, PA, USA)
[145] fue usado para identificar los elementos farmacoféricos de los ligandos acoplados en la
conformacion de unién mas frecuente, obtenido del agrupamiento (clustering) de los resultados del
acoplamiento de cada ligando utilizando un RMSD (root-mean standard deviation) limite (cut-off) de
2 A en los complejos proteina-ligando: aceptores de puentes de hidrogeno (HAc), donadores de
puentes de hidrégeno (HDn), anillos arométicos (Arm), grupos hidrofébicos (Hph), grupos.con carga
positiva (PIn) y grupos con carga negativa (NIn) en las conformaciones tridimensionales de los
ligandos acoplados. Estas caracteristicas fueron agrupadas de acuerdo a su naturaleza, posiciony
tamafio utilizando un método de estadistico de particion alrededor de medoides (partition-around-
medoids, PAM) [146], implementado den el paquete de clister [147], disponible en el programa
estadisticoR (3.5.2, Vienna, Austria) [148].

6.4.2. Activaciénde CXCR6

6.4.2.1. Relajacion de los Modelos por Homologia
Para el caso de CXCR®6, el NH2-T fue reorientado de manera manual ya que estaba orientado hacia
los ECLs y TMs, y la nueva estructura se sometié a los procesos de minimizacion y equilibrio
mencionados en la seccién 6.3. El modelo por homologia de CXCL16s se sometié a una simulacién
AA-MD de 5 ns bajo los pardmetros mencionados en la seccién 6.3

6.4.2.2. Construccion del Complejo CXCR6-CXCL16s

Utilizando la estructura minimizada de CXCR6 y el clusterl de CXCL16s se realizé un docking
proteina-proteina en el servidor ClusPro, usando como restriccion los primeros 26 a.a. de CXCRS6,
para CXCL16s no se consideraron restricciones. Por Ultimo, se realizaron 5 simulaciones CG-MD de
1 us, bajo los parametros establecidos en la seccién 6.3. Se obtuvieron las estructuras cada 100 ns
de cada simulaciony fueron convertidos a una topologia all-atom en el médulo “All-Atom Converter”
de “Martini-Maker”. Utilizando la opcion “Average Structure” del modulo “Structure Analysis” de la
version académica de Schrodinger Maestro, el cual calcula una estructura representativa de un
conjunto considerando un método de ponderacién uniforme, superponiendo de las estructuras
considerando los 4&tomos pesados para el calculo de RMSD y revisando simetria por comparacion
de RMSD, se seleccionaron las estructuras representativas de cada tiempo de simulacién (time
frame o simplemente frame) de las 5 simulaciones [139]. Las estructuras representativas se utilizaron
para los andlisis de rotacion de é&ngulos e interacciones polares entre los segmentos
transmembranales, considerando FO como control. El célculo de distancia entre el centro de masa,
RMSD y RMSF (root-mean standard fluctuation) se calcul6 utilizando el promedio de los datos
obtenidos en cada simulacion.
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6.4.2.3. Modelo general de interacciones proteina-ligando para CXCR6 y Modelo de relacion
estructura-actividad 3D

Las estructuras de los 82 antagonistas reportados para CXCR6 con valores de IC50 entre 0.04-50
WM [36], fueron modelados en el programa Schrodinger Maestro [137,138]. Un primer acoplamiento
molecular se realizé para localizar el sitio de union de los antagonistas con un grid de 110 x 100 x
255 puntos y un espaciado de 0.375 A, calculado con AutoGrid 4.2.6 [115], en la estructura del frame
inicial (FO) de la simulacion CXCR6 CG-MD. El acoplamiento molecular se realiz6 utilizando 50
corridas y 25,000,000 millones de evaluaciones en AutoDock 4.2.6 optimizado para GPU, con un
algoritmo genético Lamarckiano y el método Solis-Wets de busqueda local [144]. Utilizando el sitio
de unién del ligando con mejor IC50, un nuevo grid fue calculado, 80 x 80 x 80 puntos con un
espaciado de 0.375 A. Un segundo acoplamiento molecular fue realizado_bajo las mismas
condiciones que el primero, en el nuevo grid calculado. La identificacion de los elementos
farmacoforicos fue realizada bajo los parametros establecidos para CXCRS3.

Las conformaciones obtenidas del segundo acoplamiento molecular se usaron como alineamiento
para calcular el modelo 3D-QSAR usando OPEN3DQSAR. [149], los campos estéricos y
electrostéticos fueron calculados como campos moleculares tipo CoMFA [150], utilizando el valor de
plC50 como variable dependiente. El método para evaluar el modelo QSAR fue leave-one-out (LOO)

[151] usando el 28 % de los compuestos como grupo-de prueba de los modelos.

6.4.3. Estudio de la interaccién de activadores alostéricos para TYR

6.4.3.1. Construccion de la biblioteca de ligandos.
Mediante una bdsqueda bibliogréaficase construyé una biblioteca de 28 ligandos alostéricos de TYR,
tomando en cuenta que las moléculas fueran evaluadas en lineas celulares de melanocitos humanos
y que se reportaran como activadores no competitivos o alostéricos [152,153]. Las moléculas en su
mayoria son derivados de chalconas y se incluyd al 8-metoxipsoraleno (8-MOP) el cual es un

farmaco utilizado en la terapéutica del vitiligoy es activador de la TYR.

6.4.3.2..Conformacion activa e inactiva de TYR
Utilizando el clister de TYR-Zn?*, los atomos de Zn?* fueron reemplazados por atomos de Cu?*y se
adicionaron las moléculas de agua y de oxigeno con estos iones para simular la estructura activae
inactiva de la TYR, respectivamente. Se realizaron simulaciones AA-MD de 100 ns en el programa
Desmond de Schrédinger Maestro [137,138].

6.4.3.3. Modelo general de interacciones proteina-ligando para TYR
Las estructuras de los 28 ligandos reportados fueron modeladas en el programa Schrodinger
Maestro. Un grid de 126 x 126 x 126 puntos con un espaciado de 0.375 A fue calculado con el
programa AutoGrid 4.2.6 [115], utilizando la conformacion del clister mas representativo de la
simulacion AA-MD de TYR-Cu?*. Posteriormente, se realiz6 un acoplamiento molecular con
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AutoDock 4.2.6 optimizado para GPU, usando un total de 25 corridas y 25,000,000 evaluaciones,
con un algoritmo genético Lamarckiano y el método Solis-Wets de blsqueda local [144]. La

identificacion de los elementos farmacofdricos fue realizada bajo los parametros establecidos para
CXCRS.

6.4.3.4. Manipulacién de los Complejos y Construccion de Figuras
Todas las gréficas se construyeron en el programa R [148] utilizando las librerias de ggplot2 [154].
Los alineamientos de los complejos y todas las figuras fueron realizadas en el programa PyMOL
[155] y la manipulacién de los complejos fue realizado en la versién académica del programa
Schrodinger-Maestro [139].
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7. Resultados y discusion

7.1.Modelos por homologia
Para eleccién del mejor modelo, entre los 5 que construyd I-TASSER para cada proteina, se
considerd el C-score (-5a 2, valores altos indican que el modelo es confiable) y el TM-score (valores
mayores a 0.5 son indicativos de una correcta topologia del modelo). Todos los modelos fueron
evaluados en el servidor web Molprobity para obtener los diagramas de Ramachandran
(Ramachandran Plot, RP), a mayor porcentaje de residuos en areas favorecidas existe una mejor
calidad estereoquimicade los modelos [156]. La Tabla 4 resume los valores de C-score, TM-scorey
los residuos favorecidos en el RP de todos los modelos (los diagramas de Ramachandran se

encuentran en el Anexo ).

Tabla 4. Calidad de los modelos por homologia.

ID C-score TM-score Favorecidos ‘Ramachandran
CXCR3-M1 -0.65 0.63 £ 0.14 85.52 %
CXCL9-M1 -1.11 0.58 £0.14 72.25 %

Gaio-M1 1.00 0.85 £ 0.08 91.19 %
CXCR6-M1 -0.46 0.65 £ 0.13 85.29 %
CXCL1l6s-M1 -1.51 0.53 £ 0.15 67.57 %
TYR-Cito -0.95 059 +0.14 83.33 %
TYR-TM -1.82 0.49.+ 0.15 75.51 %
TYR-Mel -1.69 051 £ 0.15 75.64 %
TYR-M1 - - 81.34 %

M1: modelo 1, TYR-cito: modelo de tirosinasa region citosoélica, TYR-TM: Modelo de tirosinasa regién transmembranal, TYR-

Mel: modelo tirosinasaregion melanosomal.

El modelo completo de TYR se construy6 uniendo manualmente los modelos de TYR-Cito, TYR-TM
y TYR-Mel en Schrodinger Maestro [139]. Los modelos de CXCR3, CXCR6 y TYR presentan un
buen porcentaje en los residuos favorecidos del RP, indicando que los modelos eran Utiles para su
estudio, aun sin una simulacion para relajar la estructura. Sin embargo, los modelos de CXCL9 y
CXCL16s presentan un porcentaje de residuos favorecidos bajo, por lo cual era necesario que se

sometieran a una simulacion de dinAmica molecular para relajar la estructura.

7.2.Estudio computacional de la activacion del receptor a quimiocina CXCR3

7.2.1. Activacionde CXCR3
Una vez obtenidos los modelos por homologia de CXCR3, CXCL9 y la subunidad ain, se realizaron
simulaciones de dinamica molecular para relajar los modelos y estudiar el proceso de activaciéndel
receptor por estimulo de sus ligandos naturales, las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11.
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7.2.1.1. Relajacion de los modelos por homologia de CXCR3 y CXCL9

Los modelos por homologia de CXCR3 y CXCL9 se relajaron mediante una simulaciéon AA-MD de
50 y 5 ns, respectivamente, y se adicionaron las modificaciones postraduccionales de cada proteina.
En el caso de CXCR3, CHARMM-GUI no cuenta con los parametros de residuos con sulfataciones,
por lo cual se optd por utilizar fosforilaciones para sustituir las sulfataciones ya que el ambiente
guimico generado ambas modificaciones postraduccionales es similar. Las estructuras mas
representativas de cada simulacion (C1) se evaluaron en Molprobity para obtener los residuos
favorecidos en el RP y se alinearon con los respectivos modelos para observar el cambio entre la
estructurainicial y la estructura representativa del clister mas numeroso durante cada simulacién
(Figura7).

Tomando como medida de corte un valor de RMSD = 2 A para definir si existe una diferencia
significativa entre dos estructuras [157], el alineamiento entre CXCL9-M1 y - CXCL9-C1 present6 un
RMSD de 2.675 A y los residuos favorecidos en el RP aument6 a 89.11 %, esto indica que la
conformacion obtenida después de la simulacion AA-MD es Util para los estudios posteriores. Por
otro lado, el alineamiento entre CXCR3-M1 y CXCR3-C1 un RMSD de 3.234 A, el porcentaje de los
residuos favorecidos en el RP aumenté a 90.44 %. Estos resultados indican que ambos modelos
evolucionaron hacia una conformacion energéticamente mas favorable durante la simulacion AA-MD

Gtil para los estudios posteriores de AA 'y CG-MD.

Figura 7. Estructuras de CXCL9 y CXCR3. A) CXCL9-M1, B) CXCL9-C1, C) Alineamiento entre
CXCL9-M1 y CXCL9-C1, D) CXCR6-M1, E) CXCR6-C1 y F) Alineamiento entre CXCR3-M1 y
CXCR3-CL.
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7.2.1.2. Construccion del complejo CXCR3-GP y relajacion por AA-MD
El C1 de la simulacién AA-MD 50 ns de CXCR3 fue utilizado para acoplar la GP utilizando el modelo
de la subunidad aip y las estructuras del complejo By presentes en el PDB 6G79. Mediante un
proceso de alineamiento entre el C1 de AA-MD 50 ns y el receptor 5HT1A. Una vez obtenido el
complejo CXCR3-GP, se realizd una simulacion AA-MD de 100 ns para relajar el complejo. El
alineamiento entre el complejo CXCR3-GP y la conformacion de CXCR3-GP-C1 presenté un RMSD
de 5.834 A (Figura 8).

Figura 8. Estructura de CXCR3-GP y CXCR3-GP Cl. A) CXCR3-GP, B) CXCR3-GP C1, C)
Alineamiento entre CXCR3-GP y CXCR3-GP C1.

7.2.1.3. Construccion de los complejos CXCR3/Quimiocinas y simulaciones CG-MD

La estructurade CXCR3 obtenida en el'C1 de la simulacion de 100 ns fue utilizado para construir los
complejos CXCR3/quimiocinas mediante el servidor publico ClusPro, utilizando como restriccion la
proximidad a los primeros 16 a.a. y a los residuos Y27 y Y29. La estructura seleccionada para la
construccion del sistema para CG-MD fue basada en el clister mas numeroso del acoplamiento
combinando las interacciones hidrofébicas y electroestaticas. Las interacciones entre las tres
guimiocinas y CXCRS3 obtenidas en el acoplamiento molecular se presentan en la Figura 9.

Mayoritariamente existen interacciones de tipo puente de hidrégeno entre residuos basicos de las
quimiocinas.y residuos &cidos de CXCR3. Las interacciones polares entre CXCR3 y CXCL9 se
limitan a puentes de hidrégeno, no hay presencia de interacciones con las glicosilaciones o las
fosforilaciones en el receptor. Para el caso de CXCR3-CXCL10 existe una interaccion de tipo puente
salino entre los residuos E15 y R29 y las interacciones hidrofébicas tienen mayor relevancia en la
interaccion entre CXCR3 y CXCL10. En el casodel complejo CXCR3-CXCL11 existeninteracciones
con las glicosilaciones presentes en el receptor, esto puede indicar que existe una relevancia de
estas modificaciones postraduccionales para una union temprana de CXCL11 con CXCR3. Los
acoplamientos respetaron las restricciones propuestas en el servidor y permitieron observar las

interacciones iniciales y posicionar las quimiocinas para los procesos de simulacién CG-MD.
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Los tiempos de simulacion (frames) de las estructuras representativas en las diferentes simulaciones

AA-MD se presentan en la tabla 5.

B ‘}‘
(o

Metl(R) E

Figura 9. Interacciones entre CXCR3y CXCL9, CXCL10y CXCL11. A) CXCR3-CXCL9, B) CXCR3-
CXCL10 y C) CXCR3-CXCL10. CXCR3 es representada por la letra R y las diferentes quimiocinas
por la letra Q. Los puentes de hidrégeno estan representados por lineas punteadas verdes, los
puentes salinos por lineas punteadas rojas y las interacciones hidrofébicas se representan con los

residuos en color rojo vy lila.
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Table 5. Frames y clustering de las simulaciones AA-MD.

Tiempo de simulacién de la conformacién mas
representativa (ns)

Complejo 5ns 50 ns 100 ns Cut-off (nm) Clasteres
CXCR3 - 32.1 86.9 0.4 */0.2 ** 3 */10 **
CXCL9 3.8 - - 0.2 14

7.2.1.4. Simulaciones 1 us CG-MD de los complejos CXCR3/quimiocinas.
Una vez obtenidos los complejos CXCR3/quimiocinas de ClusPro, se construyeron los sistemas para
una simulacion de 1 ps de tipo CG-MD. Con el objetivo de observar la evolucion del complejoy
comprobar los dos pasos de activacion del receptor CXCR3. Tomando en cuenta la teoria de
activacion de dos pasos donde la quimiocina interactda con el NH»2-T del receptor'y el posterior
movimiento hacia los segmentos transmembranales para causar un cambio conformacional en el
receptor, se realizé un andlisis comparando las conformaciones cada 100 ns, usando el frame 0 (FO)
como estructura control, esta conformacion se obtuvo después de los procesos de minimizacion y
equilibrio del sistema, previo al paso de produccién. Analizando las.interacciones polares entre las
guimiocinas y el receptor, las interacciones polares entre los segmentos transmembranales, las
interacciones del segmento DRF, la rotacion de los segmentos transmembranales y la distancia entre
la quimiocina y el receptor. Considerando que los pardmetros para moléculas pequefias no estan
presentes en el moédulo Martini Maker del servidor CHARMM-GUI, las modificaciones
postraduccionales de CXCR3 (glicosilaciones y fosforilaciones) y las quimiocinas no se tomaron en
cuenta, solo se mantuvieron los puentes disulfuro. La Tabla 6 presenta los frames de los clUsteres

de cada complejo.

Table 6. Tiempo de simulacién y clustering de las simulaciones CG-MD.

Tiempo de simulacion de la estructura mas representativa

(ns)

Complejos Cluster 1 Claster2 Claster3 Cutoff (nm) Clusteres
CXCR3-CXCL9 607.0 131.0 39.0 0.6 10
CXCR3-CXCL10 787.9 159.6 51.2 0.6 10
CXCR3-CXCL11 532.7 171.3 979.3 0.6 10

Las estructuras representativas de los complejos se encuentran alrededor de los 500-800 ns,
indicando .que es necesario simulaciones de dinamica molecular all-atom mas largas para poder

observar la evolucion del sistema con mayor detalle.

Cambios conformacionales en CXCR3 CG-MD.
Utilizando la estructura del complejo CXCR3-GP, se realiz6 una simulacién de 1 ys para comparar
los cambios derivados de la presencia de las diferentes quimiocinas. Los aminoacidos que
pertenecen alos TMs de CXCR3 fueron obtenidos de UniProt y se presentan en la tabla 7 [158]. Las

interacciones polares entre los TMs se presentan en el Anexo |l.
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Table 7. Segmentos transmembranales de CXCR3

T™M1 T™M2 TM3 * T™M4 TM5 * TM6 T™M7
54-80 90-110 126-147 170-189 213-233 256-277 299-321

Algunos residuos extras fueron incluidos en el analisis; en TM3, los residuos 148-150 pertenecen a la

secuencia DRY y los residuos 234-235 se han reportado como relevantes en la rotacion de TM5.

Se analizaron los cambios en los angulos de rotacién e interacciones de los segmentos
transmembranales. Los TMs se mantienen en constante movimiento durante la simulacion
(Figural0).
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100 200 300 400 §00, %600° 700 800 GO0 1000
Time (ns)

Figura 10. Rotacién de los segmentos transmembranales de CXCR3-GP.

Adicionalmente, existen interacciones constantes entre TM3, TM4, TM5, TM6 con TM7; A127-S304,
L130-Y308, N134-T308 (TM3-TM7), D186-K300 (TM4-TM7), Q219-K300 (TM5-TM7) y Y271-K300
(TM6-TM?7), estas interacciones pueden indicar que el TM7 actia como un eje central en el estado
inactivo del receptor interactuado con los segmentos TM3, TM4, TM5 y TM6.

7.2.1.5: Complejo CXCR3-CXCL9

En la simulacion CG-MD fue posible observar los dos pasos de activacion del receptor CXCR3,
observando en primera instancia, la llegada de la quimiocina y el posterior movimiento hacia los
segmentos transmembranales para promover los cambios conformacionales. La distancia minima
entre CXCL9 y CXCRS3 se observa al final de la simulacion; sinembargo, existe un equilibrio a partir
de los 250 ns. Por otro lado, la distanciaentre el receptor y la GP no sufrié cambios representativos,
este comportamiento es explicado debido a la falta de GTP en el sistema, debido a las limitantes del
moédulo Martini Maker (Figura 11).

Las interacciones entre CXCR3 y CXCL9 en el clusterl de la simulacién aumentan
considerablemente con respecto a la estructurainicial obtenida por docking proteina-proteina (Figura
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12). Aunque los residuos de CXCRS3 involucrados en la interaccion con CXCL9 no coinciden
directamente con los residuos reportados como relevantes, estos residuos se posicionan cercanos
a los residuos de interaccion, los residuos N22 y Y27 forman interacciones hidrofobicas, estos
residuos son relevantes ya que presentan modificaciones postraduccionales (glicosilacion y
sulfatacion, respectivamente).
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Figura 11. Simulacién CG-MD CXCR3-CXCL9. A) Alineamiento entre FO (azul) y el clusterl de la
simulacién (rojo), presenta un RMSD de ‘9.409 A. B) Distancia entre las cadenas del complejo
CXCR3-CXCL9. La distancia entre la quimiocina y el receptor disminuye durante la simulacion.

Figura 12. Interacciones entre CXCR3-CXCL9 clusterl. Existe un incremento en los puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofébicas.

Ante estos resultados, no es posible descartar que estas interacciones tengan influencia en la
interaccion con CXCL9. Para comprobar el cambio conformacional de CXCR3 inducido por la
presencia de CXCL9 se realiz6 un analisis de rotacion e interacciones de los segmentos

transmembranales y la presencia del arginine cage, asi como las interacciones con la quimiocina
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cada 100 ns (Anexo Il) usando la conformacién a 0 ns (FO) como referencia. La presencia de la
interaccion ionica entre D148-R149 (arginine cage) esta relacionada con la activacion de GPCRs y
estuvo presente en diferentes conformaciones de la simulacion CG-MD del complejo CXCR3-
CXCL9. En la Tabla 8 se observan la presencia de esta interaccion durante las simulaciones de
CXCRS3/quimiocinas. Esta interaccion se presenta de 0-500 ns, se pierde a los 600 ns, se recupera
a los 700, vuelve a perderse entre 800-900 y se recupera al final de la simulacion del complejo
CXCR3-CXCL9.

Table 8. Presencia del arginine cage en las simulaciones CG-MD.

Time Frame (ns) CXCR3-CXCL9 CXCR3-CXCL10 CXCR3-CXCL11
0
100
200
300
400
500
600 - - -
700
800
900
1000 X - -

XXX X X X

v X
x

Cambios conformacionales en ‘los segmentos transmembranales del complejo
CXCR3-CXCL9

La rotacion de los segmentos transmembranales es relevante para la activaciéon de los GPCRs,
mientras que la red de puentes de hidrogeno entre los TMs cambia en presencia de agonistas y
antagonistas [54,56,57]. En la simulacion CG-MD de CXCR3-CXCL9, se observaron cambios en los
angulos de rotacion de los TMs. TM2, TM3, TM4 y TM7 se mantuvieron con una ligerarotacion a lo
largo de la simulacioén. Por otro lado, TM1, TM5 y TM6 presentan cambios drasticos en la rotacién
entre los 600-1000 ns. La rotacion de TM5 y TM6 a 600 y 700 ns coincide con la pérdida y
regeneracion del arginine cage (Figura 13).

Los segmentos TM1, TM5 y TM6 presentan rotaciones intensas a partir de los 600 ns, coincidiendo
con la ruptura del arginine cage; sin embargo, a 700 y 1000 ns, estos TMs vuelven a rotar
coincidiendo con la regeneracion de esta interaccion. Las interacciones polares entre CXCR3 y
CXCL9 aumentan conforme la simulacion avanza, siendo lisinas los residuos que mas
frecuentemente interactiian, lo que concuerda con reportes experimentales donde mencionan la
relevancia de los residuos cargados positivamente en la quimiocina. Adicionalmente, las
interacciones polares entre los segmentos transmembranales de CXCR3-CXCL9 (Anexo |II)
mostraron un comportamiento interesante, ya que el residuo R216 en TM5 se ha reportado como un
residuo relevante para la actividad de CXCR3 [51]; en la simulacion, R216 se mantiene en constante
interaccion con N132 en TM3y D186 en TM4. La red de interacciones entre N132-D186-R216-Q219
parece ser relevante para la conformacion funcional de CXCR3 en complejo con CXCL9. En
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comparacion con CXCR3-GP, la rotacion de los TMs es menor, lo que podria indicar que la presencia

de la quimiocina estabiliza el estado meta-activo de CXCR3 con estimulo de CXCL9. Estos

resultados confirman los dos pasos de activacién de CXCR3 en presencia de CXCL9.
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Figura 13. Rotacién de los segmentos transmembranales del complejo CXCR3-CXCL9 CG-MD. En
azul se presenta la conformacién FO y en rojo la conformacion a 800 ns.

7.2.1.6. Complejo CXCR3-CXCL10

Distance (nm)
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Figura 14. Simulacion CG-MD CXCR3-CXCL10. A) Alineamiento entre FO (azul) y el clusterl de la
simulacion (verde), presenta un RMSD de 9.409 A. B) Distancia entre las cadenas del complejo
CXCR3-CXCL10. La distancia entre la quimiocina y el receptor disminuye durante la simulacion.
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De manera similar alo ocurrido en el complejo CXCR3-CXCL9, en la simulacién CG-MD del complejo
CXCR3-CXCL10 se logro observar los dos pasos de activacion del receptor. La distancia entre
CXCL10 y CXCRS3 disminuye conforme avanza la simulacién, estabilizandose poco antes de los 300
ns y se mantiene estable a lo largo de la simulacién. La GP se mantuvo unida sin cambios relevantes
en las subunidades (Figura 14).

Las interacciones entre la CXCL10 y CXCR3 en el clusterl de la simulacién no involucraron residuos
reportados como relevantes (Anexo Il); sin embargo, las interacciones hidrofébicas aumentaron, las
gue han sido identificadas como importantes en la activacion de CXCR3 por CXCL10 [4,51].
Adicionalmente, se presenta una interaccion con el residuo Y27, sugiriendo que las modificaciones
postraduccionales son relevantes en la interaccion entre CXCL10 y CXCR3 (Figura 15). En
comparacion con CXCL9, existe un menor nimero de interacciones de tipo puente de hidrégeno,
gue se ven compensadas por el aumento en las interacciones hidrofébicas.
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Figura 15. Interacciones entre CXCR3-CXCL10 clusterl. Existe un incremento en los puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofébicas.

Cambios conformacionales en los segmentos transmembranales del complejo
CXCR3-CXCL10

CXCR3 presenta un comportamiento diferente con estimulo de CXCL10 al exhibido con el estimulo
de CXCL9, ya que todos los TMs tienen una rotacién mayor en comparacion a lo visto con CXCL9
(Figura 16). La rotacion del TM2 tiene un cambio drastico a los 500 ns y continua con rotaciones
relevantes en el resto de la simulacién; TM1, TM3 y TM7 se comportan de manera similar con
rotaciones intensas entre 300-600 ns y a 500 ns existen rotaciones relevantes de TM5y TM6. Los
cambios més drasticos de rotacion ocurren después de los 300 ns, coincidiendo con la pérdida del

arginine cage. Después de los 300 ns, CXCL10 alcanza el equilibrio en la distanciacon CXCR3, de
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igual manera, las interacciones polares e hidrofébicas entre CXCL10 y CXCR3 aumentan a partir de
los 300 ns (Anexo Il) y se presenta una interaccion entre R197 en CXCR3y A64 y E71 de CXCL10.
R197 es reportado como un residuo relevante para la union y actividad de CXCR3 por estimulo de
CXCL10.
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Figura 16. Rotacion de los segmentos transmembranales del complejo CXCR3-CXCL10 CG-MD. En
azul se presenta la conformacién FO y en rojo la conformacion a 700 ns.

Las interacciones entre los TMs con estimulo de CXCL10 son menos comparadas con el estimulo
de CXCL9 (Anexo Il), no se presenta interacciéon de ‘R216 con TM3 ni TM4; sin embargo, las
interacciones entre N132-Q219 y D186-Q219 se mantienen en todos los frames analizados. La
interaccion entre D186-Q219 se mantiene en toda la simulacién, mientras que la interaccion N132-
Q219 ocurre de manera constante a partir de los 300 ns y se pierde a los 700 ns, coincidiendo con
la regeneracion del arginine cage. Esto sugiere que la interaccion entre TM4-TM5 mediante D186-
Q219 es necesaria para que se alcance una conformacién estable de CXCR3 y puede actuar como
un punto de estabilizacion entre los estados inactivoy meta-activo de CXCR3. Adicionalmente, TM2
interactla de manera constante con TM3, TM4 y TM7 entre 300-700 ns, posteriormente las
interacciones se pierden coincidiendo con la regeneracion del arginine cage, por lo cual, TM2 es

relevante para la estabilizacion de la conformacion funcional del complejo CXCR3-CXCL10.

7.2.1.7. Complejo CXCR3-CXCL11

El complejo CXCR3-CXCL11 presentd un comportamiento similar a los dos complejos anteriores,
CXCL11 disminuye la distancia con respecto a CXCR3 orientandose hacia los TMs, alcanza un
equilibrioalos 250 ns y se mantiene hastalos 750 donde disminuye un poco la distancia (Figura 17).
El complejo GP se mantiene igual con una ligera separacion de la subunidad a con respecto al
receptor; sin embargo, como en las simulaciones previas, el comportamiento de la GP es
despreciable ya que al no tener presente el nucledtido no realiza la funciona esperada.

Las interacciones polares entre CXCL11 y CXCR3 en el clusterl aumentaron con respecto al FO, se
observaron interacciones entre R197 y E293 de CXCR3 con R90 y K88 en CXCL11, R197 y E293

se han reportado como residuos relevantes para la interacciony actividad de CXCL11 (Figura 18).
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Figura 17. Simulacion CG-MD CXCR3-CXCL11. A) Alineamiento entre FO (azul)y el clusterl de la
simulacion (amarillo), presenta un RMSD de 9.853 A. B) Distancia entre las cadenas del complejo
CXCR3-CXCL11. La distancia entre la quimiocina y el receptor disminuye durante la simulacion.
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Figura 18. Interacciones entre CXCR3-CXCL10 clusterl. Existe un incremento en los puentes de

hidrégeno e interacciones hidrofdbicas.
Similar alo ocurrido en los complejos con CXCL9 y CXCL10, las interacciones polares entre CXCL11
y CXCR3 aumentan a partir de los 200 ns (Anexo Il), pero disminuyen antes y durante laregeneracion
del arginine cage (300, 400, 700 y 800 ns). A partir de los 100 ns se presentan interacciones de los
residuos R197 y E293 de CXCRS3 con residuos de CXCL11, la interaccion de R197 se mantiene
durante el resto de la simulacién y la interaccion de E293 se pierde a los 500 y 900 ns. Esto puede
indicar que la presencia de esta interaccion juega un papel importante en la interaccién de E293 con
CXCL11.
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Cambios conformacionales en los segmentos transmembranales del complejo
CXCR3-CXCL11

Los TMs de CXCR3 rotan con mayor intensidad con estimulo de CXCL11 en comparacion a CXCL9
y CXCL10 (Figura 19). A 200 ns, los segmentos transmembranales (con excepcion de TM3) rotan
de manera intensa coincidiendo con la ruptura del arginine cage, TM3, TM4 y TM7 mantienen un
comportamiento similar a lo largo de la simulacion sin grandes cambios, pero presentan un pico
relevante a 600 ns. En comparacion, TM5y TM6 muestran cambios drasticos a 200 ns, coincidiendo
con la ruptura del arginine cage y a 400 y 800 ns donde coinciden con la regeneracion de esta
interaccion. TM2 presenta cambios relevantes en su rotacion a lo largo de la simulacién, cambiando
antes de la regeneracion del arginine cage a 300 y 700 ns. TM1, TM5y TM6 presentan un cambio
de considerable magnitud en comparacién a TM2, TM3, TM4 y TM7 a 600 ns.
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Figura 19. Rotacion de los segmentos transmembranales del complejo CXCR3-CXCL11 CG-MD. En
azul se presenta la conformacién FO y en rojo la conformacion a 600 ns.

Las interacciones‘polares entre los TMs incrementan a partir de los 200 ns (Anexo l1). La interaccién
entre N132-Q219 no se presenta en esta simulacién; sinembargo, las interacciones entre TM3-TM6
a través de G138-W268 se observan a partir de los 200 ns, la interaccién de TM4-TM5 mediante
D186-Q219 se mantiene durante toda la simulacién. TM2 presentd interacciones con TM3, TM4 y
TM7después de los 200 ns y se presentd una interaccion entre el segmento DRY con Y233 en TM5
y C234 del loop intracelular 3 (Anexo II).

El segmento transmembranal 2 muestra ser relevante para los cambios conformacionales en CXCR3
por estimulo de CXCL10 y CXCL11, pero no para CXCL9. En presencia de CXCL9 R216 en TM5 se
mantiene en constante interaccion con N132 (TM3) y D186 (TM4). En contraste, con estimulo de
CXCL10 y CXCL11 lainteracciénentre N132 y R216 no se observa, por lo que lared de interacciones

de puente de hidrégeno entre TM3, TM4 y TM5 parece ser necesaria para la estabilizacion de la
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conformacion funcional de CXCR3, mediante N132-D186-R216-Q219 para el caso de CXCL9, y
N132-D186-Q219 para el caso de CXCL10 y CXCL11. Las interacciones entre TM3 y TM6 por
estimulo de CXCL11 se presentan mediante G1385-W268 coincidiendo con la ruptura del arginine
cage y la rotacion de los TMs. La red de interacciones entre TM3, TM4, TM5, TM6 y TM7 presente
en la simulacion de CXCR3-GP disminuye con estimulo de las quimiocinas, corroborando que TM7
actia como punto central para el estado inactivo y las interacciones entre N132-D186-Q219
funcionan para estabilizar el estado meta-activo del receptor. Estos resultados refuerzan el hecho
gue CXCR3 sufre cambios conformacionales diferentes con cada quimiocina y comprueba el
segundo paso de activacionde CXCR3 por estimulo de CXCL9, CXCL10 y CXCL11.

7.2.1.8. Separacion del complejo By de la subunidad a de la GP
La quimiocina CXCL10 es de gran relevancia en la patogénesis de vitiligo debido al incremento en
la concentracion detectada en suero y piel de pacientes con vitiligo activo. Debido a esto, se ha
considerado a CXCL10 como un marcador importante para evaluar la progresion del vitiligo. Para
observar la teoria de dos pasos donde el segundo paso de activaciones la separacion del complejo
By de la subunidad a en la GP, se realiz6é una simulacion de 250 ns AA-MD, preservando los puentes
disulfuros y las maodificaciones postraduccionales presentes en CXCR3, utilizando el clusterl de la
simulacion CG-MD (787.9 ns) como estructurade partida, el cual fue convertido a una topologia all-
atom en el médulo Martini Maker de CHARMM-GUI. Esta conformacion es previa a la conformacion
meta-activade CXCR3 ya que esta presente la interaccion D148-R149 del arginine cage, por lo que
se le adicion6 la proteina Gio en complejocon GTP y Mg*2. Las conformaciones presentes cada 25
ns fueron evaluadas tomando como referencia la conformacion a tiempo inicial (FO) obtenida

después de los procesos de minimizacidny equilibrio del sistema.
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Figura 20. Rotacion de los segmentos transmembranales del complejo CXCR3-CXCL10 AA-MD. En
azul se presenta la conformacion FO y en rojo la conformacion a 600 ns de la simulacion CG-MD.
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La rotacion de TM5y TM6 fue observada después de los 50 ns de simulacion. Todos los TMs tienen
un cambio en la rotacion a los 175 ns, siendo TM2, TM3'y TM5 los que presentan mayor intensidad
(Figura 20). TM7 tiene una rotacion intensa a los 50 ns, después de eso se mantiene en un
comportamiento con discretos cambios en la rotacion, pero coincidiendo en el cambio de rotacion
con TM2, TM3y TM5 a 175 ns. Comparando con la simulacion CG-MD, los TMs tienen una rotacion
discreta, pero con un comportamiento similar para TM2, TM3, TM4, TM5y TM6, confirmandose que
la rotacién de TM2 es necesaria para la conformacion activa del receptor.

Las interacciones polares entre CXCL10 y CXCR3 disminuyen al compararlas con el FO (Anexo Il);
sin embargo, las interacciones hidrofébicas incrementan conforme la simulacion avanza. Las
modificaciones postraduccionales parecen ser relevantes para la interacciéon de CXCL10 con
CXCRS3, ya que una interaccion entre la glicosilacion en N32 y K87 en CXCL10 se presenta a los 25
ns, adicionalmente, existen interacciones con la fosforilacion en Y27 con K87 y K88 se presenta
desde los 50 hasta los 175 ns de simulacion.

Las interacciones entre los TMs cambian en presencia de una GPfuncional, lo més relevante es la
pérdida de la interaccién de TM3-TM5 entre N132-Q219 (Anexo-ll), lo que indica que al momento
gue la GP se acopla esta interaccién que funciona para estabilizar la conformacién funcional se
pierde para pasar a una conformacion activa. Lainteraccién entre TM3y TM4 mediante N132 y D186
se mantiene en diferentes puntos de la simulacién, al mismo tiempo, la interaccion entre TM3y TM6
se presenta mediante N134-W268. De 50 a 150 ns, existen interacciones entre TM5y TM6 mediante
R216 y Q219 con Y271. Estos cambios promueven la estabilizacion del complejo CXCR3-CXCL10-
Gi en los primeros 100 ns de simulacion.
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Figura 21. Distancia de las proteinas del complejo CXCR3-CXCL10-GP en la simulacion AA-MD 250
ns.
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Una vez estabilizado el complejo con la GP, se observa la separacion del complejo By de la
subunidad aip a partir de los 175 ns, coincidiendo con los cambios constantes en los angulos de
rotacion de los TMs hasta el final de la simulacién (Figura 21).

Adicionalmente la presenciade las interacciones N132-D186 y N134-W268 y la interaccion de R149
con R193 (subunidad aip) indican el estado activo del receptor. N132-D186 y N134-W268 estabilizan
la conformacién funcional del receptor y promueven la interaccion de N149 con R193 de la subunidad
ai/o, interaccion necesaria para la activacion de la GP. Estos resultados confirman que CXCR3
adquiere la conformacion meta-activa cuando CXCL10 se orienta a los segmentos
transmembranales y al momento que se acopla la GP, los cambios conformacionales en la subunidad
aio promueven la separacion del complejo By, estabilizando la conformacion activa del receptor
mediante N132-D186 y N134-W268, concordando con lo reportado experimentalmente que N132 es
relevante para la actividad de CXCR3 [159].

7.2.2. Modelo general de interacciones proteina-ligando en CXCR3

Para proveer informacion (til para el disefio de nuevos antagonistas para CXCR3, se construy6 un
modelo general de interacciones proteina-ligando basado. en 894 ligandos reportados como
antagonistas en la base de datos publica ZINCpharmer, ‘obtenidos de en su mayoria de procesos de
HTS [59-68]. Este modelo de interacciones es similar a un farmacoféro, el cual es una
representacion de las entidades quimicas o elementos farmacoféricos necesarias para el
reconocimiento de ligandos en las macromoléculas [160]. Utilizando la conformacion de FO de la
simulacion del complejo CXCR3-CXCL10-CG-MD para observar si los antagonistas pueden unirse
de manera adecuada antes de que los dos pasos de activacion del receptor ocurran, por lo que la
estructura de CXCL10 fue removida del complejo y se realizd un acoplamiento molecular. Una vez
obtenidos los complejos, las interacciones se agruparon para la construccion del modelo general y
observar las entidades quimicas en una posicion tridimensional. Las coordenadas del modelo se
presentan en el Anexo Il.

El modelo general de interacciones obtenido para la conformacion inactiva de CXCR3, muestra la
gue la posicion de los elementos farmacoféricos HAc, HDn y PIn se localiza en los loops
extracelularesy entre los segmentos transmembranales 5y 6 un elemento farmacoférico de tipo Hph
(Figura22). Los residuos alrededor de 5 A se muestran el Tabla 9.

Table 9. Elementos farmacoféricos FO CXCR3-CXCL10 CG-MD.

Elemento farmacoférico Residuos (5 A)
HAC A192, H194, D195, R212, M281, D282, G284, L286, A287, R288
HDn D195, E196, R197, N289, C290
Hph Y271, H272, L273, V275, L276, 1279
Pin H194, D195, E196, R197, R288

En negritas se presenta los residuos repetidos en los diferentes elementos farmacoféricos.
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Figura 22. Modelo general de interacciones en FO del complejo CXCR3-CXCL10-GP. En magenta

HAc, gris HDn, amarillo Hph y en azul Pin.
Los residuos R197 y R212 se encontraron alrededor de los elementos farmacofdricos son relevantes
para la union y actividad de todas las quimiocinas; D282 es relevante para la unién y actividad de
CXCL9 y CXCL10. Adicionalmente, se presentan residuos alrededor de la secuencia CWTP
(secuenciaconservada en GPCRs de clase A, CWxP), relacionados a la rotacién de TM6 necesario
para la activacion de TM6 [56], cercanos al elemento farmacofdrico Hph. Este modelo general
sugiere que los antagonistas pueden inhibir la interaccion con las quimiocinas e inhibir la rotacién de
TM6 para evitar la activacion del receptor. El modelo general presenta 6 elementos farmacofdricos
gue proveen informacién de las caracteristicas de los compuestos e interacciones con residuos
relevantes para la union de los compuestos, lo cual puede servir para futuros disefios racionales de
antagonistas de CXCR3.

7.3.Estudio.computacional de la activacion del receptor a quimiocina CXCR6

7.3.1. . Activacion de CXCR6
Utilizando como plantilla la cadena A del receptor CCR5, con una identidad de secuencia de 34.74
%y de CCL20 conuna identidad de secuenciade 31.25 % calculado en el servidor BLAST [128,129],
se modelaron las estructuras de CXCR6 y CXCL16s, respectivamente. Una vez obtenidos los
modelos de CXCR6 y CXCL16s, se realizé una simulacion de 5 ns para relajar el modelo de
CXCL16s y en el caso de CXCR6 solo se realiz6 la minimizacion y el equilibrio del sistema, una vez

reorientado el NH2-T.
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7.3.1.1. Relajacion de los modelos por homologia
El modelo de CXCR6 reorientado se minimizd y equilibro bajo los pardmetros sugeridos por el
protocolo de CHARMM-GUIy CXCL16s se sometio a una dindmica de 5 ns para mejorar su calidad,
el alineamiento de los modelos originales y las estructuras obtenidas de los procesos de
minimizacioén y equilibrioy del clister mas representativo de la simulacion AA-MD mostré un RMSD
de 1.202 A para el caso de CXCR6 y de 2.602 A para CXCL16s (Figura23).

Figura 23. Estructura de CXCR6 y CXCL16s. A) CXCR6-M1. En turquesa se representa el NH2-T,

en rojo TM1, en azul TM2, en verde TM3, en purpura TM4, en naranja TM5, en amarillo, TM6, en

café TM7, y en amarillo claro el COOH-T. B) CXCR6 reorientado, C) Alineamiento de CXCR6-M1y

CXCR6-minimizado, C) CXCL16s-M1 y D) CXCL16s-C1.
Una vez minimizada y equilibrada la estructura de CXCR6 los residuos favorables en el RP fueron
de 91.76 %, indicando que la estructuraobtenida es Util para los estudios posteriores. En el caso de
CXCL16s, el clusterl presento un porcentaje de residuos favorables en el RP de 89.19 %, indicando

gue la estructuraes apropiada para los estudios posteriores.

7.3.1.2. Construccion del complejo CXCR6-CXCL16s
Utilizando la estructuraminimizada de CXCR®6 y el clusterl de CXCL16s, el acoplamiento proteina-
proteina se realizé en el servidor ClusPro, para observar las interacciones preliminares entre las dos
estructuras'y ‘posicionar a CXCL16s en complejo con CXCR6 para la simulacion CG-MD. El
acoplamiento-fue realizado con una restriccion de interaccion con los primeros 26 residuos de
CXCR®, basado en datos experimentales de mutagénesis de otros receptores de quimiocinas como
CXCR3 [4]. Diecisiete modelos de interacciéon fueron construidos en ClusPro combinando las
interacciones hidrofobicas y electrostaticas (Figura 24). La conformacion que se eligio para la
simulacion CG-MD fue la que presento un mayor niumero de conformaciones en el clister basado
en la combinacion de interacciones hidrofébicas y electrostaticas. Las interacciones polares entre

CXCRG6 y CXCL16 del mejor acoplamiento se presentan en la Figura 25.
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Figura 24. Mejores 10 modelos obtenidos del servidor ClusPro. A) Modelo0O, B) Modell, C) Modelo2,
D) Modelo3, E) Modelo4, F) Modelo5, G) Modelo6, H) Modelo7, 1) Modelo8, J) Model9. El modeloO
fue el que se utilizd para los estudios posteriores.

Figura 25. Acoplamiento molecular de CXCR6-CXCL16s. A) Complejo CXCR6-CXCL16s, B)
Diagrama de interacciones, R es CXCR6 y Q es CXCL16s; el ambiente hidrofébico se representa por
residuos en rojo y rosa, las interacciones ionicas por lineas punteadas rojas y los puentes de
hidrégeno por lineas punteadas verdes.

En las interacciones preliminares entre CXCL16s y CXCRS6, residuos de naturaleza &cida en CXCR6
como E8, D9 y D17 interactlan con residuos basicos en CXCL16s, coincidiendo con lo visto en
CXCR3y sus respectivas quimiocinas. El residuo N16 en CXCR6 presenta una glicosilacion, la cual

se mantuvo en los procesos de minimizacion y equilibrio, pero fue removida en el acoplamiento
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molecular debido a que el servidor ClusPro no reconocid la estructura de la modificacion
postraduccional. Este residuo no se presenta en las interacciones polares ni en el ambiente
hidrofobico; sin embargo, CXCL16s respeta la restriccion e interactda con los primeros 26 residuos
del NH2-T.

7.3.1.3. Simulacién 7 us CG-MD de CXCR6.

Una vez obtenido el complejo CXCR6-CXCL16s se construyo el sistema para realizar las
simulaciones de 1 us CG-MD, todos los frames (cada 100 ns) fueron convertidos a topologia all-atom
en el médulo “All-atom converter” de Martini Maker, se obtuvieron las estructuras representativas de
cada frame de las 5 simulaciones en la opcion de Average Structure del mddulo Structure Analysis
de la version académica de Schrodinger Maestro. Este modulo revisala simetrialocal y.conectividad
(como la orientacion de los anillos) de las estructuras en comparacion con la estructura promedio lo
cual reduce el RMSD y seleccionala estructura con menor RMSD como la estructurarepresentativa
del grupo. Se realiz6 un andlisis de cada conformacién a 100 ns (FO-F10), utilizando la conformacién
obtenida después de los procesos de minimizacién y equilibrio a tiempo 0 (FO) como control para
obtener los angulos de rotacion y las interacciones polares de las estructuras representativas de
cada frame obtenidas en las 5 simulaciones CG-MD realizadas; adicionalmente, se realizd un analisis
de RMSD y RMSF de los segmentos transmembranales y los loops extra e intracelulares para
observar de manera completa el comportamiento del receptor con y sin estimulo de CXCL16s
(CXCR6 CG-MD y CXCR6-CXCL16s CG-MD).

El receptor CXCR6 no presenta la secuencia conservada DRY, sino que presenta una mutacién y
dicha secuenciaes DRF. Esta mutacion parece estar relacionada con la adhesién celular promovida

por CXCL16m, pero aun no esta claro su papel en la quimiotaxis promovida por CXCL16s.

Cambios conformacionales en la simulacion de CXCR6 CG-MD
La Tabla 10 presenta los residuos de los segmentos transmembranales considerados en este
estudio, obtenidos de UniProt (cédigo: O00574), para los andlisis de RMSD, RMSF, rotacionde TMs
e interacciones polares entre los TM [158]. Debido a que Martini Maker no cuenta con los pardmetros
de moléculas pequefias, las modificaciones postraduccionales como las glicosilaciones no fueron

adicionadas en el complejo para la simulacion.

Table 10. Residuos de los segmentos transmembranales de CXCR6.

™M1 T™M2 TM3* T™M4 TM5 TM6 T™M7
33-59 69-89 104-128 144-164 188-215 232-259 276-293

*The residues of DRF are included (126-128).

El Sistema presenta cambios antes de los 100 ns relacionados a la busqueda del equilibrio en el
sistema, posterior a los 100 ns el sistema se mantiene estable hasta el final de la simulacién (Figura
26A, linea roja).
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Figura 26. RMSD de la simulacion de CXCR6 CG-MD. A) RMSD CXCR6, CXCR6 en complejo con
CXCL16s y CXCL16s. B) RMSD de los TMs de la simulacion CXCR6 CG-MD.

En el caso del RMSD de los TMs, todos presentan gran movimiento antes de los 100 ns, después
de este tiempo, TM5 y TM6 muestran mayor RMSD en comparacion con los demas TMs, sin
embargo, se mantienen con movimientos discretos en el resto de'la'simulacion con ligeros cambios
a 400y 700 ns. Por otro lado, TM4 presenta dos picos relevantes de RMSD a 300 y 700 ns. TM3 es
el segmento con menor movimiento incrementado a los 200 ns. TM2 incrementa su movimiento a
través de la simulacién, mientras que TM1 presenta dos picos relevantes; el primero entre 100-300
ns y el segundo a 650-800 ns. TM7 presenta un menor-movimiento comparado con TM1, TM2, TM4,
TM5y TMB, sin cambios relevantes en el resto de la simulacion (Figura 26B).

En el caso de los loops intracelulares y extracelulares (ICLs y ECLs, respectivamente), los extremos
NH2-T y COOH-T presentan mayor movimiento en comparacion con los ICLs y ECLs, como es
esperado al ser extremos con libertad de movimiento. ECL2 es el loop con mayor movimiento,
mientras que, ICL1 es quien presenta el menor movimiento durante la simulacion. La secuencia DRF,
es un punto interesante para analizar y tratar de observar su participacion en la activacion de CXCR6

por estimulo de CXCL16s, tiene un comportamiento estable con una ligera variacién alrededor de

600-1000 ns (Figura 27A).
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Figura 27. RMSD y angulos de rotacién de la simulacién CXCR6 CG-MD. A) RMSD de los loops y
B) Rotacion de los segmentos transmembranales.
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Adicionalmente, la rotacion de los TMs fue calculada para observar el comportamiento de los TMs
en la simulacion (Figura27B). TM1, TM2y TM4 tienen mayor rotacion a lo largo de la simulacién, a
600-700 ns TM1, TM2, TM4 y TM5 presentan un pico de rotacién a los 600-700 ns. TM3y TM6 son
los TMs con menor rotacién, mientras que TM2 y TM4 se mantienen con cambios constantes en la
simulacion. Esto indicaria que el movimiento de TM21 y TM4 es relevante para mantener una
conformacion funcional del receptor CXCR6.

Por otro lado, el andlisis de las interacciones polares entre los TMs (Anexo 1) arrojé que el residuo
D77 (TM2) presenta una interaccion constante con el residuo R280 (TM7) durante toda la simulacion,
mientras que las interacciones entre TM2-TM3 se presentan en la mayoria de los frames,
principalmente entre A76 y D77 (TM2) conN112 (TM3). TM3y TM4 interactian de manera constante
mediante T110 (TM3)y S163 (TM4), TM3también interactlia con TM6 mediante F113 (TM3) y Q244
(TM6) y S116 (TM3) con F240 (TM6). Por otro lado, TM5 y TM6 interactlan.en.toda la simulacion
mediante los residuos S188 (TM5) con K251, R254 y S255 (TM6) y Q195 (TM5) con Q244 (TM6).
Por su parte, TM6 interacttia de manera constante con TM7 mediante T243 (TM6) y R280 (TM7). La
secuencia DRY de tres residuos (&cido aspartico, arginina y tirosina), es una secuencia conservada
en los GPCRs de clase A y es relevante para la estabilizacion de los estados activo-inactivo en
GPCRs, una vez que el arginine cage (interaccion entre D'y R) se pierde, R interactda con la
subunidad a en la GP [4,52,53]. Sin embargo, esta secuenciaen CXCR6 esta conformada por acido
aspartico, arginina y fenilalanina; la secuencia DRF se ha propuesto como una adaptacién para la
adhesion celular cuando el receptor interactiia con CXCL16m [55].

Para observar el comportamiento de la secuencia DRF, en un esfuerzo de elucidar su funcion, las
interacciones polares en cada frame fueron analizadas (Anexo Ill). La ruptura del arginine cage entre
D126-R127 se presenta de 800-1000 ns, coincidiendo con la disminucién de interacciones con TM2-
TM3y TM3-TM4. R127 presenta. interacciones, antes de la ruptura de esta interaccion, entre la
cadena lateral y la cadena principal de 1123, Q225, Q141 y F224. A 800-1000 ns, la cadena lateral
de R127 interactiacon Q141 y F224.

7.3.1.4. Simulacion 1 us CG-MD del complejo CXCR6-CXCL16s.

En las conformaciones obtenidas de la simulacion CXCR6-CXCL16s CG-MD el NHz-T se orientd
hacia los loops extracelulares y la distancia entre CXCR6 y CXCL16 disminuye a lo largo de la
simulacion, alcanzando el equilibrio en distancia alrededor de los 500-750 ns (Figura 28) y para el
final de la simulacién, la distancia entre la quimiocinay el receptor disminuye.

EI'RMSD de CXCR6 en complejo con CXCL16 muestra un moderado y continuo aumento; a 600 ns,
el RMSD tiene un ligero aumento hasta el final de la simulacion (Figura 26A, linea azul). Por su parte,
CXCL16s presenta un comportamiento mas drasticoen RMSD y un continuo incremente durante la

simulacion (Figura 26A, linea verde).
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Figura 29. RMSD y angulos de rotacion de la simulacion CXCR6-CXCL16s CG-MD. A) RMSD de los
TMs, B) RMSD de los loops y C) Rotacién de los segmentos transmembranales.

El comportamiento de los TMs en RMSD fue diferente en comparacion con los TMs sin estimulo de
CXCL16s. Todos los TMs estan en equilibrio antes de los 400-500 ns, después de este tiempo TM1,
TM2, TM3y TM5 incrementan su movimiento. En contraste, TM4 disminuye su movimiento y TM6
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se mantiene con un movimiento discreto (Figura 29A). EIl RMSD de los ICLs y ECLs indica que el
ECL1 y ECL2 son los loops con mayor movimiento comparando con ECL3 y los ICLs y de manera
esperada el NH2-T y el COOH-T son quienes mayor movimiento presentan. La secuencia DRF
muestraun cambio discreto en RMSD a 400 ns (Figura 29B). Adicionalmente, la rotacién de los TMs
fue variable, teniendo a TM5 como el segmento con mayor rotaciéon. A 600 ns TM1, TM2, TM5y TM7
presentan rotacion relevante, mientras, TM3, TM4y TM6 disminuyen su rotacion. Previo a los 600
ns todos los TMs presentan variaciones en la rotacion.

En el complejo CXCR6-CXCL16s se observé el “modelo de interaccidn de dos sitios”, propuesto para
la interaccion de quimiocinas con sus receptores, este modelo propone que el receptor reconoce a
la quimiocina por medio del llamado docking domain o dominio de acoplamiento en la quimiocina,
localizado en el loop después de las primeras dos cisteinas [46], facilitando el posicionamiento de la
misma e incrementando las interacciones entre CXCL16s y CXCR6 para. inducir los cambios
conformacionales relacionados a la activacion del receptor.

Los residuos involucrados en las interacciones entre CXCR6 y CXCL16s (Anexo IllI) son en su
mayoria residuos de naturaleza acido como acido aspartico y glutamico por parte de CXCR6 y
residuos de caracter basico como lisina y arginina en CXCL16s, coincidiendo con lo reportado
previamente para la interaccion entre quimiocinas y receptores. La interaccion entre E259 (CXCRG6)
y R43 (CXCL16s) se presentd en toda la simulacion. Mientras que los residuos R63, R67 y R73
estuvieron en constante interaccion con residuos de naturaleza acida en CXCR6 en la simulacion.
Las interacciones polares entre los TMs (Anexo Ill)ymostraron interacciones que el TM1 sélo presenta
pocas interacciones con TM7 mediante N49 (TM1) y P285 (TM7). Por otro lado, TM2 interactla de
manera constante con TM7 (D77-R280). y disminuye las interacciones con TM3 en presencia de
CXCL16s. TM3 interactia de manera constante con Q244 en TM6; TM4 presenta pocas
interacciones con TM2 y TM3.. TM5 pierde interacciones con TM®6, las interacciones de Q195 con
Q244 y N248 se pierden en-presencia de CXCL16s. Las interacciones Q195-Q244, N248 se
presentan de manera constante en la simulacion de CXCR6 CG-MD, indicando que estas
interacciones sonrelevantes para estabilizar el estado inactivo de CXCR6. Por (ltimo, TM6 interactla
con TM7 mediante T243 y R280. Los cambios en las interacciones de los TMs se atribuyen a la
presenciade la quimiocina en contacto con CXCR6, la cual rompe la interaccionentre TM5 y TM6.
Adicionalmente, el arginine cage se pierde a 500 ns y la cadena lateral de R127 interactla con 165,
T66, Y138, Y288 y S292 (Anexo ).

Contrastando el RMSF, que nos indica el cambio de RMSD por residuo a lo largo de la simulacién,
de los TMsy el ICL2 (el cual contiene la secuencia DRF), algunos residuos relevantes incrementan
o disminuyen el movimiento en presencia de CXCL16s (Figura 30y 31).

Los cambios mas representativos se dan en Y109 en TM3, el cual disminuye su movimiento
aproximadamente 0.15 nm, N112 y F113 aproximadamente 0.05 nm, en contraste, F194 y Q195
incrementan el RMSF aproximadamente 0.05 nm, mientras que M196, T197, L198, G199 y F200
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incrementan aproximadamente 0.1 nm. Adicionalmente, la secuencia DRF aumenta de manera ligera

su movimiento, donde R127 y F128 son los residuos con mayor RMSF.
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Figura 30. RMSF de los TMS y del ICL2 de la simulacion CXCR6 CG-MD.
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Figura 31. RMSF de los TMsy el ICL2 de la simulacion CXCR6-CXCL16s CG-MD.

La simulacién CG-MD permitié observar los dos pasos de la activacion de los receptores a
guimiocina: 1) la interaccion y disminucion en la distancia entre CXCL16s y CXCR6 y 2) el cambio
conformacional y rotacion en los segmentos transmembranales en CXCR6, derivados de la
interaccion con la quimiocina [44,45,161]. Interacciones entre TM2-TM3, TM2-TM4, TM2-TM7, TM3-
TM6, TM5-TM6y TM6-TM7 se presentaron en ambas simulaciones, las interacciones entre TM2-
TM4 disminuyen y las interacciones entre TM5-TM6 mediante Q195-Q244 y N248 se pierden en
presencia de CXCL16s. Las interacciones entre D77-R280 y T243-R280 se pueden relacionar con
la conformacion funcional de CXCR6, mientras que, la interaccion entre Q195-Q244 y N248 puede

relacionarse con el estado inactivo del receptor, ya que la pérdida de estas interacciones y la ruptura
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del arginine cage se presentan cuando existe el estimulo de CXCL16s, permitiendo el cambio hacia
el estado meta-activo de CXCR6.

7.3.2. Modelo general de interacciones proteina-ligando en CXCR6

Con el objetivo de proveer informacion relevante para el disefio de nuevos antagonistas para CXCR6
se construy6 un modelo general de interacciones proteina-ligando, basado en 82 ligandos reportados
como antagonistas para CXCRG6, obtenidos por optimizacién estructural [36]. La estructura
representativa del frame inicial (FO) de la simulacion CXCR6 CG-MD fue utilizada para el
acoplamiento molecular, debido a que en esta conformacion el receptor alin no tiene el estimulo de
la quimiocina. Una vez obtenidos los complejos de acoplamiento molecular, las interacciones fueron
agrupados para la construccion del modelo y observar los elementos farmacoféricos relevantes para
el antagonismo de CXCR®6 en una disposiciontridimensional, considerando el pIC50 de los ligandos
(Anexo 1ll). El ligando 75 fue el que obtuvo un mejor docking score (-10.74 kcal/mol), mientras que
el ligando 82 con el mejor pIC50 (7.40) con un docking score de -8.92 kcal/mol. El modelo general
basado en el pIC50 presenta tres elementos farmacoféricos relevantes: HAc, HDn, y Hph,
distribuidos en el espacio entre los ECLs y los TMs (Figura 32AB); los residuos alrededor de 5 A se
presentan en la Tabla 11 y las coordenadas del modelo se presentan en el Anexo IlI.

Table 3. Elementos farmacoféricos del modelo general basado en plC50

Elementos farmacoféricos Residuos alrededor de 5 A
HAc L27, S30, G91, E94, W95, 1179, C180, G181, Y182
HDn D25, F26, L27, Y109, Y182, V191, F247, K251, M263, H267
Hph L27, S30, W95, 1179, C180

En negristas los residuos repetidos en los diferentes elementos farmacoféricos.

El elemento farmacoférico HDn se posicionacercanoa Y109 y K251 en TM3y TM6, estos segmentos
estan involucrados en-la conformacion funcional de CXCR6, bloqueando la rotacion o las
interacciones polares de estos segmentos, es posible desestabilizar al receptor y bloguear su
funcién. En contraste, HAc y Hph se posicionan cercanos alos ECL1 y ECL2 lo cual podria bloquear
las interacciones de CXCL16s con los ECLs.

El ligando 82 interactia con W95 (Figura 32D), residuo presente en el modelo general, el cual puede
actuar como punto de anclaje para los anillos aromaticos ricos en electrones, como el grupo 2,3,4-
trimetoxifenilo, para la unién de los antagonistas con CXCR6. Bloqueando el movimiento y la
interaccion de TM3y TM6, las moléculas pueden antagonizar a CXCR6. Adicionalmente, la posicion
del ligando 82 es cercana a los residuos Q195 y E274, residuos clave en la conformacion inactiva
de CXCR®6 y en la union de CXCL16s, respectivamente.
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7.3.3. Modelo 3D-QSAR basado en el receptor
En adicién a la informacién obtenida del modelo general de interacciones proteina-ligando, un
analisis 3D-QSAR se realizé para verificar los elementos farmacoféricos relacionados con la
actividad de los 82 ligandos. Diez modelos fueron construidos y los pardmetros estadisticos
considerados. para la seleccion de los 3 mejores modelos fueron la predictibilidad del modelo
(9%>0.5), la linealidad del modelo (R?20.85), y la significancia del modelo (estadistico F), calculados
en OPEN3DQSAR. Los campos estéricos (VdW) y electrostéticos fueron calculados para todas las
moléculas, el grupo de prueba consistié en 23 moléculas seleccionadas al azar. La tabla 12 presenta
los datos estadisticos y los ligandos del grupo de prueba de los mejores 3 modelos, la estadisticade

todos los modelos se presenta en el Anexo Ill.

Tabla 4. Valores estadisticos de los modelos 3D-QSAR.

Modelos g2 R?  F-Test Grupo de prueba

Modelo 7 0.6397 0.8731 72.8899 18, 74, 38, 2, 72, 80, 28, 52, 16, 15, 12, 73, 70, 26, 47, 13, 32, 54, 65, 62, 59, 79, 56

Modelo 1 0.6329 0.8639 67.2740 33, 30, 39, 22, 61, 28, 36, 53, 9, 66, 56, 59, 24, 48, 72, 18, 2, 52, 13, 41, 62, 46, 75

Modelo 4 0.4906 0.8718 72.0680 27,50, 25, 9, 2, 23, 14, 67, 41, 70, 33, 28, 39, 79, 66, 36, 13, 1, 71, 55, 82, 3, 76




La variable dependiente utilizada en los célculos del 3D-QSAR fue el pIC50, siendo el modelo 7 el
mejor calculado ya que presento una R? arriba de 0.8 y con una predictibilidad aceptable. Este
modelo fue utilizado para la representacion de las principales entidades quimicas en la interaccion
con CXCR6 y para complementar la informacion obtenida en el modelo general de interacciones
proteina-ligando asociado a los elementos farmacoféricos con la habilidad de unirse y antagonizar
CXCRS6.

Figura 33. Modelo 3D-QSAR. A) Entidades farmacofdricas en el modelo QSAR, en amarillo el campo
VdW negativo, en verde el campo VdW positivo, B) Entidades farmacoféricas en el modelo 3D-QSAR,
en rojo el campo electrostatico negativo, en azul el campo electrostatico positivo, C) Superposicion
del modelo general de interacciones proteina-ligando y los campos VdW, D) Superposicion del
modelo general de interacciones proteina-ligando y los campos electrostaticos, E) Tres ligandos con
mejor pIC50 (82, 81 y 78) en los campos VdW, F) Tres ligandos con mejor pIC50 en los campos
electrostaticos, G) tres ligandos con peor pIC50 (51, 56 y 55) en los campos VdW, H) tres ligandos
con peor pIC50 en los campos electrostaticos, 1) Estructura tridimensional del modelo QSAR.

Los campos moleculares de efecto estérico (VdW) y los campos electrostéticos positivos coinciden
con laregion estéricay electrostéatica positiva de la subestructura exo-azabiciclo[3.3.1]Jnonano en los
ligandos con mejor pIC50 (Figura 33), estando cercano al residuo E274, relevante en la actividad de
CXCR6. El anillo.de 2,3,4-trimetoxifenilo actia como punto de anclaje para la union de los ligandos
y el modelo QSAR indica que esa zona requiere subestructuras ricas en electrones y voluminosas.
La posicion del modelo QSAR coincide con la posicion del modelo general basado en plIC50. Los
elementos farmacofoéricos HpH, HAc y HDn son necesarios para la unién y actividad de los ligandos:
HAC provee un campo electroestético negativoy el Hph provee el campo estérico positivo enlaregion
del anillo de 2,3,4-trimetoxifenilo. Superponiendo el modelo 3D-QSAR en la estructura de CXCRS6,
se orienta hacia los ECLs y TMs. Esta informacion confirma las observaciones realizadas en las
simulaciones de dinamica molecular, donde se espera que la interrupcién de las interacciones entre

TM3-TM5-TM6 impide al receptor adoptar la conformacion meta-activa.
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7.4.Estudio computacional activadores alostéricos de tirosinasa
Una vez obtenido el modelo completo de TYR, se construyo el sistema para la simulacién TYR-Zn*2
para relajar la conformaciénde TYR con los atomos de Zinc y buscar una mejor estabilidad del sitio

catalitico.

7.4.1. Relajacion del modelo por homologia de TYR
Se realiz6 una simulacion de 50 ns AA-MD para relajar la estructuray mejorar la calidad del modelo
TYR-M1, el clusterl presenté una mejora en la calidad pasando de 81.34 % a 86.64 % de residuos
favorecidos en el RP. El alineamiento del TYR-M1 con el clusterl obtenido de la simulacion (TYR-
Zn*2) arroj6 un RMSD de 3.050 A, indicando que el sistema presenté cambios estructurales para

obtener una conformacion energéticamente mas estable (Figura 34).

Citosolica

Transmembranal

Figura-34. Estructuras de TYR. A) TYR-M1, en esferas amarillas se presentan los 4tomos de zinc,
B) TYR-Zn2*, en esferas grises se presentan los atomos de Zn2+, C) Alineamiento de las estructuras
de TYR-M1 y TYR-C1-Zn2*, D) Sitio catalitico de TYR-M1, E) Sitio catalitico de TYR-C1-Zn2*, F)
Alineamiento del sitio catalitico de TYR-M1-TYR-C1-Zn2+.

El sitio catalitico de la TYR se conforma por dos atomos de Cu?*, donde cada atomo esta en
coordinacion con 3 residuos de histidina (H180, 202, 211, 363, 367 y 390). En la simulacién de 50
ns AA-MD, los atomos de Cu?* se reemplazaron por atomos de Zn?* ya que CHARMM-GUI no tiene
parametrizado al Cu?*. El cambio mas drastico se observa en la region transmembranal, la cual se

desplaza mas en comparacioén a la estructura TYR-M1. En el sitio catalitico, los atomos de Zn?* se
separan en la estructura TYR-C1-Zn2?* en comparacion con el sitio cataliticode TYR-Zn2*y un ligero
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movimiento de los residuos de histidina. La estructura del clusterl de la simulacién es (til para los

estudios posteriores.

7.4.2. Conformacion activae inactivade laTYR

Figura 35. A) TYR-activa, B) TYR-inactiva, C) Alineamiento de las estructuras, D) Sitio catalitico de
TYR-activa, E) Sitio catalitico de TYR-inactiva y F) Alineamiento de los sitios cataliticos, en verde
TYR-activa, en azul TYR-inactiva.

Utilizando la estructura del clusterl de la simulacion de 50 ns AA-MD de TYR-Zn?*, los atomos de
zinc fueron reemplazados por atomos de Cu?* en el programa Maestro, se construyo el sistema para
simulacion de 100 ns AA-MD en Desmond. La TYR puede encontrarse en diferentes estados de
oxidacién durante el proceso de catdlisis, en la forma nativa (met) puede encontrarse a los Cu?* en
coordinacién-con iones HO-, esta forma luego se somete a oxidacién para obtener un estado desoxi-
inactivo donde la valencia de los Cu?* pasa a ser Cul* y estan en coordinacion con moléculas de
agua. Para ser activada, el estado desoxi necesita que los atomos de cobre se coordinen con una
molécula de oxigeno lo que promueve el cambio a un estado oxi-activo, donde los Cul* ahora son
Cu?*, esta forma es capaz de unir y oxidar monofenoles y catecoles [103]. Tomando en cuenta esta
informacion, para TYR-activa se adicioné la molécula de Oz en complejo con los atomos de Cu?*, en
contraste, para la estructura de TYR-inactiva, se adicionaron dos moléculas de H20. Los clUsteres
de las dos simulaciones se presentaron a 38 y 57 ns (activa e inactiva, respectivamente, Figura
35AB). Comparando las estructuras de la forma activa e inactiva de TYR, se observan cambios

61



relevantes en la orientacion del segmento melanosomal, observandose un RMSD 3.481 A (Figura
35C), asi como también una mayor separacién de las histidinas en complejo con los Cu?*-H20 en la
estructurainactiva. Sin embargo, los complejos metalicos Cu?*-oxigeno y Cu?*-H0 se mantienen en
coordinacion con las histidinas, indicando que la estructura del sitio catalitico en las dos

conformaciones es representativa de ambos estados.

7.4.3. Modelo general de interacciones proteina-ligando para la enzima tirosinasa

Se construyé unabiblioteca de 28 ligandos reportados en la literatura como activadores de tirosinasa,
mayormente obtenidos por procesos de optimizacién de derivados de chalconas y furanocumarinas
[152,153]. A esta lista se adicioné 8-metoxipsoraleno (8-MOP) como control ya que es-un farmaco
utilizado para la repigmentacion de lesiones de vitiligoy es un activador de TYR.

Se realiz6 el acoplamiento molecular utilizando la estructuradel clusterl de TYR-activa, basados en
la premisa de que los compuestos que provocarian la activacion de la enzima serian mas afines al
estado activo de ésta; el modelo general se construyé basandose en el docking score de los ligandos.
El ligando 12 fue el ligando con mejor docking score con un valor de -9.38 kcal/mol, mientras que el
8-MOP present6 un docking score de -6.8 kcal/mol, como se puede ver en el Anexo IV. La posicion
tridimensional de los ligandos no es en el sitio catalitico (Figura 36), como era de esperarse, se
posicionan en una zona cercana, lo cual podria indicar que la presencia de los ligandos en esa zona
permite una estabilizacién del sitio catalitico para llevar a cabo la oxidacion de la L-tirosina. El
Ligando 12 presenta una sola interaccion de tipo.puente de hidrégeno con el residuo R434; sin
embargo, el ambiente quimico hidrofébico que rodea a la estructura permite una correctainteraccion
con la TYR (Figura 36F). Por otro lado, el 8-MOP presenta un puente de hidrogeno con el residuo
R217 y una interaccion de tipo -1 con el residuo Y149 (Figura 36G). De manera interesante, la
subestructura perteneciente a la chalcona del ligando 12 es la que presenta la interaccién con la
estructura de la TYR, las chalconas son naturalmente inhibidores de la TYR; sin embargo, los
derivados de isozaxoles demostraron ser activadores de la enzima, aunque en este caso, el anillo
de isozaxol no participa en interacciones polares, el ser una estructura privilegiada permite
considerar a esta subestructura Gtil para la actividad de la enzima. Las estructuras del ligando 12 y
el 8-MOP, estan relativamente cercanas entre ellas, lo que podria indicar que es el sitiode unién es
amplio para permitir el acomodo de las estructuras grandes como la del ligando 12 y estructuras
pequefias como la del 8-MOP.

Utilizando el alineamiento de los ligandos en el segundo acoplamiento molecular y el docking score,
se construyo el modelo general de interacciones proteina-ligando (Figura 36DE), obteniendo 5
elementos farmacofdricos relevantes: Hph, HDn, Arm, HAc y Nin, las coordenadas del modelo se
presentan en el Anexo IV. En la superposicion del ligando 12 y el 8-MOP observamos la conjuncion
de las estructuras con los elementos Hph, HAc y Arm, coincidiendo con lo obtenido en los diagramas
de interaccion. Esto puede indicar que los residuos aromaticos de la zona son necesarios para la
union de los ligandos; sin embargo, para poder determinar si en realidad los compuestos con alta
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afinidad podrian activar a la enzima, se necesitariaver la influencia que esta union tendria sobre la
termodinamica de la reaccién, lo que no es posible con las técnicas utilizadas en este trabajo y se

requeriria el modelado de la reaccidn enzimatica de hidroxilacién por calculos cuanticos.

A Ligando 12

8-MoOP

H390

Ligando 12 H180

Figura 36. Acoplamiento molecular de la biblioteca de ligandos. A) estructura del ligando 12, B) 8-
MOP, C) Disposicion tridimensional del ligando 12 y el 8-MOP, D) Modelo general de interacciones
proteina-ligando, en magenta HAc, en gris HDn, en amarillo Hph, en verde Arm y en rojo Nin, E)
Superposicion de los ligandos-12 y 8-MOP con los elementos farmacofdéricos del modelo general, F)
Diagrama general de interacciones del ligando 12 y G) Diagrama de interacciones del 8-MOP.
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8. Conclusiones
8.1.Conclusiones particulares.

8.1.1. Activaciénde CXCRS3.

El modelo de CXCRS3 fue calculado y utilizado para la construccion de los complejos CXCR3-GP
para observar las interacciones con las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por medio de
simulaciones CG-MD. Se observaron interacciones con las glicosilaciones en el complejo CXCR3-
CXCL11, indicando que pueden ser necesarias para la union correcta de CXCL11, pero no para
CXCL9 y CXCL10. Una vez gue la quimiocina inicia las interacciones preliminares el sistema
evoluciona para formar un complejo estable con las tres quimiocinas, para favorecer interacciones
de tipo puente de hidrégeno, salino e hidrofobicas, lo que promueve cambios conformacionales en
la rotacién y la red de puentes de hidrégeno entre los TMs, confirmando la teoria de activaciéon de
dos pasos. En el caso del complejo CXCR3-CXCL10, conla simulacion de 250 ns AA-MD se confirmé
la importancia de las modificaciones postraduccionales parala unién y actividad de la quimiocina, ya
gue CXCL10 presenta interacciones con la fosforilacion en Y27 'y la glicosilacién en N32. Los
cambios conformacionales en los TMs derivados del estimulode CXCL10, permitieron la interaccién
entre el residuo R149, perteneciente a la secuencia DRY, y D193 de la subunidad a de la GP,
promoviendo la separacion del complejo By, conformando para el complejo CXCR3-CXCL10 los dos
pasos de activacion. Se observd que las interacciones entre N132-D186 y N134-W268 son
relevantes para estabilizar el estado activode CXCR3 en presencia de una GP en complejocon GTP
y Mg*2. Adicionalmente, los elementos farmacoféricos HAc, HDn, Hph y PIn, se presentaron como
los mas relevantes para la union y actividad de los antagonistas reportados en la base de datos
ZINC,; posicionado en dos sitios de CXCRS3, laregion de los loops extracelulares y en la region entre
TM5-TM6. Los antagonistas que Se unen en laprimeraregion pueden prevenir la correcta orientacion
e interaccion de las quimiocinashacia los ECLs y TMs, mientras que, los antagonistas que se unen
en la segunda region pueden evitar la rotacion de TM6, la cual es relevante para la activacion de
CXCR3.

8.1.2. . Activacion de CXCR6

Los modelos por homologia de CXCR6 y CXCL16s permitieron observar las interacciones entre la
guimiocinay el receptor, asi como, el comportamiento de CXCR6 por estimulo de CXCL16s. En la
simulacion CG-MD, el NH2-T en complejo con CXCL16s se posiciona en medio de los ECLs
orientandose hacia los TMs, desencadenando la evolucién del sistema, movimiento, rotaciones e
interacciones de los TMs para llegar al estado meta-activo del receptor.

La interaccion entre el residuo D176 y residuos de CXCL16s se corresponde a lo reportado en datos
experimentales, otros residuos involucrados en la interaccion son residuos de caracter acido en
CXCR®6 y de caracter basicoen CXCL16s. Interacciones entre E259 y R43 se presenta en todos los
frames de la simulacion, indicando que E259 es relevante para la union de CXCL16s.
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La red de interacciones polares entre TM3, TM5 y TM6 sin estimulode CXCL16s y las interacciones
entre TM2 y TM7, demuestra que estas interacciones estan relacionadas con el estado inactivoy la
conformacion funcional de CXCR6. Cuando CXCL16s interactla y se orienta hacia los TMs, la
rotacion de TM5 y TM6 desestabiliza la interaccion entre estos receptores y la interaccioén entre
Q195, Q244 y N248 se pierde. Cuando la quimiocina esta presente se observan los dos pasos de
activacion de los receptores a quimiocina. El modelo general de interacciones proteina-ligando,
permiti6 observar los elementos farmacoféricos relacionados con la union y actividad de los
antagonistas de CXCR6; HAc, HDn y Hph sonrelevantes para la actividad de los antagonistas y para
la union en la zona relacionada con la ruptura de la red de interacciones polares entre TM3-TM5-
TM6. La posicion tridimensional del ligando 82 (pIC50=7.398) cercana a Q195, confirma los
resultados obtenidos en la simulacién CG-MD, el residuo W95, localizado en el ECL2, actlla como
punto de anclaje para el anillo aromatico de los ligandos evaluados, los cuales, se orientan hacia

TM3y TM6, segmentos necesarios para la activacion de CXCR®6.

8.1.3. Estudio computacional de activadores alostéricos de tirosinasa
La obtencion de una estructura con el sitio catalitico funcional permitio obtener el modelo general de
interaccion proteina-ligando, basandose en el docking score del acoplamiento de los ligandos
pertenecientes a la biblioteca de 28 estructuras derivados de chalconas y furanocumarinas, el cual
presento 5 elementos farmacoféricos relevantes: Hph, HDn, Arm, HAc y NIn. Las interacciones
aromaticas e hidrofébicas parecen ser relevantes.en la union de los ligandos en la tirosinasa. Es
interesante como derivados de chalconas,las cuales son inhibidores naturales de la enzima, pueden
actuar como activadores alostéricos, los residuos involucrados en la interaccion tanto del ligando 12
y del 8-MOP, indican la necesidad de que los activadores incluyan en su estructura anillos

aromaticos, aceptores de puentes de hidrégenos y grupos voluminosos.

8.2.Conclusiones generales
Los resultados obtenidos en las simulaciones CG-MD de CXCR3 y CXCR6 permitieron entender el
comportamiento-de |los receptores para llegar al estado meta-activo y ejercer sus funciones de
guimiotaxis. Adicionalmente, los modelos generales de interaccion proteina-ligando para CXCR3,
CXCR6.y TYR, y el 3D-QSAR (CXCR6), permitieron entender los elementos farmacoféricos Utiles
para-la union y actividad de los antagonistas y los activadores alostéricos. Estainformacion sera (til
para el disefio de nuevas moléculas que puedan antagonizar de manera selectiva a los receptores
CXCR3 y CXCR®6, evitando la unién de la guimiocina o el movimiento de los segmentos
transmembranales para llegar al estado meta-activoy, por tanto, reducir la quimiotaxis de células del
sistema inmune para evitar la aparicion de nuevas lesiones y progresion de las lesiones existentes
en pacientes con vitiligo, mientras que el estimulo de TYR permitira la repigmentacion de lesiones
existentes en pacientes con vitiligo, por lo que una terapia combinada, seria posible disminuir la

progresion y aparicion de nuevas lesiones y eliminar las ya existentes, para mejorar la calidad de
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vida de los pacientes de vitiligo. Adicionalmente, el antagonismo de CXCR3 y CXCR6 inhibiria

procesos como la metéastasis de diferentes tipos de cancer.

9. Perspectivas
La informacién obtenida en este trabajo tiene un amplio margen de crecimiento, ampliando el
conocimiento tanto de los receptores como de la enzima, las posibilidades son tan bastas como la
imaginacion lo permita. A continuacion, se hace un listado de las principales perspectivas para el
futuro de este trabajo.

e Realizar un disefio de farmacos racional, utilizando técnicas como el acoplamiento
molecular, reemplazos isostéricos y dinamica molecular, para obtener moléculas con un
perfil farmacolégico deseado (antagonistas a los receptores a quimiocinas o activadores
alostéricos de la TYR).

e Utilizar las estructuras de TYR-inactivay activa para realizar un estudio de quimica cuantica
y observar cémo los activadores alostéricos influyen en el proceso enzimatico de la oxidacion
de la L-tirosina.

e Optimizar las estructuras activas para mejorar las. caracteristicas fisicoquimicas y
farmacoldgicas de las moléculas disefiadas.

e Sintetizar las moléculas disefiadas y evaluarlas en modelos biolégicos.
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Abstract: Vitiligo is a hypopigmentary skin pathology mesulting from the'death of melanocytes due to
the activity of CDE" eytotoxic lymphocytes and ovemxpression of chemokines. These include CXCLS,
CHCLI0, and CXCLIT and its receptor CXCR3, both in periphetal cells of the immume system and in
the skin of patients diagnosed with vitiligo. The three- dimensional structure of O(CR3 and CXCL9
has not been reported eperimentatly; thus, homology modeling and molecular dynamics could be
useful for the shudy of this chemotads-promoter axis. Inthis work, a homology model of CNCE3 and
CH{CL9 and the struchure of the CXCRY G, gy complex with post-translational modifications of
CXCR3 ame reported for the study of the interaction of dhemoldnes with CXCR3 through all-atom
{AA-MD) and coarse-grained molecular dynamics (CG-MD) simulations. AA-MD and OG-MD
simulations showed the first activation step of the CXCR3 receptor with all chemobdnes and the
second activation sep in the CXCRI-CHNCLI0 eomplex through a decrease in the distance betw een the
chemokine and the transmembrane region of CXCE3 and the separation of the By complex from the
e subumnit in the G-protein. Addibonally, a general protein-ligand interaction mode] was caloulated,
based on known antagonists binding to CXCR3. These results contribute to understanding the
activation mechanism of C{CR3 and the design of new molecules that inhibit chemokine binding or
antagonize the receptor, provoking a decrease of chemotaxis caused by the CXCEY chemokines ais.

Keywords COUCR3; ONCLY; CXCLLE, (XCL1L; protein homology modeling: molecular dynamics

1 Introduction

Vitiligo is a hypopigmentary skin autoimmune pathology characterized by the development of
lesions lacking melanin, which is the natural pigment of the skin produced by melanocytes. Vitiligo
affeets 0L5-2% of the global population, with the highest incidence rates cecurring in India, Japan,
and Mexico [1-3] This pathology can be classified as either nonsegmental, due to the symmetrical
arrangement of the lesions, or segmental, due to the nonsymmetrical disposition of the lesions [4].
Vitilige is not a fatal pathology; however, the patient's quality of life is drastically diminished due to
social reasons such as discrimination, social isolation, and depression [5-9] Current treatments for
witiligo are focused on the promotion of repigmentation through the stimulation of melanogenesis
and decreased immune system activity and oxidative stress. Unfortunately, these treatments are
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Abstrack The CXCRE-(XCL16 axis is involved in several pathological processes, and its overex-
pression has been detected in different types of cancer, suchas prostate, breast, ovary, and lung
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could be related tothe functional conformation of CXCRé; altematively, the interaction between
Q195-0244 and N248 could be related to an inactive state due to the loss of this interaction, and
mawayzbmlenmu\epcesenaeofO(CLMeallmsuem-umesh&ofCXCRaA
interacti pports the relevance of TM3-TMS-TMS6 inkiractions, presenting
thleet*vantplnmnmpimncfeahmes HAc (H-bond acceptor), HDn (H-bond donator), and Hph
(hydrophobic), distributed around the spa between extracellular loops (ECLs) and TMa The HDn
feature % dose to TM3 and TME; likewise, the HAc and Hph featumes an: close to ECL1 and ECL2 and
ctuld block the and interactions t TM3-TM6 and the inferactions of CXCL16s with the
ECLs. Tridimensional quantitative structure-activify relationships (3D-QSAR) models show that the
pesitive steric (VdW) and electrostatic fields coincide with the steric and positive electrostatic region
dhao-aubwydo[&llkuxmemﬁoldmueb&pml ds This substructure is close to the
E274 and theref levant to the activity of (XCRE. These data could help with the design
of new molecules that inhibit chemokine binding or antagonize the receptor based on the activation
mechanism of OXCR6 and provoke a decrease in chemotaxis caused by the CXCRE&-CXCL16 axis

Keyw ords: OXCR6; CXCL16s; CG-MD simulations; docking; 3D-0SAR

1. Introduction
The migration of immune system cells, or chemotaxis, to maturation tissues and
sites of injury is controlled by small proteins (8-14 KDa) called chemokines [1,2]. About
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11. Anexos

Anexo | Diagramas de Ramachandran
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Diagramas de Ramachandran CXCR3. A) CXCR3-M1, B) CXCL9-M1, C) GPa-M1, D) CXCR3-C1
y E) CXCL9-C1.

Diagramas de Ramachandran CXCR6. A) CXCR6-M1, B) CXCL16s-M1, C) CXCR6-Minimizado y
D) CXCL16s-C1
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Anexo Il. Interacciones de los complejos CXCR3-GP y CXCR3/quimiocinas

Interacciones entre los segmentos transmembranales de la simulacion CXCR3-GP CG-MD.

Ons TM1  TM2 T™3 TM4 T™5 T™M6 ™7
™1 - - - - - - Y60-S301
™2 - - D99-N134 - - - -
™3 - - - - Y136-L218 - A127, F131-Y308
N132-Q219
™4 - - - - D186-Q219 - D186-K300
T™5 . . . . . . .
™6 - - - - - - L256-Y318
100ns  TM1 T™2 TM3  TM4 T™5 T™6 ™7
™1 - N71-T100 - - - - -
™2 . . . . . . .
™3 - - - - - N132-Y271 A127-S304
™4 - - - - D186-Q219 - D186-K300
T™5 . . . . . < .
T™6 . . . . . . .
200ns  TM1  TM2 T™3 TM4 TM5 T™M6 T™7
™1 . . . . . . .
™2 - - D99-N134 - - - -
™3 - - - N132-D186 Y136-L.218 - 1145, R149-Y318
™4 - - - . D186-Q219 - D186-K300
™5 . . . X . . _
T™6 . . . 4 . . .
300ns  TML  TM2 T™3 T™M4 T™5 T™M6 ™7
™1 . . - . . . .
™2 - - D99-N134 - - - -
- - - - Y136-L218 N132-Y271 A127-S304
™3 S146-P227, Y235 S146-Y318
R149-Y318
™4 - - - - D186-Q219 - D186-K300
T™M5 > - - - - R216-V275 -
™6 - - - - - - Y271-K300
A263-N314
40ns  TML  TM2 T™3 T™M4 T™M5 T™M6 T™7
™1 . . . _ . . .
™2 - - D99-N134 - - - -
™3 - - - - Y136-L218 G128, N132-Y271 L130-Y308
1145-Y318
™4 - - - - - - D186-K300
™S - - - - - L220-H272 Q219-K300
Y235-Y318
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Y271-K300

T™6
V260-N314
500 ns TM1 TM2 T™M3 T™4 TM5 TM6 TM7
™1 3 . . . . B
™2 - D99-N134 - - - -
- - - N132-F186, D186 S146, Y150-Y235 G128, N132-Y271 L130-S304
™3 Y136-L218 N134-Y308
1145, R149-Y318
™4 - - - D186-Q219 - D186-K300
™5 3 B B} _ B} B
™6 i i . . . _

600 ns TM1  TM2 TM3  TM4 TM5 TM6 TM7
™1 - - - - - - N71-C312
™2 B B B B B B B
T™3 - - - - Y136-.218 F131-Y271 A127-S304
™4 - - - - - - D186-K300
T™5 - - - - - - Q219-K300
™6 ) ) ) . . . B

700 ns  TM1 T™M2 T™M3  TM4 TM5 TM6 TM7
™1 ) ) i . 4 . B
™2 ) ) D99- ) ) ) )

N134
- - - ¢ N132-Q219 A126-Y271 A126-S304
™3 Y136-L218 R149-Y318
Y150-C234

™4 - - . - D186-Q219 - D186-K300

™5 ) ) X i . B _

™6 _ . . ) . . A263-N314

800 ns TM1 T™M2 T™M3  TM4 TM5 TM6 TM7
™1 ) N . . . . B
™2 : ) D99- ) ) ) )

N134
™3 - - - N132- Y136-L218 - A126-S304
F182 N134-Y308
™4 - - - - - - D186-K300
™5 - - - - - R216-V275 -
Q219-Y271

™6 ) ) . . . . B

900 ns TM1 TM2 TM3  TM4 TM5 TM6 TM7
™1 - - - - - - N71-C312
™2 - - D99- - - - D99-Y308

N134
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™3 - - - - N132-F181 N132-Q219 N134-Y308
R149-Y235 R149-V231
™4 - - - - - - D186-K300
™5 - - - - - Q219-Y271 -
TM6 - - - - - - A263-H310
1000 ns  TM1 T™2 TM3  TM4 TM5 T™M6 ™7
™1 B} ) ) ) ) B} B}
™2 - - Do9- - - - -
N134
- - - - - - A126-S304
™3 L130-Y 308
1145-Y318
R149-Y318
™4 - - - - D186-Q219 - D186-K300
™5 - - - - - Q219-Y271 -
L220-H272
T™6 B 3 3 3 3 y B}
Interacciones del complejo CXCR3-CXCL9.
0ns 100 ns 200 ns 300 ns 400 ns 500 ns 600 ns 700 ns 800 ns 900 ns 1000 ns
RI[QIR|Q|R|Q|R|OQ|]R|Q|R|Q|R|Q|R|O|[R|OQ|R|J]OI|[R]|O
D13K28,| E4 | R27 | E15 | Q72,| D7 | R30 | N22 | K68 [ D13 | S57, |A285| K28 [N22 | T40, | D7 |R30, | D7 | R30 | E4 | R27
S57 K28 K60 K68 R27
E4|R27|D7| R30 |A14 | T73 | E4 | R27, | Q9 | K60 {A17 | A53 | N12 | V26, |L286| K68 | E4 | R27 | N22 | K68 | H8 | R27
723 Q72
V5|R27|D13|K60, | D7 | R30 | L3 | T23 | D13|K60, | E21 | K50, | D7 |R30, |N12| V26 | S6 | R30 | S26 | K68 | S6 | R30
164 S55 Q51, R27
K109
M1|[E59,| Q9 [R30, | E4 | R27 /| N12/| K28 | E15 |T7,55| L20 |K109| E4 | R30, [A14 | A65 | N12 | V26 |R292| Q72 | D7 | R30
E62 E62 R27
D7 |R30,|S24| P54 |D195| K123|G284| K28 | L11 | Q72 | D7 |Q72,|S26 | Q38 |E15 |K28, | E15 | K28, | E15 | T66 | E21 |K109,
E59 R30, T66 T66 Q51
K28
S6|G29|D28|K115,|N206 | K123| E15 | G29 | D7 |G29, | E15 | K28, | N22 | K68 | L11 | Q72 | D13 | K60 | N12 | K28 |D112|K123
R114 R30 N69
E21|N69|N32(R114 |H194 | K123| A14 | T66 | S6 | R30 [G284| K28 |E15| T66 | D7 |R30, | Q9 | K60 | Q45| N69 | D13 | S57,
R27 K60
E31|K115,[E196|K122| N22 | N69, | S25 | D48 | E4 | R27 | D13| K60 |E21 [V113,| N22 | L46 | E21|Q51, | L19 | T66
R118 K68 K109 K109,
K50
D35|R118| E31 | K115| E21 | K68, | N32 [Q117| N22 | L67 | E21 |K109 |E196(K109,| Q45 | K68 | E4 | R27 | E15 | T66,
K109 K122 K28,
Q72
D35 |R118|E196| K122 | D28 |Q117,| N12 | V26 |E196|K109,|H194|K122| Y29 | D48 | Y29 | K50, |A285| K28
R114 K122 D48
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D28 |Q117,[D195| K123 | Y29 | L46 | D28 |R114,|D195|K122 [D195|K122| E21 | K50, | D13 | K60 |R292|Q72,
R114 S116, K109 N69
K115
S25 | R114|H194| K123 | E21 | Q51 | E31 |K115,[H194|K122,| Y29 | L46 | S24 |K109 | S25 | D48 | N22 | K68
R118 Q121
S24 |R114|H193|K123 | S24 |K109| D35 |R118 | N32 [R114 | S25 | D48 | N32 |R114 | N32 | R114 | D46 | N69,
K68
E21 | Q51, |N206| K123 |N199|K115|E196|K122 | E31 |K115,| N32 [R114| D28 [R114,| D28 |R114,| Q45.| K68,
K50 R118 K115, K115 N69,
S116 Q44
S24 |R114 | E31 [K115|L198|R120 | D28 |R114,| S24 |R114| E31 |K115 | D35 | R118|D195|H105
S116
D28 |R114,| D35 |R118|D195|K122 | D35 |R118 | D28 |R114| D35 |R118 [ E31 [R120,|H193|K103
S116, K115
K115
E31 |K115, |E196 [K109,|A192|K123 N199|K115,[{A192| T124 | S36 | R120| Y29 | K50
R118 K122 R118
D35 | R118 |D195(K122 E31 |R118[N199|S119, [D195| K122 | D35 |R118
R120
E4 | R27 D35|R118[A200|R120 |[E196| K122 | E31 |R118
H194|K122 D13 | K60 [H194|K122 |H194| K122 |N199|R122
N206| T125 |[E196|K122 |A192| K123 | Y27 |S119
D195|K122 D28 [R118,
R114
S24 |R114
N32 |R114

Interacciones entre los segmentos transmembranales de la simulacion CXCR3-CXCL9 CG-MD.
100 ns: R252-V321, 400 ns: Y150-A253, 700 ns: Y150-A253, 800 ns: Y150-A253.

Ons TM1 ™2 T™M3 T™M4 T™M5 T™M6 T™M7
™1 - N71-A96, D99 - - - - Y60-S301
™2 ) ) B B B 3 B
™3 - - - N132-D186 F135-W268 -
™4 c - - D186-Q219 - -
T™5 B 3 B B B ) B
™6 . - - - - - Y271-K300
100 ns.  TM1 ™2 T™M3 T™M4 T™M5 TM6 TM7
™1 - N71-D99 - - - - -
™2 - - D99-N134 - - - T105-Y308
™3 - - - - - N134-Y271 R149-Y318
™4 - - - - D186-R216, Q219 - -
™S - - - - - A222-H272 -
G223-W268
™6 B} 3 3 B B B B
200 ns TM1 T™M2 T™M3 T™M4 T™M5 T™M6 T™7
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™1

Y60-A110 - - - - -
™2 - D99-N134 H94-W176 - - T105-Y308
L102-N134 W109-S301
™3 - - - N132-R216, Q219 - S146-Y318
G128-R216
T™M4 - - - D186-R216, Q219 - -
T™5 - - - - L225-W268 -
™6 B B} 3 B} 3 B
300 ns ™M1 TM2 T™3 T™M4 TM5 TM6 ™7
™1 - - - - - - -
- - D99-N134 - - - -
™2
L102-N134
- - - - G128-R216 F131-Y271 -
™3
N132-L220 Y150-L256
™4 - - - - D186-R216, Q219 - -
T™5 - - - - - R216-Y271 -
T™6 - - - - - - -
400 ns T™1 T™M2 T™M3 T™M4 TM5 TM6 T™M7
™1 Y60-A110 - - - - - -
™2 - - L102-N134 - - - T105-Y308
™3 - - - N132-F182, D186 N132-R216 F131-Y271 -
- - - - F182-Q219 - -
™4
D186-R216
T™5 - - - - - F224-W268 -
T™6 - - - - - - -
500 ns TM1 T™M2 T™3 T™4 TM5 TM6 T™M7
™1 . N71-D99 - - - - -
™2 - - D99- - - - T105-Y308
N134
™3 - 3 - N132-D186 Y136-F224 - -
™4 - - - D186-R216, Q219 - -
™5 - - - - - L225-W268 -
™6 - - - - - - V274-K300
600ns TM1 TM2 T™M3 TM4 TM5 TM6 TM7
- - D99-N314, T100 - - - Y60-S301
™1
N71-Y308
- - D99-N134 - - - L104-Y308
™2
L102-N134
- - - - N132-R216, V221 Y150-L256 -
™3
Y136-F224
- - - - F182-R216 - -
™4
D186-R216
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T™M5

G223-H272
L225-W268

T™M6

700 ns

™M1

™2

T™M3

T™M4 TM5

TM6

T™7

™1

N71-A96

™2

H94-W176

L102-Y308
T105-S304

™3

- N132-R216
Y136-F224

F131-Y271

S146-N314

™4

- D186-R216

T™5

L225-W268

T™6

V274-K300

800 ns

T™M1

T™M2

TM3

TM6

™7

™1

N71-A96

™2

D99-N134
L102-N134

D99-Y308
T105-S304

™3

N132-F182
N132-D186

N132-R216, Q219 -

™4

- D186-R216, Q219 -

T™M5

T™6

900 ns TM1

™2

T™M3

™4

™1

A75-T100
S80-H94

™2

L102-
N134

H94-W176 -

™3

- Y136-F224

F131-Y271

N134-Y308

™4 -

- D186-R216, Q219

T™5

T™6 -

1000 ns

™1

™2

T™M5

™7

™1

N71-D99

™2

D99-N134

T105-Y308

T™M3

- G128-R216
N132-R216, Q219
Y136-F224

™4

- D186-R216, Q219

T™5

L225-W268
P227-W268

T™6
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Interacciones del complejo CXCR3-CXCL10.

Ons 100 ns 200 ns 300 ns 400 ns 500 ns 600 ns 700 ns 800 ns 900 ns 1000 ns
R|Q|R| Q |R Q R Q R| Q R Q | R Q R| O R| Q| R 0 R Q
E15|R29 | E4| S34, [ C38 | K87 | Y27 | A81 | E31 | K87 | Y27 | K87 | D13 | R59 | S24 | K91 | E15 | R29 | P42 | K67 | E21 | K91,
R73 V28
E4 [R73 |E15| R29 | S40 | K87 | S24 | L86 | D28 | K87 | E31 | K87 |E15| R29 | E21 [ K91, | H8 | C32 | P44 | K72 | E15 | R29
Q55
D13|R59 |D13| R59 | D28 | K87 | E21 | V28 | T39 | K87 | D46 | K72, |[R197| E71, | E15 | R29 | D13 | C32, | D46 | K72 | T39 | A64
P52 A64 R59
Q9 |R37, E21 [ K91 | D7 | K80 [ N50 | V28 | F47 | P52 |D195| K47 | N22 | R29 | D7 | K80 | E4 | R43 | H8 C30
C32,
R59
D7 | K80 (D13 | R59 | D7 | K80 [ Q45| A53 | E4 | R43 | D28 | K67 | C43 | M66 | L3 | Q38 | S6 | S79,
K80
D13 [ R59, | L3 | R43 | S6 | K80, | N22 | V28 | S6 | N76 | T39 | K67 | E21 | K91, [ E21 | K91 | D13 | R59,
175 R59 V28 K80
H8 | S34 | E4 | R43 | E15| R29 | E21 | V29, [ N12 | K80 | D13 | R59 | E31 | K87 | E15 | R29 | D7 K80
K91l
V10 | C30 | E15| R43 | A14| R28 | E15 | R29 | D7 | K80 | E4 | R43, |V115| K72 | V10 | V28 | N12 | K80
K80
E15 [ R29 D13 | R59 | D13 | R59 [ E21 | K91 | E7 | K80 | D46 | K72 | D13 | C30, | M1 S34
R59
E4 | R43 | H8 | K67 [S24 | L86 S48 | Q55 | N12 | K80 | D28 | K67
E21 | K91 | E4 E4 | T39 | K87 S40 | T65, | D7 | K80 | S40 | K67
K67
Q45| K91 D28 | K87 E4 | R43 [ Y27 | L86 | C43 | M66
D46 | Q55, E31 | K87 | P44 | K72
S54,
K72
S40 | T65 | Y27 | K87
E31 [ K87
E4 R43
D46 [ S54
F47 | P52

Interacciones entre los segmentos transmembranales de la simulacion CXCR3-CXCL10 CG-

MD. 0 ns: Y223-H237, Y235-M254, L256-A253 and V258-M254, 200-300 ns: Y150-H337.

Ons. TM1 T™M2 T™3 T™M4 T™5 T™6 T™7
™1 . N72-T100 - - - - Y60-S304

™2 . - D99-N134 - - - W109-Y308
™3 . . - - - - -

™4 i . - - D196-Q219 - -

™5 . . - - - - -

T™6 . . - - - . F364-H310
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100 ns

™1 ™2

T™M3

™4

T™M5

TM6 ™7

™1

™2

D99-N134

T™3

N132-D186

N132-Q219

™4

D186-Q219

T™M5

T™6

200 ns

™M1  TM2

T™M3

T™M4

TM5

T™M7

™1

™2

D99-Y308

T™3

- N132-F182, D186

N134-G307
:141-Y318

™4

D186-Q219

T™M5

T™M6

300 ns

™1 ™2

T™M3

™4

TM6

™7

™1

Y60-Y308

™2

D99-N134
W109-V126

™3

N132-D186

N132-Q219

™4

D186-Q219

T™5

T™6

400 ns

T™M1 T™M2

TM3

T™M4

TM5

T™M7

™1

- N71-T100

Y60-S304

™2

D99-N134

H94-W176

L102-Y308

™3

N132-F182, D186

N132-Q219

™4

D186-Q219

T™5

Y235-N314

T™6

500 ns

TM1 T™M2

TM3

™4

T™7

™1

- Y60-W109 -
N71-D99

™2

D99-N134

L101-W176

T105-Y308

™3

N132-D186

N132-Q219

N134-G307

™4

D186-Q219

T™5

T™6

600 ns

T™M1 T™M2

TM3

TM4

TM6

T™M7

™1

- N71-L95
Y60-W109

™2

D99-N134

H94-W172, W176

T105-Y308
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™3

N132-D86

N132-Q219

D148-T171

™4

D186-Q219

T™M5

T™6

700 ns

™1

™2

™7

™1

N71-D99
Y60-W109

N71-C311

™2

D99-Y308
L102-Y308

™3

- N132-D186

™4

D186-Q219 -

T™M5

- F224-W268

T™6

800 ns

™1

™2

T™M3

T™M4

TM5

TM6

™7

™1

Y60-T105

™2

D99-N134

D99-Y108

™3

N132-D186

N132-Q219 -

N134-G307
R150-Y318

™4

D186-Q219 -

T™5

T™M6

F264-H130

900 ns

™M1

T™M2

T™M3

T™M4

T™7

™1

N71-D99
Y60-T105

™2

D99-N134

H94-W176 - -

L102-Y308

™3

™4

T™M5

T™M6

1000 ns

T™M1

T™M2

T™M3

TM4

TM5

TM6

T™M7

™1

Y60-T105

™2

D99-N134

H94-W176 -

L102-Y308

T™M3

Y136-Q219

™4

D186-Q219

T™5

T™6
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Interacciones del complejo CXCR3-CXCL11.

0Ons 100 ns 200 ns 300 ns 400 ns 500 ns 600 ns 700 ns 800 ns 900 ns 1000 ns
RI[Q[R Q R Q R Q R Q R Q R Q R Q R Q R Q R Q
N22|A48| D7 | K26 | D46 | K80 | E21 | R83 [ E15 | K38 | S6 | F25,| D7 | K26 | E4 | R27 | E15| N55, | V2 | R27 | D13 | R29
K26 K47
A18|S49| E4 | R27, |[E293| K88 | S25| R83 | D13 | R29 | M1 | K26 | E4 | K26, | D13| R29 | E4 | R27 | E4 | R27 | R197| E90,
G28 R27 V89
D46|K87| S6 |R229 | E15| K70 | V5 | R29 | E4 | R27 | D7 | K26 | L3 | R27 |E15| K70 | D7 | G28, | D7 | V37, | S6 K38
R27, K38
K26
L11|Q72|D13| R29 | H8 | G28, (D13 | R29 | D7 | K26 | E4 | R27 | E21 | R83 |H194| R91 | A18 | R83 | E15 | K47, | D7 | K38
K26 K41
V2 [M24[N289| K88, | Q9 | K26 | E4 | R27 [ NS5O [ K78 | E15 | K70 | A18 | N56 (D195 R91 | E21 | R83 | D13 | R29 | S40 | R91
K47
E33|K92|E15| K70 | D7 | K26, | S6 | R27, | F47 | K80 | D13 | R27, | E15 | Y52, |[E196| R91 | E31| K92 | E21 | R83 | E33 | R91
R27 G28 R29 S49,
K70
Q9 |R29|D46| K80 | E4 | R27 | D7 | K26 | E21 | R83 | A18 | S54 |H194| R91 [E33 [ RO1 | Y27 | K92 | D52 | S79 | P41 | ROl
D13|R29,|E21 | R83 | V5 | R29 |D195| R91 [N289| E90 | E21 | N56, | E33 | R91 |R197| E90 |R197| E90 | N50 | S79, | S26 | N93
N56 R83 K78
S25| R83 | D13 | R29 | E33 | R91 [R197| E90 | S25 | R83 [R197| EQ0 | D7 | K26, | D13 | R29 | F47 | Q81 | A18 | K59
K47
E293| K87 | S34 | R91 [R197| E90 |L198| V89 | Q45 | R83 [N199| K88 | E31 | K92 |E293| K88 | D46 | K87 | E21 [ R83
v29| Ro1 H194| R91 [N289| E90, | T201| K87 | D46 | R83, |L198| K87 | N22 | S54 | T201| K87 |R197| E90 | E15 | K47
K88 K87
C290[ K87 |E196| R91 |E293| K88 [N199| K88 |A200| K87 | Q45| K87 | E21 | R83 [N199| K87 | E31 | K92 | F47 | Q81
R91, | E33 | R91 | D46 | K80, |E293| K88 (V118 | K87 | D46 | A82 | D46 | A82, | E33 | R91 | G30 | K92 | Q45 | K87
S26 K92 K87 K87
R197| R90 | G30| R91 [ Q45| K80 | E33 | R91 |N199| K88 | F47 | Q81 |E293| K88 | D46 | K87 [E196| R91 | D297 Q81
Y27 | K92 [ E31 | K92 | E15 | K70 | G30 | R91 |N289| K88 | S48 [ S79 | D52 | K78 | S48 | K78 | E33 | R91 | E4 | K26
31| ko2 |s206 N93, | S26 | K92 N50 | K78 | D52 | S79, E293| K88
E90 K78
r197| E96 E31 | K92 R197 | E9O, | Y27 | K92 N289| K88
V89
”~ K87, N22 | 185 | D13 | R29 A287| T65
186
N199| K87 E31 | K92 N50 | K78
S25 | R83 E33 | R91
£21 150, S34 | R91
R83
C43 | Q81 H194 | R91
S48 | Q81
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Interacciones entre los segmentos transmembranales de la simulacion CXCR3-CXCL11 CG-

MD. 500 ns: Y150-C234, H237, 600: R252-F320, 700 ns: R252-F320, 800 ns: R252-F320.

0ns

™M1

™2

T™M3

T™M4

TM5

TM6 T™7

™1

™2

D99-N134

™3

N132-D186

™4

D186-Q219

T™M5

T™6

100 ns

™1

T™M2

TM3

™4

™1

™2

D99-N134

™3

N132-D186

™4

D186-Q219

T™M5

T™M6

200 ns

T™M1

T™M2

TM3

TM4

TM5

TM6

T™M7

™1

Y60-S301

™2

D99-N134

H94-W176

D99-Y308

™3

A139-A22
Y150-Q219

N134-Y271
G138-W268

™4

D186-Q219

T™M5

G223-W268

T™M6

300 ns

™1

™2

T™M3

TM4

TM6

™7

™1

Y60-S301

™2

™3

N132-D186,

F182

G138-W268

™4

D186-Q219

T™M5

T™6

400 ns

T™M3

™4

™7

™1

Y60-S301

™2

D99-N134

N132-D186

™4

D186-Q219 -

T™M5

T™M6

500 ns

™M1

T™M2

T™M3

TM4

T™M7

™1

N71-T100

™2

D99-N134

H94-W176

D99-Y308
L102-Y308
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™3 - - - N132-D186 Y150-C234 N134-Y271 -
G138-W268
™4 _ . . . . . )
™5 . . . . . . N
™6 _ . . . . . )
600 ns  TM1 TM2 T™3 T™4 TM5 TM6 T™7
™1 - - - - - - Y60-S301
- - N99-N134 - - - L92-Y318
™2 D99-Y308
L102-Y308
W109-S304
™3 . . . N138-F182 Y136-L.218 G138-W268 .
Y150-Y233, C234
™4 - - - - D186-Q219 = -
T™5 . . . . . 4 .
™6 . . . . . 4 .
700 ns  TM1 TM2 T™M3 TMA4 TM5 TM6 T™M7
™1 - N71-D99 - - - - -
S80-H94
. . D99-N134 H94-W176 . . D99-Y308
M2 L102-Y308
L104-Y308
W109-S304
™3 - - - Y150-Y233 G138-W268 - -
™4 - - - - R186-Q219 - -
™5 . . ) . . . .
T™M6 - - - - - - Y271-.306
800 ns TML  TM2 TM3 T™4 TM5 TM6 T™7
™1 - - - - - - Y60-S301
™2 - - D99-N134 H94-W176 - - D99-Y308
™3 - - - N132-D186 - G138-W268 -
™4 . . . . . . .
™5 \ . . . . . .
™6 ) . . . . . .
900ns TM1 TM2 TM3 T™4 TM5 TM6 T™M7
™1 . . . . . . N
™2 - - D99-N134 H94-W176 - - D99-Y308
™3 - - - N132-Q219 - N132-Y271 -
G138-W268
™4 - - - - D186-Q219 - -
T™5 . . . . . . N
™6
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1000 ns ™1 ™2 T™M3 T™M4 T™M5

™

6

™7

™1 - N71-D99 - - -

™2 - - D99-N134 - -

D99-Y308

™3 - - - N132-D186 Y136-L218

™4 - - - - D186-Q219

T™M5 - - - -

T™6

Interacciones del complejo CXCR3-CXCL10 AA-MD.

0ns 25 ns 50 ns 75 ns 100 ns 125 ns 150 ns 175ns 200 ns 225ns . 250 ns
R| Q| R |Q|R|Q|R|OQ|R|OQ|R|Q|R|Q|R|OQO|R|OQ|R|Q|R]|O
E31 | K87 | P41 |K67|D13|K80|S40|T65,|S24 (K91 |D13|K83| E4 | N37 [ S24|K91|A18|Q55|E21|R59 |E21 [ R59
K67
E4 | R43| S40 |K67]|S48|Q55|P41| K67 |D28| K91 |[E21[K91[A14| C30|D28|K91|E21|R59|A14|C30|D13]| K87
D13 [ R59| C43 |K67|S40|K67|C43| K67 |S40(A64,|Y27|K87 |E21|R59, (P41 |K67 | D7 |K83| H8 | N37 |D46 | K67
K67 K91l
H8 | R59,| D13 |K80|P41|K67|E21|K67 |E21| R59 C43| K67 | L3 |[N37|D13|K83 Al14| C30
E78,
N76
S40 | A64| E21 |K91|C43|K67 Y27 | K87 S40 | K67 | D7 [R29|P41 K67 S6 [S36,
Q38
D28 | K67 | NAG32 |K87]|Y27 | K87 Y27 | K88 |E15[R29|Y27 [K67
S24 | K67 E21 |R59
Q116 | K72
E21 | K91
N22 | V28
sag | V2%
R29
E15 | R29
Interacciones del complejo CXCR3-a;0 AA-MD.
Ons 25 ns 50 ns 75 ns 100 ns 125 ns 150 ns 175 ns 200 ns 225 ns 250 ns
R A R A R A R A R A R A R A R A R A R A R A
R250(D337|R250| D337 (R342| D25 | A84 |H195|R342[ E27 |S364/K209|R353| D19 |R149(D193 T83 | E32 |[R149|D193| A84 | R31
R149(D193 E327| R31 [ R82|T190|R353| D19 [Y365(L353,| Y365 L353| T157 | K192|R353( D19| R82 | E24 [R342| E27 | T83 | R31
W258]
L79 | E24,|W33( E24 | T88 [D193|R342| D25 (Q341{D25 |R353 D19 [R149| D193|L159|Q333 S80 | R25 |R161| H56 | D89 | R31
R23
R342[R23,|R342| D25 [Y365(G352,|R352| C2 [R335( D25 | T83 |H195|R342| E27 |Q158{Q333W330| R23 |W330| R23 |R249|D341
D25 W258
W330| E37 | S87 | D193|R162| Q33 |W33( E24 |R353| D19 |R342/D25,|S366| F354|R161|Q51,|R353| D19 | R82 | E24 | R82 | E24
E27 T329
R353| D19| T88 | D193 |E327| R31 | S87 |[D193|R162[ Q333 Y160 Q333|W330| R23 |W330[ R23|R342| E27 | L159|W333W330] R23
Y265|Q217| Y365|W258,|C338 K28 | Y365|G217,|Y160|Q333|R161{Q51,|R161| 154 | R82 | E24|T157|D337| T83 | R31 [R149|D193
L353 W258 Q333
R249(D341R161| H56 [R353| D19 A84|T190(R149/D193|Y365(G217,[R342| E27|R161| Q51,| D89 | R31 |Y365|L353
W258, K53,
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L353 T329
R353| D19 [R335 R23 S87|D193|S336/W258 E327| R31 |S336[F354 R149|D193| A84 |W258R342( E27
E327| R31 Y365|G217Y365|G217, Q158|K330

W258
L159|Q333

Interacciones entre los segmentos transmembranales de la simulacion CXCR3-CXCL10 AA-
MD.

0ns

™1

™2

T™M3

™4

T™M5

T™M6

™7

™1

N71-D99
S80-H94

W71-C311

™2

V97-W176

T105-S304

™3

N132-D186

N132-Q219

™4

T™M5

T™6

25 ns

™1

™2

T™M4

™7

™1

N71-D99

™2

™3

N132-F182, D186

N134-C311

™4

T™5

T™M6

50 ns

™M1

™2

T™M4

TM5

™7

™1

N71-D99

™2

™3

N132-D186

S146-Y235

A137-N314

™4

T™M5

R216-Y271

T™M6

75 ns

™1

™4

T™M5

T™M6

™7

™1

™2

™3

N132-D186

S146-Y235

N134-W268

A137-N314
R149-Y318

™4

T™5

Q219-Y271

T™6

100 ns  TM1

™2

TM6

™7

™1

N71-D99

™2

™3

N132-F182

A137-N314

™4
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T™M5

R216-Y271

T™M6

125 ns TM1

™2 T™M3 ™4

TM6

™7

™1

N71-D99 - -

™2

™3

- - N132-D186

N134-W268

A137-N314

™4

T™5

R216-Y271

T™6

150 ns  TM1

TM6

™1

™2

™3

- - N132-D186

™4

T™M5

T™6

175 ns TM1

T™M2 TM3 ™4

TM6

T™M7

™1

™2

™3

- - N132-D186

N134-W268

A137-N314

™4

T™M5

T™M6

200 ns TM1

T™M2 T™M3 TM4

TM6

T™M7

™1

N71-D99 - -

™2

W109-S302

™3

- - N132-D186

N134-W268

A137-N314

™4

T™M5

T™M6

225ns TM1

T™M2 TM3 T™M4

TM6

T™M7

™1

A76-D99 - -

™2

™3

- - N132-F182

N134-W268

A137-N314

™4

T™5

T™6

250 ns TM1

TM5

TM6

T™M7

™1

™2

W109-5302

™3

- - N132- F182,

D186

N132-Q219

N134-W268

A137-N314
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™4

T™M5

Q219-Y271

T™6

Coordenadas del modelo general de interacciones CXCR3-Antagonistas

ID X Y Y4 Docking score
HydrogenDonor 2.11763237 -0.30249435 24.0271418 -7.38797992
HydrogenAcceptor 4.07133052 0.38834363 23.1344981 -7.06355805
Positivelon 3.18924941 1.48991084 22.7151267 -7.71650499
HydrogenDonor 1.52017682 9.42494474 28.9919468 -7.84607527
HydrogenAcceptor 3.79620948 1.31295872 20.3542982 -8.77217125
HydrogenDonor 4.80722679 2.00295143 10.1468125 =7.67327206
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Anexo lll. Interacciones de los complejos CXCR6 y CXCR6-CXCL16s

Interacciones entre los segmentos transmembranales de la simulacion CXCR6 CG-MD

Ons TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 T™M7
™1 _ 3 B B . . .
™2 - - - N72-S152 - - D77-R280, N284
™3 - - - 1111-S159 Y114-T194 - S116-R280
™4 i . . i ) . .
T™MS - - - - - Q195-Q244 -
T™6 . . . . . . .
100ns TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7
™1 - - - - N79-R285
™2 A76-N112 N72-W156 - - A76, D77-R280
™3 - - T110-V162 T124-T206 N112-R280
™4 . . . B} .
Q195-N248
™5 - - - -
G199-Q244
™6 - - - - T243-R280
200 ns TM1 TM3 T™4 TM5 TM6 T™M7
™1 . . . . . .
™2 - D77-N112 - - - D77-R280
i . T110-S163 _ _ _
™3 1111-S159
™4 . ) . B . .
_ . / . S188-k251, S255 .
™5
Q195-Q244
T™M6 - - - - - T243-R280
300 ns T™MI  TM2 T™M3 T™M4  TM5 TM6 T™7
™1 . . . . .
™2 - A77-T115 - - D77-R280
- - - S116-F241 Y109-v278
™3
N112-R280
™4 . . . . .
T™M5 - - - S188-K251, R254 -
T™6 - - - - T243-R280
400 ns TM1 TM3 T™4 TM5 TM6 T™M7
™1 - - - - - N49-P285
. D77. F80-N112 . . . D77-R280
™2
W87-Y109
; ; T110-5163 ; S116-F240 N112-R280
™3
1111-S159
™4 . . .
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S188-K251

™5
Q195-N248

™6 . B B B . B}

500 ns TM1 TM2 T™3 T™4 TM5 T™M6 T™7
™1 B B B . N 3 .

- A76'N112, T115 - - - D77_R280’ N284
™2 D77-N112

W87-Y109

™3 - - - T110-S163 T110-Q195 - 3
™4 N ) ) B B B} B}

] j ] ] j S188-R254, S255 )
™5

Q195-Q244

™6 _ B . . ) } }

600 ns T™M1  TM2  TM3 TM4 TM5 TM6 T™M7
™1 - - - - - - N49-P285
™2 - - - - - . D77-R280

- - - T110-S163 - S116-F240 Y109-Y278
™3

N112-R280

™4 3 B B B N N B

. . . . . S188-R254 .
T™5 Q195-Q244, N248

Y211-F234

™6 3 3 B . 3 B }

700 ns TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 T™M7
™1 3 . B 3 3 N
™2 - - A76, D77-N112 - - - D77-R280, N284

j ] j L106, T110-S163 F113-0244 ]
™3
T110-S159

™4 . - - $159-Q195 - -

3 . N B ) $188-S255 _
™5
Q195-Q244, N2480

™6 . ) - - - - T243-R280
800 ns T™1 T™M2  TM3 T™M4 TM5 TM6 T™7
T™M1 B . 3 . - - N49-P285
™2 - - - - - - D77-R280
™3 - - - - Y114-Q194 F113-Q245 N112-R280
™4 B} ) ) B} ) ) N

i i i i i S188-R254 i
™5
Q195-N248
™6 . B B} . - - V236-N284
900ns TM1 TM2 TM3 T™4 TM5 T™M6 T™M7
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™1 - - - - - - N49-P285

™2 - - - N72-S152 - - D77-R280, N284

. . i . Y114-T194 S116-Q244 .

™3
T124-1206

™4

Q195-N248

T™5
Y211-F234
T™6 - - - - - - -

1000 ns ™M1 ™2 T™M3 T™M4 TM5 TM6 ™7
™1

™2 - - - - - - D77-R280, 284
™3 - . R - - - ¢

™4 - - - - - - z
T™M5 - - - - - R -

T™M6 - - - - - - F240-R280

Interacciones de la secuencia DRF en la simulacion CXCR6 CG-MD.

Residuo Ons 100ns 200ns 300ns 400 ns 500 ns 600 ns 700 ns 800 ns 900 ns 1000 ns

C122 *Q141, C122, *K143, *K143, *K143,C122,*K143,C122, *K143, *Y138, C122,V131, *Q140,*K143,

D126 C122,1129 1129, C122, C122 1129,v130 1129,V130 C122 *K143, Q140,Q141 C122,V130
V130 V130 C122
R127 T1241123,T124 T124 *1123, 1124 *Q225,1123 1123 *Q141, *Q141,1123*Q141,*F224 *Q141,1123,
T124,V131 *F224,1123 T124

F128 T124 T1T124, T124 T124,V131 V125 V125,V132 V125 T124,V125T124,V125 T124 T124,V131
V132

* Interacciones entre la cadena lateral de losresiduos de la secuencia DRF. Los residuos no polares interactian a través de
la cadena principal.

102



Interacciones del complejo CXCR6-CXCL16s CG-MD. * representan los puentes salinos.

0ns 100 ns 200 ns 300 ns 400 ns 500 ns 600 ns 700 ns 800 ns 900 ns 1000 ns
RIQIRIQ|J]R|OQ|IR|IQ|IR|OQ|I[R|IOQ|IR|Q|R|Q|IR|OQ|JR]J]Q]JR]OQ
E259| R43 | D5 |R67,|(E259 R43,| D5 | R67 [Y260 R43 | D25| K42,|E259 R43 W258| S33 |[E259| R43 | E21| L77 |[E259| R43
Q75 T72, R57
K86
S18| S78| D9 |S37,| D25| R43,| M1 | R63 |[E259 R43,| E8 | K42,/ D17| K42 | E3 |R59 |D17 | K42 | D17| K42, |E185| G36
R67, 144 G83 R57 S46
R73,
Q75
D17 | K42 |G11| T35 |E22| K42 | E3 |R63 |E21| R73| Y6 | T35, |E185 S33 [E259(*R43| E3 | R59 [E259 R43 |E21| R57
G36
D9 |R67,| H7 | S33|E21| S37 [G11| S37 | S13|R67,[{G11| T35 | D5 | R73|Y260| G41| H4 | R59| D9 | R67 [D184| R67
R73, R73
Q75
E8 |R57,|E259[*R43,/S255 S33 |D25| K42 | D5 |*R57,| D9 |R67,| E8 [R63,| D9 [R67 | D5 | R73| E3 | R59| D9 | R73
*R63, S46 R59 R73, *R73
Q75 S80
S13|R73,|S13 | R43|N16| S37,|E21 | R43 | E8 |R57,| D5 | R67 | E3 | R59| D17 |*K42| E8 |R63,| E8 | R63| D5 | R73
Q75 R73 H61 *R73
M1 | T35|S14 | R43|S14|S45,|S18 | R43 | D9 |R67,| S14| R43 | S14| R67| E8 |R63,| D9 | R67 |D75| R73| E8 | R63,
R73 Q75 Ab64, R73
R73
D5 | T35, Q24| N56 | S13| S45, | E22 |*R43| H4 |*D47,/N16| R43 | D9 |*H66, D5 |R73|Y10| C38 H4 | H61
G36 R73, R57 R67
S80
E22 | K42 | H7 |*D47,Y260| K42 | H7 | D47 |[E259 R43 S19 | S80 [D184| R67 N16 | K42,
R57 L77
E8 |K42,| E8 | R57,|E259| S45Q20(S33| E3 | R63 D184| S37 Y268 K42
R57 R59
E3 |R63| D5 | R59 [N16 |R43, [H183| S33 |D176| G32 E21 | S78 E3 | R59
S45
H4 |H61| D9 | R67,| H4 | S78 | S19| G32|T264| S51
S78
E8 |R57, Y261 S48
*H61,
W79
H7 | S33,
R57
Y10 | G41
D9 |G41,
R73
Y6 | G36
D176|G32,
T35
K177| G32
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Interacciones entre los segmentos transmembranales de

la simulacién CXCR6-CXCL16s CG-

MD
Ons TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 T™M7
™1 ) 3 3 ) ) B B

D77-R280
™2 - - - - - -

T83-Y278
™3 - - - G107, T110-S163 - Y110-K251 -
™4 ) ) ) 3 3 B B}
T™M5 - - - - - L192, Q195-N248 P
T™6 B} 3 3 B} B} B B
100ns TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7

™1 - - - - - - N49-P285
™2 - - - N72-S152 - - D77-R280, N284
™3 - - - T110-S163 Y114-T194 F133-Q244 -
™4 ) ) 3 ) 3 . B
™5 B} B 3 B} B} _ 3
T™6 - - - - - - T243, Q244-280
200ns  TM1 TM2 TM3 TM4 - TM5 TM6 TM7
™1 - N49-D77 - S - - -
™2 - - A76, D77-N112 - - - D77-R280
T™3 - - - f - N112-Q244 N112-R280
T™4 ) ) 3 : 3 3 B
™5 B B 3 B B 3 _
V236-N284
™6 - - 1 - - -
T243-R280
300ns TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 T™M7
™1 3 B B} B . - N49-P285
™2 - - . - - - D77-R280, N284
- - - - Y114-T197 ¥109-K251 -
™3
S116-Q244
™4 B} : 3 _ B B B}
B ) 3 B ) Q195, F200-N248 ]
™5
Y211-F234
™6 g - - - - - T243-R280
400.ns T™M1 T™M2 TM3 T™A4 TM5 TM6 T™7
™1 B} _ B} B} 3 B
™2 - W87-Y109 - - - D77-R280
- B B ) N112-Q244 i
™3
S116-F240
™4 3 B B} B} 3 _
™5 ) B B B 3 _
TM6 . - - . . T243-R280
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500 ns

™1

™2

T™M3

™4

T™M5

TM6

™7

™1

Y38-Y278

N49-P285

™2

T83

-N112

N72-S152 -

D77-N284

™3

- G107, T110-S163 -

™4

T™M5

G199-Q244

T™6

Q244-R280

600 ns TM1

™2

T™M3

™4

TM5

TM6

™7

™1

S56-L70

™2

A76-S116

N72-S152

D77-R280

T™3

T115-S159

T110-Q195

M117, T121-T206

M117, F113-Q244

™4

T™M5

S188-R254

T™M6

T243-R280

700 ns

TM3 TM4

TM6

T™M7

™1

™2

D77-R280

™3

- T11-S159

F113-Q244

™4

T™5

L198-N248

T™6

K251-Y278

800 ns

™M1

T™M2

TM3

TM4

TM5

TM6

™7

™1

™2

N72-S152

D77-R280

™3

T110-S163

1111-S159

T115-1155

T121-T206

F113-Q244

Y114-N248

™4

T™M5

S188-S255

T™M6

T243-R280

1232-Y288

900 ns

T™M1

T™M2

TM3 T™M4

TM5

T™M7

™1

N49-L78

™2

D77-R280

™3

- 1111-S159

T121-T206

™4

T™M5

S$188-5255

L198, G199-N248

T™6
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1000 ns ™M1  TM2 T™M3 T™4 TM5 T™6 T™7
™1 3 3 B B} B} B }
™2 - - A76-S1160 N72-S152 - - D77-R280
T™3 - - - - T110-T197 - Y109-Y278
™4 - - - - V162-T194 - -
T™5 - - - - - S188-R254 -
™6 3 . ; B - - T243-R280
Interacciones de la secuencia DRF en la simulacion CXCR6 CG-MD.
Residuo Ons 100ns 200ns 300 ns 400 ns 500 ns 600 ns 700 ns 800 ns 900 ns 1000 ns
p126 C122,C122,1129 1129, V130 1129, C122,1129, *K143,1123, *K143,  *K143, *K143,C122, *K143,C122,
V230 V130 V130, V130 1129,V130  C122, C122,1129, V130 1129,V130
C122 V130 V130
RIZT  |123,%65,A142, *1123, *F69,1123 1123 1123,T124 1123 1123,v131 1123 *1.65,*T66, *Y138,*Y288,
T124,1123,T124, T124 1123 *$292,1123
V131 T217
F128  1124v132,7217 Ti24, Ti24, Ti24, T123, - T124, T124, T123 V125
V131, V131, V131, V125, V131, V131, V125,
V132 V132 V132 V132 V132 V132 V132

* Interacciones entre la cadena lateral delos residuos de la secuencia DRF. Los residuos no polares interactian a través de

la cadena principal.

Docking score y pIC50 de los 82 ligandos reportados como antagonistas de CXCR6.

D Docking pIC50 Docking pIC50 0 Docking pIC50 D Docking pIC50
Score Score Score Score

FO-1 -8.02 5.237 FO-26 -8.85 6.456 FO-51 -8.17 4.076 FO-76 -8.79 6.569
FO-2 -7.98 4.398 F0-27 -8.44 5.745 FO0-52 -8.95 4.319 FO-77 -9.88 6.585
FO-3 -9.46 4.585 F0-28 -7.91 5.237 F0-53 -9.79 4.31 FO-78 -9.82 6.959
FO-4 -9.06 4.398 FO0-29 -8.82 6.796 FO-54 -8.35 4.301 FO-79 -10.71 6.602
FO-5 -7.83 4.398 F0-30 -8.78 6.796 F0-55 -8.75 4.292 F0-80 -10.57 5.509
FO-6 -8.02 4.398 F0-31 -7.48 5.947 F0-56 -9.14 4.284 F0-81 -10.08 7.097
FO-7 -7.65 5.237 FO0-32 -8.09 4.418 FO-57 -8.28 4.301 F0-82 -8.92 7.398
FO0-8 -8.57 5.824 F0-33 -7.8 6.456 F0-58 -7.88 4.301 - - -
F0-9 -8.32 5.022 F0-34 -8.79 5.609 F0-59 -7.7 4.301 - - -
FO-10 -8.29 4.721 F0-35 -7.39 6.215 F0-60 -7.52 5.167 - - -
FO-11 -1.52 4.398 F0-36 -7.91 4.398 FO0-61 -8.11 5.022 - - -
F0-12 -8.32 4.398 F0-37 -8.98 4.301 F0-62 7.4 4.625 - - -
FO-13 -8.53 4.398 F0-38 -8.5 4.301 F0-63 -8.79 5.469 - - -
FO-14 -7.43 4.398 F0-39 -8.14 4.301 F0-64 -8.63 5.174 - - -
FO-15 -9.32 4.398 F0-40 -8.62 4.398 FO0-65 -9.83 4.625 - - -
FO-16 -7.46 6.208 F0-41 -8.5 4.398 F0-66 -9.42 4.301 - - -
FO-17 -8.24 6.854 F0-42 -7.69 4.398 F0-67 -9.89 4.301 - - -
FO-18 -8.45 6.102 F0-43 -7.27 4.398 F0-68 -10.39 6.046 - - -
FO-19 -8.08 5.678 F0-44 -9.49 4.398 FO0-69 -10.26 6.523 - - -
F0-20 -8.55 6.796 F0-45 -7.88 4.398 FO-70 -10.08 5.161 - - -
FO0-21 -8.23 6.194 F0-46 -8.67 4.398 FO-71 -9.94 4.979 - - -
F0-22 -7.56 6.032 F0-47 -8.32 4.398 F0-72 -9.67 4.301 - - -
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F0-23 -8.68 5.796 F0-48 -8.79 4.398 FO-73 -9.37 4.896 - - -
F0-24 -8.17 6.076 F0-49 -9.58 4.398 FO-74 -9.31 6.886 - - -
F0-25 -8.08 6.387 FO-50 -8.01 4.577 FO-75 -10.74 6.77 - - -

Coordenadas del modelo general de interacciones CXCR6-Antagonistas

ID X Y Z pIC50
HydrogenAcceptor 59.3727714 65.3909095 84.6451686 0.35058078
HydrogenDonor 68.0164846 62.7024904 78.145012 0.49724503
Hydrophobic 61.415877 64.3341687 84.2736825 0.23059505
Hydrophobic 59.6718027 64.7809546 84.5175079 0.92742875
HydrogenAcceptor 64.834003 62.398006 86.2247568 0.65716015
HydrogenDonor 64.1215167 71.7991167 87.7533 0.59623049

Estadistica de los diez modelos del 3D-QSAR

Modelos g2 R?

F-Test

Grupo de prueba

Modell 0.6329 0.8639

67.2740

33, 30, 39, 22, 61, 28, 36, 53, 9, 66, 56, 59, 24, 48, 72, 18,2, 52, 13, 41, 62, 46, 75

Model2  0.6066 0.8427

56.7877

52, 3, 24, 19, 29, 76, 32, 34, 28, 26, 2, 80, 59, 14, 49, 61, 53, 7, 42, 46, 81, 47, 66

Model3 0.5307 0.8076

63.7844

2, 1, 66, 52, 64, 34, 74, 65, 16, 14, 29, 32, 46, 3, 23, 62, 59, 54, 26, 59, 36, 49, 81

Model4 0.4906 0.8718

72.0608

27,50, 25, 9, 2, 23, 14, 67,41, 70, 33, 28, 39, 79, 66, 36, 13, 1, 71, 55, 82, 3,76

Model5 0.5178 0.8637

67.1780

4, 80, 39, 29, 28, 37, 26, 53, 25, 58, 55, 77, 54, 23, 31, 69, 19, 7, 70, 64, 16, 81, 34

Model6 0.2146 0.8054

43.8604

18, 31, 1, 30, 77, 22,7, 3, 71, 49, 58, 28, 79, 14, 24, 25, 55, 20, 51, 56, 17, 34, 57

Model7 0.6397 0.8731

72.8980

18, 74, 38, 2, 72, 80, 28, 52, 16, 15, 12, 73, 70, 26, 47, 13, 32, 54, 65, 62, 59, 79, 56

Model8 0.5430 0.8624

66.4102

6, 69, 80, 44, 36, 55, 58, 39, 15, 7, 46, 24, 41, 53, 32, 51, 29, 45, 82, 78, 20, 79, 40

Model9 0.5340 0.8479

59.1133

20, 79, 42, 29, 40, 75, 9, 77, 41, 28, 19, 59, 15, 62, 50, 43, 69, 17, 31, 53, 21, 76, 66

Modell0 0.5404 0.8264

50.4763

23, 52,.30, 31, 14, 24, 32, 22, 16, 27, 3, 65, 72, 36, 46, 45, 51, 15, 6, 55, 12, 43, 75
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Anexo IV: Acoplamiento molecular de ligandos en la enzima tirosinasa.

Base de datos de los activadores alostéricos de la TYR.

Docking Estructura
ID
Score
o
H2N\©)‘\
TYR-active-1 -5.79
O
TYR-active-2 -5.36 H2N/©)‘\
0
SAA®
o F
TYR-active-3 -8.31 0=
0
oL
0 NF F
O\/
TYR-active-4 -8.52 N =
o)
" C
o cl
O-
TYR-active-5 -7.55 N -
0
SAA®
OW@/CI
TYR-active-6 -8.5 O\
)
SAA® C'
0 =
O\/
TYR-active-7 -8.86 N cl
)
e F
ow@,m
TYR-active-8 -8.45 0N
)
SAAe
TYR-active-9 -9.02 o~y 0T
(0]
OO
0N\ o
o~/
TYR-active-10 -6.73 OJ
o/
(@) O 0
TYR-active-11 -6.8 x /
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TYR-active-12 -9.38
o
A
O/Y\N
N:N/
O
TYR-active-13 -8.39 i
o)
OO
O/Y\N
N:N/ .
TYR-active-14 -7.84
0
SAA®
OMN
N:N/ C
TYR-active-15 -7.75 F
(@) (0] 0
. /
TYR-active-16 -6.26
(0] (0] 0
S /
TYR-active-17 -6.65
(@) (@) fe)
S Y
TYR-active-18 -7.17
(0] (0] o
W W
TYR-active-19 -6.93 Q
00O fe)
e &
TYR-active-20 -6.41
(0] (0] o)
T I‘ s
TYR-active-21 -6.56 H X0
O. (0] 0
f\ C ‘
HTSN
TYR-active-22 -7.86 ©/
[ONGO) 0
% C ‘
TYR-active-23 -6.74 HO
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TYR-active-24 -7.13 /&O
OO o
O
o
TYR-active-25 -7.72
Cl
o1
=
0.0 o
TYR-active-26 -7.02 w
cl
O—N
=
O (0] (0] cl
TYR-active-27 -7.83 1/\©/
-N
SO0
NS
O (0] (6]
TYR-active-28 -7.52 1;@/

Coordenadas del modelo general de interacciones TYR-Activadores alostéricos

ID X Y Z Docking score
Hydrophobic 2.187852941 15.82792941 6.969184314 -0.836183749
HydrogenAcceptor -1.014511905 17.79342262 10.84190476 -1.545838463
HydrogenDonor -14.6287 9.778963889 14.46765278 -2.289475723
Aromatic -7.534909722 15.30397917 13.18090417 -0.971110578
HydrogenAcceptor -7.600789474 15.90489474 10.77284211 -2.947390702
HydrogenAcceptor -4.788855556 15.23582222 18.19411111 -2.424687122
Negativelon -6.902341667 14.309625 15.02521667 -0.972030651
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