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RESUMEN

Debido a la gran demanda que existe actualmente por los biocombustibles, se ha
optado por utilizar semillas alternativas al girasol, colza, soja y maiz. Una de esas
alternativas es la semilla de higuerilla (Ricinus communis) que no compite con éstas
en la industria alimentaria. Durante la extraccién del aceite de higuerilla, se generan
grandes cantidades de residuo sélido, el cual presenta un gran problema debido a su
alta toxicidad. Estudios previos han confirmado la detoxificacion de este residuo
cuando se combina con compuestos polifendlicos. Sin embargo, tales estudios no
mencionan las interacciones quimicas involucradas en el proceso de detoxificacion.
En este sentido, tanto técnicas analiticas experimentales como la electroforesis,
espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis), y cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), asi como estudios tedricos de acoplamiento molecular, son
necesarios para predecir las interacciones y estabilidad de los complejos formados
entre la proteina ricina y los compuestos derivados de grupos flavonoides como la
quercetina, permitiendo el analisis del tipo de interaccion, el sitio activo, las energias

de enlace y las diferentes conformaciones en el proceso de detoxificacion.

La presente tesis tiene como finalidad proveer los analisis necesarios para entender
el tipo de interacciones moleculares generadas entre los compuestos fendlicos
seleccionados con la proteina ricina, proporcionando informacion atil acerca de la
interaccién como posibles inhibidores de los sitios activos de esta proteina, utilizando
calculos de acoplamiento quimico-cuantico y molecular, mapeos de potencial
electrostatico (MEP), Docking Molecular , ajuste y alineacion antes y después de la
interaccion y parametros de transferencia de carga de los grupos de flavonoides
(quercetina,epigalocatequina galato,procianidina B2 y procianidna C1), asi como
analisis experimentales de la proteina ricina con el flavonol quercetina mediante
electroforesis, UV-Vis y HPLC.

Palabras clave: Ricina, quercetina,epigalocatequina galato,proantocianidinas,

interaccidon,acoplamiento molecular.
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ABSTRACT

Due to the high demand for biofuels, it has been chosen to use alternative seeds to
sunflower, rapeseed, soybean, and corn. One alternative is castor seed (Ricinus
communis), which does not compete with these in the food industry. Large amounts
of solid residue are generated during the extraction of castor oil, which presents a
significant problem due to its high toxicity. Previous studies have confirmed the
detoxification of this residue when it is combined with polyphenolic compounds.
However, such studies do not mention the chemical interactions involved in the
detoxification process. In this sense, both experimental, analytical techniques such as
electrophoresis, ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), and high-performance liquid
chromatography (HPLC), as well as theoretical molecular coupling studies, are
necessary to predict interactions and stability of the complexes formed between the
ricin protein and the compounds derived from flavonoid groups such as quercetin,
allowing the analysis of the type of interaction, the active site, the binding energies
and the different conformations in the detoxification process.

The purpose of this thesis is to provide the necessary analyzes to understand the
type of molecular interactions generated between the selected phenolic compounds
with the ricin protein, providing helpful information about the interaction as possible
inhibitors of the active sites of this protein, using coupling calculations. Chemical-
guantum and molecular, electrostatic potential mappings (MEP), Molecular Docking,
adjustment, and alignment before and after the interaction and charge transfer
parameters of the flavonoid groups (quercetin, epigallocatechin gallate, procyanidin
B2, and procyanidin C1), as well as experimental analyzes of ricin protein with

guercetin flavonol by electrophoresis, UV-Vis and HPLC.

Keywords: Ricin, quercetin, epigallocatechin gallate, proanthocyanidins, interaction,

Molecular Docking.
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I. INTRODUCCION

La creciente importancia y el renovado interés por el eficiente manejo de recursos
energéticos, ha desembocado en un crecimiento acelerado de la produccion y

utilizacién de biocombustibles (biodiesel) en muchas partes del mundo.

El Biodiesel, se obtiene a partir del procesamiento de aceites vegetales tanto usados
y reciclados, como aceites obtenidos de semillas oleaginosas de cultivos energéticos
como girasol, colza, soja y maiz; sin embargo, el uso de estas semillas puede
competir con la industria alimentaria, es por esto que actualmente se utilizan semillas
alternativas como las obtenidas de la planta de higuerilla (Ricinus communis). Esta
planta también es llamada palma cristi, castor, higuera infernal, tartago, higuereta y
ricino. Es un arbusto silvestre que crece en la mayor parte de las regiones tropicales,
sus semillas son venenosas, por lo cual no son consumidas directamente, sino que
son prensadas y sometidas a extraccion por solventes para obtener aceite y residuo
sélido (Arango,1990).

El residuo sdlido de ricino que queda después del proceso de extraccion del aceite,
representa aproximadamente la mitad del peso de la semilla (Robb, Laben, Walker y
Herring,1974) y tiene un contenido total de proteinas de 34-36%. A pesar de su
disponibilidad y alto contenido de proteinas, el residuo sélido no ha encontrado un
lugar como suplemento de proteinas debido a su alta toxicidad, producida por una
fitotoxina denominada ricina, la cual puede estar presente entre 1.5 y 2.4% del
residuo solido (Ambekar y Dole,1957;Voisin, Jansen y Gros,1982) , por lo cual es
importante lograr su detoxificacion no solo para evitar una intoxicacion con esta
proteina, sino también para utilizar el gran numero de aminoacidos existentes en la
torta de higuerilla y dar un valor agregado a este desecho en la industria
agroalimentaria; ya que se sabe que existe un incremento significativo de la
demanda global en productos de origen animal lo cual requiere de un suministro
cada vez mayor de proteina en su dieta, siendo necesario revisar constantemente

fuentes y sus alternativas para logar solventar esta necesidad (FAO, 2002) .
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Il. ANTECEDENTES
2.1 Aspectos generales

Debido al gran interés que se tiene en la detoxificacion del residuo sélido generado
en la extracciéon del aceite de higuerilla, estudios previos realizados en la Facultad de
Ciencias Quimicas por Amaya (2016) y Martinez (2014), lograron obtener una
precipitacion de la ricina con polifenoles obtenidos del orujo de uva y cascara de
nuez, logrando asi la detoxificacion del residuo sélido (torta) obtenido en la
extraccion de aceite. Lo cual fue comprobado al evaluar la toxicidad y alergenicidad
en animales de experimentacién (ratones). Los parametros analizados durante el
periodo de observacion fueron: el aspecto fisico, comportamiento y examenes
fisicos; como resultado, los animales de experimentacion no mostraron signos de

afectacion por las sustancias de prueba.

Existen antecedentes que demuestran una precipitacion de la proteina ricina con
polifenoles como Amaya (2016) y Martinez (2014), ademas Dyer et al. (2016)
reportaron que existe la interaccion de la proteina ricina con el flavonol
epigalocatequina galato, sin embargo, aun no se ha reportado o identificado el grupo
que puede interactuar selectivamente con los sitos activos de la proteina, asi como el

tipo de interacciones moleculares presentes.

2.2 Ricina

La ricina forma parte del grupo de proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs) de
tipo 2, que se caracterizan por presentar dos cadenas polipeptidicas: una capaz de
inhibir la sintesis de proteinas y otra con propiedades de lectina, es decir, capaz de
unirse a hidratos de carbono (Barbieri,Battelli y Stirpe,1993;Girbes et al., 1996;Van
Damme et al., 2001). La ricina es el principal representante de las RIPs de tipo 2
(Olsnes y Kozlov, 2001;0lsnes y Pihl, 1973) y esta constituida por una cadena A de
267 aminoacidos y 30-32 kDa, unida por un puente disulfuro a una cadena B de 262

aminoacidos y 32-34 kDa (Figura 1). El puente disulfuro entre ambas cadenas se
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establece mediante los restos de cisteina en la posicién 259 de la RTA y 4 de la RTB
(Rutenber et al., 1991).

CADENA B CADENA A

Figura 1. Estructura de la ricina. La cadena A esté a la derecha y la cadena B a la izquierda. La linea
gruesa en la parte inferior representa el puente disulfuro que une ambas cadenas (Deus et al., 2011).

En el ser humano las moléculas de ricina entran en la célula uniéndose a la
superficie celular por la cadena B, que ingresa por endocitosis en las vesiculas de la
membrana y se transporta al endosoma, algunas moléculas de ricina vuelven a la
superficie celular por exocitosis o se degradan en los lisosomas, otras entran al
complejo de Golgi y son trasportadas hacia el reticulo endoplasmico en el cual se
separa la molécula en sus dos cadenas (A y B). La cadena A de la ricina es
trasladada hacia el citosol, uniéndose a los ribosomas libres para realizar una accion
enzimatica en la cual se elimina una molécula de adenina del acido nucleico
ribosomal (rRNA), como consecuencia el ribosoma queda desactivado y se detiene la
sintesis de proteinas. Una molécula de ricina puede eliminar tantos ribosomas hasta

gue logra matar a la célula (Stirpe y Battelli, 2006).

Los sintomas de intoxicacion por ricina son dolor abdominal, diarrea a veces

sanguinolenta y vomitos. Posteriormente se produce una severa deshidratacion e
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hipotensién, estos sintomas generalmente comienzan a las pocas horas de la

ingestion.

La dosis letal de la ricina depende de la via de exposiciéon, 5 mg por kg de ricina via
intravenosa, 100 mg por via oral o si se consumen de 5 a 20 semillas. Sin embargo,
aunque se sabe que se puede impedir la absorcién del téxico por medio de un lavado

gastrico en caso de ingesta, no existe un antidoto especifico (Franz y Jaax,1997).
2.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos polifendlicos son los fitoquimicos mas abundantes en frutas y
verduras, actualmente se tienen identificadas 8000 estructuras fendlicas
(Bravo,1998). Su interés principal radica en los beneficios que aportan a la salud
como agentes reductores, mas comunmente denominados antioxidantes
(Diplock,1998). Los compuestos polifendlicos se clasifican en subcategorias
dependiendo de su esqueleto estructural, variando su naturaleza desde moléculas
simples hasta compuestos de naturaleza polimérica. Se clasifican de acuerdo al
namero de atomos de carbono que presentan en su estructura (Rainey-Smith et al.,
2008,Figura 2).

2.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fenodlicos constituyentes de la parte no energética
de la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como
vino y cerveza, ademas proporcionan color y sabor a los alimentos. Los flavonoides
se dividen en varias clases segun su grado de oxidacion en el heterociclo ( Figura 3).
La estructura del flavonoide consta de un esqueleto difenilpropano (C6-C3-C6) como
se observa en la Figura 4, formado por dos anillos aromaticos (A y B) unidos a través
de tres atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado (C) (Rice-

evans,Miller,Bolwell,Bramley y Pridham, 1995).
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Figura 2. Principales compuestos fendlicos sin los grupos hidroxilo constituyentes.
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Figura 3. Clasificacion de flavonoides.
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Figura 4. Estructura principal del grupo flavonoide.
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2.3.1.1 Flavonoles y flavanoles

Los flavonoles son polifenoles que pertenecen a la clase de los flavonoides. Son
moléculas incoloras que se acumulan principalmente en los tejidos externos y
aéreos, como las hojas de frutas y vegetales, ya que su biosintesis es estimulada por
la luz. Quimicamente, estas moléculas difieren de muchos otros flavonoides ya que
tienen un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 y un oxigeno (un grupo cetona) en
la posicién 4 del anillo C. Los flavonoles estan representados principalmente por
glucésidos de quercetina, kaempferol, isoramnetina y miricetina (Han, Shen, y Lou,
2007).

La quercetina es la principal representante de los flavonoles ya que ademas de ser
un potente antioxidante, puede quelar los metales, eliminar radicales libres de
oxigeno y prevenir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad, ademas es un
pigmento natural hidrosoluble que se encuentra presente generalmente como O-
glicésidos en altas concentraciones en especial en la cebolla, manzana y la uva
(Hollman et al., 1997).

Los flavanoles también se llaman flavan-3-ols. Son flavonoides que utilizan el
esqueleto 2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol. Hay cinco moléculas basicas que
forman los bloques de construccion para esta clase de flavonoides: catequina,
epicatequina, epigalocatequina, galato de epicatequina y galato de epigalocatequina
(EGCG). Estos se llaman monomeros. Cuando dos de los cinco flavan-3-ols se
juntan, se llaman dimeros; y cuando dos a cinco estdn vinculados, se llaman

proantocianidinas (Ottaviani,Momma,Kuhnle,Keen y Schroeter, 2012).

La epigalocatequina galato (EGCG) es un flavanol que se encuentra principalmente
en el té verde. El estudio principal de este flavanol se debe a que posee la capacidad
de inhibir la accion de la proteina llamada Dyrk1A producida en exceso en el
sindrome de Down desencadenando dafios en la funcion cerebral (De la Torre-
Robles et al., 2014).
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2.3.1.2 Proantocianidinas

Las proantocianidinas son estructuras compuestas por la union de flavanoles,

conocidos comunmente como taninos condensados (Lea y Arnold, 1978).

Después de la lignina, representan la clase més abundante en la naturaleza (Gu et
al., 2004;Matthews et al., 1997;Scalbert,Albrecht y Rabot, 2000). Existe una gran
variedad de clases de proantocianidinas dependiendo de la unidad monomeérica de la
que esté compuesta, se diferencian estructuralmente de acuerdo al numero de
grupos hidroxilo, su posicién en los anillos aromaticos y su configuracion espacial en
las unidades de flavanoles constituyentes, pueden presentar una estructura
homogénea constituida Unicamente por unidades de un flavanol o presentar una
composicibn mixta con diferentes unidades monoméricas (Aron y Kennedy,
2008;Masiakowski y Wang, 2013).

Segun el tipo de unidn de las proantocianidinas pueden ser del tipo A y de tipo B, en
los enlaces del tipo B las unidades de flavan-3-ol se encuentran unidas por el enlace
carbono-carbono entre el carbono C4-C6 o C4-C8. Sin embargo, las
proantocianidinas del tipo A presentan una unién adicional entre el carbono C2 y en

el hidroxilo del carbono C7 (Huemmer y Schreier, 2008). Ver Figura 5.

OH

Enlace tipo A Enlace tipo B

Figura 5. Enlace de tipo Ay B presente en la estructura de las proantocianidinas.
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Debido a la gran cantidad de grupos hidroxilos presentes en estos compuestos
generan una amplia reactividad con otras moléculas, principalmente con las
proteinas ya que se tiene una alta afinidad por ellas (Hagerman y Klucher,
1986;Santos-Buelga y Scalbert, 2000). La reactividad que se presenta esta dada por
el grado de polimerizacion del compuesto, los enlaces interflavanicos y el patréon de
hidroxilacién (Lu y Foo, 2000).

2.4 Interaccion proteina-polifenol

Actualmente se sabe que las proteinas pueden llegar a formar complejos con
compuestos polifendlicos, que conducen a cambios en sus propiedades
estructurales, funcionales y nutricionales. Tedricamente, las interacciones entre las
proteinas y polifenoles se pueden dividir en tres etapas: (I) Moléculas de varios
polifenoles pueden unirse con el péptido; (Il) Si la cantidad de polifenol es lo
suficientemente alta, dos moléculas de péptidos son capaces de formar
recubrimientos de polifenoles que generan la precipitacion; (lll) Mas polifenoles son
afiadidos y forman complejos largos. Se sabe que las agregaciones de polifenoles
estan involucradas en interacciones hidrofobicas, por puentes de hidrégeno
(Carvalho,Mateus,Plet,Pianet, Dufourc y De Freitas, 2006;Diniz et al.,
2008;Hagerman et al., 1998;McManus et al., 1985;Van-Buren y Robinson, 1969)
fuerzas de Van der Waals y entrecruzamiento. Estas interacciones pueden ser
afectadas por diversos parametros como son la temperatura, el pH, el tipo de
proteina, la concentracion de proteina, asi como la estructura de los compuestos
polifendlicos (Hagerman y Klucher, 1986). Se han propuesto modelos para las
interacciones proteina-polifenol como Joébstl, O’Connell, Fairclough, y Williamson
(2004), los cuales describen un modelo de tres etapas de union de proteinas no
especificas (Figura 6) que incluyen varios pasos: (1) se produce una unién inicial,
saturando de polifenoles los sitios hidréfobos de la proteina, posteriormente ésta es
enrollada aleatoriamente para inducir una compactacion; (2) la dimerizacion y la
agregacion de polifenoles que cubren la proteina (estabilizada por enlaces

intermoleculares entrelazados) conducen a la formacion de un coloide meta-estable;
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(3) se genera un gran complejo que conduce a una dispersion coloidal, seguida de
una neblina de formacion que finaliza en una precipitacion (Charlton et al.,
2002;Jobstl, O'Connell, Fairclough, y Williamson, 2004).

Polifenol (PP)

o Soluble

PP uniona PRP
P "Compactacion”

Aleatoriamente en espiral
prolinaricos
proteina salival (PRP)

Etapa2.
Coloide metaestable

Reticulacion PRP
"Ladimerizacion”

Etapat.
saturacion

Etapa3.

neblina
formacion
Agregacion de PRP
"Complejo grande” W
Etapad.
precipitacion

Figura 6. Representacién esquematica de la interaccion y precipitacion polifenol-proteina. La
"respuesta astringente de polifenoles"” segun Jobstl, O’Connell, Fairclough, y Williamson (2004)

2.5 Fundamento experimental

Los métodos experimentales disponibles para detectar interacciones entre proteinas
tienen distintos niveles de resolucion y se clasifican en cuatro categorias: en la
primera se comprenden el analisis atobmico en donde la interaccion es detectada por
métodos muy sensibles que aportan informacion especifica sobre los atomos y
residuos que participan en la interaccion, en el segundo nivel se agrupa a los

métodos que detectan la interaccion. La tercera categoria agrupa a los métodos de

10
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deteccién por medio de técnicas de inmunoprecipitacion o espectrometria de masas
y en la cuarta categoria se comprenden bioensayos a escala celular. Una diferencia
importante entre la segunda y tercera categoria con respecto a la primera, es que en
estas dos se indica cual macromolécula estd formando parte del complejo en un
instante de tiempo, pero no revelan el detalle quimico de la interaccién presente en

las proteinas (Marcotte, Xenarios y Eisenberg, 2001).
2.5.1 Electroforesis

La electroforesis en gel de poliacrilamida ha sido la técnica de eleccién para el
analisis de la composicion proteica. Esta técnica es altamente Util para la separacion
de moléculas, en dependencia de su carga y bajo la accién de un campo electrénico,

entre otros factores.

Laemmi (1970) utilizo SDS (Dodecil sulfato de sodio) para aumentar la resolucién de
los geles de poliacrilamida, asi como el empleo de agentes reductores para
determinar el peso molecular de proteinas, lo que se denomin6é como electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS o bien SDS-PAGE. La técnica se ha venido

empleando desde su surgimiento hasta la actualidad.
2.5.2 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es uno de los métodos mas utilizados en el analisis
cualitativo y determinacion de estructuras moleculares. La region espectral
corresponde al ultravioleta y visible que va desde el UV lejano con una longitud de
onda entre 10 y 200 nm (también denominada UV de vacio porque el oxigeno
absorbe en esta regién justo por debajo de 200 nm), el UV cercano se encuentra
entre 200 y 400nm, y el visible se encuentra entre 400 y 800 nm. La radiacion
ultravioleta y visible es absorbida por electrones de valencia de moléculas y atomos,
las frecuencias de absorcion de electrones que participan en enlaces dobles puede
extenderse en la region visible, mostrando color en sustancias organicas (Malacara,
2004), los componentes del equipo UV-visible se basan solamente en una fuente de

luz poli cromatica (para el visible lampara de tungsteno y para UV lampara de

11
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deuterio), un sistema Optico necesario para solucionar una determinada longitud de
onda (colimador, monocromador, selector de longitud de onda, la cubeta (recipiente
donde se coloca la muestra a medir, para el visible debe ser de vidrio o de plastico;
para UV de cuarzo), un detector (Fototubo) y procesador y lector de la sefial como se

observa en la Figura 7.

Selector de longitud

Colimador de onda Detector
Fuente de luz Monocromador Solucién Pantalla digital

Figura 7. Representacion esquematica de los componentes del Espectrofotometro

2.5.3 Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se caracteriza por la afinidad de
diferentes analitos, que se separan de acuerdo al tiempo de elucién y velocidad
propia de cada analito (Robbins et al., 2013). Esta cromatografia tiene como fase
estacionaria un solido o liquido inmiscible y como fase mavil un liquido, es de suma
importancia prestar atencion al tipo de columna empleada en el analisis a la cantidad
de muestra utilizada en dicha columna, el equipo basicamente cuenta con una
bomba y mezclado de eluyentes, dispositivos de inyeccidon, conducciones y
conexiones, un detector, un registrador y una columna (Gismera, Quintana y Da
Silva, 2009). Asi puede considerarse al HPLC como un dispositivo que convierte una
sefal, que no puede ser detectable directamente por el ser humano, en un registro
grafico bidimensional que representan los resultados de la separacion de una
mezcla. En la Figura 8 Hernandez y Pérez (2002) ejemplifican los componentes de

este instrumento analitico. La técnica de HPLC es la mas habitual para separar,

12
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analizar y cuantificar proteinas y compuestos fendlicos como en el caso de
Liyanaarachchi,Mahanama y Punyasiri (2018) al determinar aminoacidos presentes
en arroz y Cabrera-Bafiegil et al. (2017) quienes utilizaron esta técnica para

determinar compuestos fendlicos en aceitunas.

‘ Generacidnde |
| sefales
{
‘ Detector J
-[%’ T ———
[ Procesador de ’ -
sefales e
Dispositivo de | = ~a
lectura g
" NY ==
<5 x_l
<~ oA o= N
L= | [oze ] | I

Figura 8. Componentes basicos de un instrumento analitico (Hernandez y Pérez, 2002).

2.6 Quimica computacional

La quimica computacional es una disciplina que se orienta al desarrollo y al
entendimiento de la quimica, se fundamenta en el aprovechamiento de métodos y

técnicas computacionales.

La quimica computacional nace con la necesidad de comprender aspectos
importantes que no se pueden resolver de forma practica, como lo es conocer
estados intermediarios en reacciones que se efectian rapidamente, saber el
comportamiento de un material a temperaturas muy altas que son muy dificiles de
alcanzar en un laboratorio, o simplemente calcular las propiedades en sistemas de

alto costo experimental, lo que la hace ser utilizada por estudiantes y profesionistas

13
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en areas afines, como método de estudio y aprendizaje (Cataldi, Donnamarian y
Lage, 2009).

La relevancia de esta rama de la ciencia permite la posibilidad de probar
suposiciones tedricas basadas en contextos realisticos, y brindar la posibilidad de
simular completamente sistemas complejos existentes, haciéndola relevante en el
proceso de casi toda la ciencia y disciplinas de la ingenieria (Riganelli,Memelli y
Lagana, 2002).

Sin embargo, para poder aplicarla es necesario contar con conocimientos basicos de
los fundamentos de los métodos tedricos, capacidad de analisis critico de los
resultados, habilidad en el manejo de software y acceso a recursos optimizados para
el calculo (Sax, 2008).

Los modelos y métodos computacionales desarrollados hasta el momento abarcan

dos areas: Mecéanica molecular y Mecanica cuantica.
2.6.1 Mecanica Cuantica

La mecanica cuantica describe a las moléculas en términos de interacciones entre el
nacleo y electrones, y la geometria molecular en términos de energia minima en el
arreglo de los nucleos, lo cual hace que la estructura de las moléculas y sus

propiedades se comprendan mejor.

Se fundamenta en las bases tedricas a nivel electronico en reacciones quimicas,
fuerzas intra o intermoleculares, puentes de hidrogeno, espectros rotacionales y
vibracionales. Utilizando la ecuacion cuantica del estado estacionario, la ecuacion de

Schrddinger.

Los métodos basados en la mecanica cuantica se conocen como métodos de
estructura electrénica entre los que se encuentran los semiempiricos, ab initio y
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) (Parr,Szentpaly y Liu, 1999).
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2.6.2 Ecuacion de Schrodinger

Las formulaciones de la ecuacion de Schrédinger son matematicamente complejas,
sin embargo, gracias a la gran disponibilidad computacional con computadoras de
alta velocidad se ha hecho posible resolver de manera exitosa los problemas de
interés tedrico (Kryachko y Ludena, 1992).

2.6.3 Teoria funcional de la densidad (DFT)

Se fundamenta en una férmula analoga a la ecuacion de onda de Schrddinger

independiente del tiempo.

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) ha experimentado una incrementada
popularidad como una eficiente y versatil herramienta para obtener informacion
precisa de sistemas moleculares de interés. Esta popularidad se debe principalmente
a nuevas y mas confiables aproximaciones para los términos de intercambio y
correlacién en la energia funcional, esto hace posible adquirir un nivel correlacionado

para moléculas grandes (Bort, 2001).

Se basa en los teoremas de (Hohenberg y Kohn, 1964) los cuales afirman “La
energia electronica del estado basal puede ser determinada completamente, si se

conoce la densidad electrénica p(n)" (Bort, 2001).
2.6.3.1 Funcionales

En términos matematicos los funcionales de la densidad representan la funcion de
otra funcién. Una funcién produce resultados de un conjunto de variables,en cambio
un funcional produce resultados a partir de una funcion (Foresman y Frish, 1996) Los
funcionales desarrollados en DFT constituyen una aproximacién al potencial y
energia de correlacion-intercambio, ya que es la parte de la energia electrénica dificil
de conocer (Geerlings,De Proft y Langenaeker, 2003).Los funcionales se agrupan en
tres clases: funcionales de intercambio local y funcionales que solo involucran los
valores de las densidades del spin electrén, el funcional gradiente-corregido que

involucran los calores de la densidad de spin electron y sus gradientes, y el mas
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popular propuesto por Lee,Yang y Parr (1988), una combinacion de ambas formas
conocido como funcional BLYP todos ellos tienen la particularidad de haber sido

desarrollados empleando como modelo un sistema gaseoso (Bort, 2001).
2.6.3.2 Conjuntos base

Son un grupo de funciones de base que representan matematicamente la forma de
los orbitales atomicos y confina a los electrones a una region especifica del espacio.
Contienen la informacion de expresar en la computadora, el orden de la combinacion

lineal de orbitales atomicos (CLOA).

Existen las funciones de Slater (STO) y orbitales tipo Gaussianos (GTO) utilizadas

comunmente para célculos de estructura electrénica.

Los orbitales de Slater son funciones analiticas de facil manejo que se obtienen a
partir del concepto de carga nuclear efectiva. Los cuales consisten en suponer que
los electrones internos apantallan la carga del ndcleo, de manera en que la
interaccion entre el electron y el nicleo no interviene su carga real, sino en una carga
nuclear efectiva, determinada a partir de una serie de relaciones empiricas,
procedentes de calculos variacionales. Sin embargo, los orbitales tipo gaussianos no
se consideran realmente orbitales, sino simples funciones cartesianas, consideradas
como la mejor opcidn gue se tiene hasta el momento, si se considera la rapidez con
la que resuelven integrales Mono electrénicas y bioelectronicas con un bajo costo
computacional, asi como obtener una mejor representacion lograda en la distribucion
electronica y forma del orbital lo cual constituye a una mayor precision en los
resultados (Young, 2001)

2.6.4 Propiedades
2.6.4.1 Optimizacion de geometrias

La geometria del sistema molecular se debe realizar antes de cualquier calculo
computacional, debe especificarse la geometria que se requiere estudiar y

optimizarla representando los minimos en la superficie de energia potencial (Bertran,
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Branchandell,Moreno y Sodupe, 2000;Foresman y Frish, 1996). La geometria
molecular esta optimizada cuando sus fuerzas sobre cada atomo son cero
(Foresman y Frish, 1996). La optimizacion estara completa una vez que las fuerzas
sean igual a cero dando como resultado parametros optimizados, expresados en
distancias de enlace, angulos de enlace y angulos diedros (Lewin y Cramer, 2004).
Una vez establecida la geometria molecular de minima energia, el resto de

propiedades electronicas que se derivan se consideran confiables.
2.6.4.2 Frecuencias Moleculares

El calculo de frecuencias moleculares sirve para verificar si los puntos localizados en
la estructura molecular son minimos verdaderos, lo cual se corrobora por la ausencia
de frecuencias con valores negativos. Para realizar este calculo es necesario que se
lleve a cabo en una geometria optimizada. El resultado del céalculo de frecuencias
permite construir, ademas, el espectro infrarrojo en un sistema molecular (Foresman
y Frish 1996).

2.6.4.3 Orbitales Moleculares de frontera e indices de reactividad quimica tedrica

Las propiedades quimicas mas importantes de las moléculas vienen determinadas
por sus orbitales de frontera, particularmente por el HOMO (Orbital ocupado de mas
alta energia) y el LUMO (orbital vacio de mas baja energia). El HOMO corresponde a
un orbital lleno enlazante tipo ™ 0 con pares de electrones sin compartir, mientas que
el LUMO corresponde a un orbital vacio antienlazante tipo m* o 0* (Chang y Collage,
2002). La teoria de orbitales moleculares se ha empleado para explicar reacciones
quimicas basadas en la transferencia de electrones, como las de oxidacién-reduccion
las cuales se guian por las interacciones HOMO-LUMO, donde el electréon es
transferido desde el HOMO de la molécula donadora al LUMO de la molécula

aceptora (Chan y Collage, 2002).

Los conceptos de reactividad quimica tedrica se han desarrollado bajo el marco
conceptual de DFT, basados en la densidad electronica de los sistemas. La

reactividad quimica es determinada por la estructura de la molécula definiendo la
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forma como los atomos se enlazan mutuamente. Existen diferentes propiedades que
se pueden determinar por medio de calculos de energia. En la Tabla 1 se presenta
un resumen de las ecuaciones empleadas para céalculos de la reactividad local
(Ramirez, 2017).

Tabla 1. Descriptores de reactividad global y local derivados de los métodos de funcionales de la densidad

(DFT).

Definicién Ecuacién Descripcion Referencia
Potencial de ionizacién (1) | Donde E(N-1) es Ila | Lewars (2003)
Mide la energia requerida para energia en el estado
remover un electrén del atomo. [=E(N—-1)—E(N) catibnico y E(N) es la
energia en el estado
neutro.
Afinidad electrdénica Donde E(N) es la energia | Lewars (2003)
Mide la energia liberada cuando (2) | en estado neutro y E(N+1)
un atomo en su estado neutro es la energia en el estado
(menor energia) capta un EA=E(N) —E(N+1) anionico.
electron y forma un anién.
Electronegatividad (3) | x es la electronegatividad. | Parr,
Fuerza con la que los nucleos Se define por la suma de | Donnelly,Levyy
de los atomos atraen con _(U+EA potencial de ionizacion y | Palke (1978)
Mayor  intensidad a los X= 2 afinidad electrénica
electrones de valencia dividido entre dos.
Potencial guimico 4) Parr,
Mide la tendencia del electrén a _(I—-EA) Se define como el inverso | Donnelly,Levy y
escapar del sistema en H= - 2 de la electronegatividad. Palke (1978)
equilibrio.
Dureza quimica 5) Parr y Pearson
Mide la resistencia de una Diferencia del potencial de | (1983)
molécula a la transferencia de _ (I —EA) ionizacion y afinidad
carga intramolecular. - 2 electronica.
Blandura (6) Parry Yang
Mide que tan propenso es un S—l Es el reciproco de la | (1989)
sistema a reaccionar. R dureza.
Funciones condensadas de p densidad electronica, N | Parr,Donnelly,
Fukui Ataque nucleofilico (7) | es el nimero de electrones | Levy, y Palke
Estas funciones miden el en el punto r. (1978);Parry
cambio del potencial quimico de ffl=qN+1)—qV) Pearson (1983)
un sistema debido al cambio en
el nimero de electrones en la
molécula 'y por lo tanto | Ataque electrofilico (8)
determina la reactividad de cada
atomo en la molécula. fl=q(N)—q(N-1)
Ataque por radical (9)
1
£ =2 f[aV +1) —q(V ~ 1)]
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2.6.5 Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular es un método que predice la conformacion preferida de
una molécula al estar unida a otra, con el objetivo de formar un complejo estable
(Lengauer y Rarey, 1996). El acoplamiento molecular es utilizado para predecir la
orientacion del enlace de una molécula pequefia (ligando) con respecto a otra mas
grande (macromolécula), proporcionando una idea de como éstas moléculas podrian
unirse potencialmente in vivo (Kitchen,Decornez, Furr y Bajorath, 2004). Ver Figura
9.

{f docking

L
>, _—

Macromolécula Ligando

Figura 9. Esquema del acoplamiento molecular

2.6.6 Descriptor de transferencia de carga

La interaccion entre los residuos del sitio activo de la macromolécula y el ligando
pueden ser representados por el parametro AN, que determina el numero fraccional
de electrones transferidos desde el sistema A al sistema B, y esta dado por la

siguiente ecuacién (Parr y Pearson, 1983).

AN _ UBHA

— 10
2(ma+mB) (10)

Donde A representa el ligando y B son los residuos de los receptores de la
macromolécula. Mientras que pa, he son el potencial quimico y na , ng la dureza
quimica. Si AN<O, la carga fluira del sistema A hacia el sistema B, en donde A actua
como un donante de electrones, y si AN>0, la carga fluird de B hacia A, en donde A

actia como un aceptor de electrones (Landeros-Martinez, 2017).
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lll. JUSTIFICACION

Debido a la gran cantidad de residuo solido generado a partir de la extraccion de
aceite de higuerilla y el alto riesgo que este representa en su manipulacién por la
presencia de la proteina ricina, en este trabajo de investigacion se planteé como
objetivo principal, obtener resultados que pudieran confirmar la detoxificacion de este
residuo con compuestos fendlicos, la cual fue reportada en estudios previos,
demostrando la utilidad de los analisis tedrico-experimentales, en la explicacion del
fendmeno de precipitacion generado por la interaccion molecular de la proteina y el

ligando, mismo que se relaciona con el proceso de detoxificacion de la ricina.
IV. HIPOTESIS

La interaccibn molecular entre la proteina ricina y los grupos funcionales presentes
en derivados de flavonoles y proantocianidinas permite la precipitacion de la

proteina.
V. OBJETIVO GENERAL

Analizar de manera tedrica la interaccion entre la proteina ricina con derivados de
grupos flavonoides, proantocianidinas y experimentalmente la interaccion de la

proteina ricina con el flavonol quercetina.
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar cuantitativa y cualitativamente las proteinas totales extraidas del
residuo solido de higuerilla.

e Evaluar cuantitativa y cualitativamente la purificacion de la proteina ricina.

e Analizar las interacciones proteina-quercetina por espectrofotometria UV-
Visible, HPLC y electroforesis.

e Realizar calculos quimico-cuanticos de grupos flavonoides vy
proantocianidinas.

e Analizar tedricamente las interacciones moleculares mediante Quimica

Computacional utilizando analisis de Docking Molecular.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Desarrollo experimental

La estrategia experimental se realiz6 en dos etapas, en la primera etapa se
recolectaron las semillas de higuerilla, a las cuales se les extrajo el aceite por el
método de Soxhlet, se obtuvo el residuo soélido y las proteinas totales de la pasta de
higuerilla, se realiz6 la purificaciéon de la proteina y cuantificacion de proteina total y

ricina, asi como un analisis cualitativo mediante la técnica de electroforesis.

En la segunda etapa se analizaron las interacciones entre la proteina ricina y la
qguercetina por electroforesis, espectroscopia de UV-Vis y HPLC. Esta estrategia se

muestra de manera general en la Figura 10.

Semillas
Higuerilla

Interaccion ricina -polifenol

Extraccion
Método Soxhlet

Aceite Residuo sélido

Electroforesis UV-Vis

HPLC

Extracciéon de

Cuantificacion ——— | proteina total
por método de Lowry

Analisis cualitativo ~ |—— Purificac_io_n
por electroforesis. Proteina ricina

Figura 10. Diagrama general de la parte experimental en este estudio.
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6.1.1 Obtencidn de las semillas de higuerilla

Como materia prima se utilizaron semillas del fenotipo 2 de higuerilla, fenotipo
utilizado en trabajos previos de Amaya (2016) y Martinez (2014), Ricinus cumunis

cultivadas en la zona de Xalapa, Veracruz, México (Figura 11).

Figura 11. Semillas de higuerilla fenotipo 2.

6.1.2 Preparacion de muestra

Las capsulas en donde se encuentran las semillas de higuerilla fueron recolectadas,
se les elimind el exocarpio, mesocarpio y endocarpio, dejando las semillas limpias,
posteriormente se molieron en un mortero, la pasta obtenida se coloc6 en un
cartucho metdlico para la extraccion de aceite, como se puede observar en la
Figural2.

Figura 12. Cartucho metalico con semilla molida.

22



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

6.1.3 Obtencion de pasta de higuerilla

Para la obtencion de la torta (residuo sélido) se pesaron 30 gramos de semilla y se
colocaron en un mortero, se molieron hasta que se obtuvo una pasta, ésta se coloco
en un cartucho metalico y posteriormente en un equipo de extraccion tipo Soxhlet,
durante 6 horas con solvente hexano, la cantidad de solvente utilizado fue de 300
mL. Transcurrido el tiempo, el solvente se transfiri6 a un matraz de bola de 500 mL
para la evaporacion de solvente en un rota vapor (DLAB Scientific Riverside, RE100-
PRO), de esta manera se obtuvo la separacion del aceite de ricino y el solvente
utilizado, el aceite fue almacenado, la parte solida o harina residual (torta) se dejo
secar a temperatura ambiente en una campana de extraccion durante 24 horas,

transcurrido este tiempo se almacend para su posterior uso.
6.1.4 Extraccién de proteinas totales

La extracciéon de proteinas totales se realiz6 segun la metodologia descrita por
Voisin,Jansen y Gros (1982), en donde se coloco el residuo sélido en un vaso de
precipitado y se le anadié una soluciéon de cloruro de sodio 0.14 M a un pH 4
modificado con acido acético. Por cada 30 g de residuo sdlido se afiadieron 255 mL
de solucion de cloruro de sodio y se coloco en una parrilla de agitacion durante 6
horas continuas. Transcurrido el tiempo se retiré de la agitacion y se filtré la muestra
en un embudo de vidrio con papel filtro Whatman No. 1. La fase liquida se coloco en

varios viales para su congelacion y posterior uso.
6.1.5 Cuantificacion de las proteinas

Se realiz6 una cuantificacion total de proteinas contenidas en la extraccion de
higuerilla y otra cuantificacion de la proteina ricina, ambas fueron cuantificadas
mediante el método de Lowry, el cual permitié conocer la concentracion existente de
la proteina. Se colocaron 0.05 mL de muestra en un tubo de ensayo, posteriormente
se afiadieron 0.95 mL de agua destilada y 5 mL de reactivo de Lowry. Siguiendo la
metodologia descrita por Amaya (2016), se dejo reposar por 15 min. Transcurrido el

tiempo se afadieron a la mezcla 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu agitando
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nuevamente y dejandose reposar en la oscuridad por 30 minutos. Las soluciones
obtenidas se colocaron en celdas de plastico de 10 mm de espesor, posteriormente
se llevaron a lectura al espectrofotometro (Termo Th Corporation Helios gamma).
Simultdneamente se realiz0 una curva de calibracion de Seroalbumina Bovina
utilizando con concentraciones de 0,0.2, 0.4, 0.6 y 0.8, las cuales se colocaron en
celdas de plastico de 10 mm de espesor y se colocaron en el espectrometro a una

longitud de onda de 565 nm. Ver anexo 1.
6.1.6 Purificacion de la proteina ricina

Una vez obtenida la proteina total, se procedi6 a la purificacién de la proteina ricina
siguiendo la metodologia de Voisin, Jansen y Gros (1982), utilizando una solucién de
Sheparose 4B y una solucion amortiguadora de TRIS-HCI 10 mM, pH 7.7 a una
concentracion 1:2 de solucion amortiguadora, esta mezcla se colocé en una bureta
hasta un volumen de 15mL para elaborar la columna cuidando que quedara
compacta y sin aire. Finalizada la columna se afiadi6 la solucion de proteina total y

se le adiciono una solucion de galactosa a 0.28mM y otra a 0.56mM.
6.1.7 Analisis cualitativo de proteinas

En el analisis cualitativo se utiliz6 la metodologia propuesta por Schagger y Von
(1987), en donde se hace una separacion de proteinas en electroforesis (gel
desnaturalizante). Esta se llevo a cabo en una camara de electroforesis vertical Mini-
protean Il (Biorad), se utilizd la solucion de proteina total y la solucion de proteina
purificada a una concentracion de 200 y 300 ppm respectivamente. La técnica de
electroforesis se realizd utilizando diferentes concentraciones del gel separador, las
cuales se variaron (10%, 12%, 15% y 16%) con el objetivo de tener una mejor
resoluciéon de las proteinas, la concentracion del gel compactador permanecio
constante a 5%. Las condiciones de voltaje iniciales fueron de 80 volts por 30 min,
transcurrido el tiempo se aumentd a 100 volts por 3 h. Como segunda condicion de
corrida se inicié con un voltaje de 60 volts por 30 min, trascurrido ese tiempo se
aumento el voltaje a 100 volts hasta que término el recorrido de la muestra
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en un tiempo de 2 h. Posteriormente el gel de poliacrilamida fue tefiido en una
solucién azul de Coomassie durante 1 dia, y se revelo con una solucion de &cido
acético-metanol-agua (1:3:6 respectivamente) cambiando la solucion por saturacion

en un tiempo aproximado de 3 h.
6.1.8 Interaccién Ricina-Quercetina

Se realiz6 una solucion madre de quercetina a una concentracion de 100 pg/mL, de
la cual se tomaron diferentes alicuotas de quercetina (2.7,2.1,1.5,1.2,
0.46,0.32,0.22,0.11 mL), y se mezclaron con la solucién de ricina purificada, la cual
se encontraba a una concentracién de 4.2 ug/mL, se obtuvieron concentraciones de
90, 70, 50, 40, 15.2, 10.71, 7.4 y 3.8 yg/mL, y se dejaron reposar en un lugar obscuro

con un periodo maximo de 24 h.
6.1.9 Electroforesis SDS-PAGE

Las ocho concentraciones entre la proteina ricina y quercetina se centrifugaron a
3087 xg por 15 min, separando el sobrenadante del precipitado. Los sobrenadantes
obtenidos se analizaron por la técnica de electroforesis empleando alicuotas en
proporcion 1:1 de muestra y buffer de muestra, se colocaron 20 pyL en cada pozo del

gel de electroforesis.

Se utilizo el gel compactador al 5% de poliacrilamida y el gel separador al 15% de
poliacrilamida con un voltaje inicial de 80 volts durante 30 min, seguido de un voltaje

de 100 volts durante un tiempo de 2 h.
6.1.10 Analisis por UV-Vis

Se analiz6 el sobrenadante y el precipitado de las ocho concentraciones por medio
del espectrometro UV-Vis (Pekin Elmer) utilizando celdas plastificadas de 10 mm de
espesor, a una longitud de onda de 370 nm., la absorbancia se midio por triplicado.
Previamente se realiz6 una curva de calibracion variando la concentracion de

quercetina.
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6.1.11. Analisis estadistico

Las diferencias significativas entre las medias de las interacciones se determinaron
con un andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y la prueba de Tukey a <0,05 fue

analizada utilizando el software Minitab 16. Este andlisis se muestra en los anexos 2
y 3.

6.1.12 Analisis por HPLC

Se analizé el sobrenadante de las ocho concentraciones utilizando cromatografia
liquida de alta resolucién por medio de un HPLC (ThermoScientific Dionex UltiMate
3000) equipado con una columna AcclaimTM (5um, 120A, C-18, 4,6x150 mm), una
bomba analitica cuaternaria Dionex (LPG-3400-D), un detector de matriz de diodos,
un desgasificador de disolvente Dionex y el software Chromeleon CM-PCS-1. Se
utilizé la metodologia descrita por Braun,Taranchenko,Tikhomirov,Grechukhin y
Rybal’chenko (2018), utilizando un caudal de fase movil de 0.35 pL/min con una
temperatura de 70 °C. En A, la fase mévil fue 0.1% por volumen de HCOOH en agua,
en la fase B fue 0,08% en volumen de HCOOH en una mezcla de 80:20, en volumen
(acetonitrilo-agua). El programa de elucion en gradiente fue el siguiente: 0-30 min:
(96-50) % A; 30-32 min: (50-1) % A; 32-36 min:1% A; 36-38 min: (1-96) % A; 38-46
min: 96% A. Los volumenes de inyeccion para las ocho muestras fueron de 1 yL a
una longitud de onda de 277 nm. La proteina ricina purificada se utiliz6 como

estandar.
6.2 Metodologia computacional
6.2.1 Equipo de computo

El equipo utilizado para el desarrollo de calculos teoricos fue el siguiente: una
estacion de trabajo Activatecool 490 Intel ® Core ™ 2 Duo CPU 2.8GHz, 3.00 GB de
RAM y un cluster de alto rendimiento con 8 nodos de 16 nucleos con 16GB en RAM.
Una maquina ACER Intel ® Pentium ® CPU N4200 @ 1.10GHz RAM 6.00 GB 64 bits
y una DELL Intel ® Core ™ [7-4790 CPU @ 3.60GHZ RAM 12.0 GB 64 bits.
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6.2.2 Programas computacionales para calculos teéricos

Los programas empleados en el desarrollo de la parte teorica fueron: Gaussian 09
con interfaz grafica Gauss View 5.0 y Autodock 4.2 con el Auto Dock Tools 1.4.5
(ADT).

6.2.3 Moléculas para analisis

Para llevar a cabo el estudio teorico se utilizaron las moléculas de tipo flavonoides:
Quercetina (Q), Epigalocatequina Galato (EGCG) y Proantocianidinas (procianidina
B2, procianidina C1), y su interaccion con la proteina ricina (PDB:2AAl) procedente
de la base de datos Protein Data Bank (PDB) obtenida a partir de difraccion de rayos
X, asi como los aminoacidos que conforman el sitio activo de la proteina (Figuras 13
y 14).

Figura 13 . Grupos flavonoides: A) quercetina, B) epigalocatequina galato,C) procianidina B2 y D)
procianidina C1.
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Figura 14. Estructura 3D de la proteina ricina extraida del Protein Data Bank (PDB:2AAl).

6.2.4 Estrategia computacional

La estrategia computacional se realizé en dos etapas, en la primera se hicieron
calculos quimico-cuanticos que proporcionaron la optimizacion y frecuencia de las
moléculas analizadas (Q, EGCG y proantocianidinas). Para la validacion se utiliz6 el
método de estructura electrénica DFT, con los funcionales B3LYP, PBE1PBE, M06 y
MO06-2X, en combinacién con el conjunto de bases 6-31G(d,p). Los célculos fueron
realizados en fase solvente empleando agua como solvente, para lo cual se utilizo un
modelo de polarizado continuo (PCM) mediante el formalismo de ecuaciones
integrales (IEFPCM). Las geometrias optimizadas se utilizaron para los calculos
analiticos de frecuencia y se compararon con datos experimentales de difraccién de
rayos X, esto fue realizado con la finalidad de validar las metodologias
computacionales empleadas. Se seleccion6 como mejor metodologia B3LYP/6-
31G(d,p) para Q y EGCG vy para las prontocianidinas B3LYP/6-31+G(d,p), ya que

fueron las que arrojaron mejores resultados.

Posteriormente, se calcularon las energias de las moléculas en sus formas neutra
(EN), anidnica (EN+1) y catidnica (EN-1). Las energias obtenidas se utilizaron para el
calculo de parametros de reactividad global tales como: potencial de ionizacion (1),
afinidad electrénica (EA), electronegatividad (x), dureza quimica (n) y potencial

quimico (u). Estos parametros de reactividad se aplicaron para la determinacion de la
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transferencia de carga (AN), que describe el numero fraccional de electrones
transferidos del sistema A (flavonoides) hacia el sistema B (cualquier aminoacido del
sitio activo). A partir de la molécula neutra, se mapearon los orbitales moleculares de
frontera HOMO (orbital molecular ocupado méas alto) y LUMO (orbital molecular
desocupado mas bajo). El potencial electrostatico molecular (MEP) se calcul6
utilizando la metodologia B3LYP/6-31G(d,p)para Q y EGCG y B3LYP/6-31+G(d,p)

para las proantocinidinas .

En la segunda etapa, las estructuras optimizadas de flavonoides se utilizaron como
ligandos en el analisis de acoplamiento molecular. Se realizaron calculos de Docking
Molecular o acoplamiento molecular, entre cada ligando (Q, EGCG vy
proantocianidinas) y la macromolécula (proteina ricina), mostrando todas las posibles
interacciones moleculares entre ambos sistemas. Esta estrategia se muestra en la

Figura 15.

6.2.5 Calculos de Docking Molecular

El acoplamiento molecular se realiz6é entre cada ligando y la macromolécula (proteina
ricina), mostrando todas las posibles interacciones moleculares entre ambos
sistemas. La macromolécula se defini6 como parte rigida, mientras que los ligandos
fueron flexibles. Se eliminaron las moléculas de agua de la macromolécula y solo se
conservaron los atomos de hidrégeno polares. Se disefiaron tres cajas para el
Docking, una en la cadena A y dos en la cadena B (B:1 y B>) de la proteina ricina;
estas cajas se situaron en los sitios activos de las cadenas. Las condiciones fueron:
en la cadena A se utilizé un tamafo de caja de 124 x 122 x 126 A, centrada en las
coordenadas x = 22.932, y = 64.561, z = 53.505, con un espaciado de 0.169 A. En la
cadena B, en el sitio B1 la caja fue de 34 x 34 x 22 A centrada en las coordenadas x
=32.643, y = 42.605, z = 10.995, con un espaciado de 0.506 A; y en el sitio B la caja
fue de 22 x 32 x 28 A centrada en las coordenadas x = -0.433, y = 34.935, z =
54.086, con una cuadricula de espaciado de 0.528 A. Las conformaciones de
acoplamiento se obtuvieron mediante un algoritmo genético en combinacion con el
algoritmo de Lamarck, seleccionando la energia de unidbn mas baja de las diez

conformaciones dadas.
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Estrategia
computacional
. o, Acoplamiento Molecular
Validacion Optimizacién (Docking)
Frecuencia
Ligando Macromolécula
E (0), E(cargada)
Quercetina . . Proantocianidinas Ricina
Q@ Epigalocatequina (PA)
lato(EGCG
Mapeo galato( )
HOMO-LUMO
Reactividad
Global Acoplamiento
proteina-ligando

Calculos de Transferencia
energia de enlace de carga AN

Figura 15. Diagrama general de la parte tedrica en este estudio
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Resultados experimentales
7.1.1 Obtencion del residuo solido, extraccion y cuantificacion de proteinas totales

Las semillas de higuerilla fueron recolectadas en perote, Veracruz, México, se obtuvo
un aproximado de 5009 del fenotipo tipo 2. Las semillas se molieron obteniéndose la
pasta de higuerilla, ésta fue desengrasada y secada para su posterior uso, el
solvente fue recuperado por medio de un rota vapor, Se obtuvieron 250 mL de
muestra filtrada, siguiendo la metodologia descrita por Voisin,Jansen y Gros (1982)
para la extraccion de proteinas totales, como se observa en la Figura 16, esta
solucién fue etiquetada y congelada; por otra parte utilizando el método de lowry, se
obtuvieron 34.9 ug/mL de proteina total, estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Gowda et al. (2009);Deus et al. (2011) y Ramos (2015), quienes
mencionan que el residuo sélido obtenido (torta) en la extraccion de aceite de
higuerilla contiene entre 20-43% de proteina.

Figura 16. Obtencion del residuo sélido, extraccion y cuantificacion de proteinas totales
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7.1.2 Analisis cualitativo de proteinas totales

Las soluciones obtenidas en la extraccion y purificacion de la proteina se analizaron
por triplicado mediante electroforesis SDS-PAGE (Figura 17). La primera linea
corresponde al marcador de peso molecular, y las siguientes tres lineas
corresponden al extracto de proteinas totales, la banda correspondiente a la proteina
ricina se encontré entre 50 y 75 kDa, midiendo la movilidad electroforética de la
proteina en mm y sabiendo que la distancia es inversamente proporcional al
logaritmo de su peso molecular se realizé una recta patron con las proteinas de peso
molecular conocido para saber el peso molecular de la proteina ricina, el cual fue de
66 kDa .

kDa

Proteina Ricina

250

1.82 (66kDa) { ]

—
e 75 >
— -8 50 .
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Log PM (kDa)

CO00ORREREEENNNN

o 25

= B

' +— ricina
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Figura 17. Calculo de PM de la proteina ricina y gel de electroforesis al 15%. Primer carril muestra
marcador de peso molecular, carriles 1, 2, 3 muestran proteinas totales en el extracto de higuerilla. La
banda entre 50 y 75 kDa muestran las bandas correspondientes a la proteina ricina.

7.1.3 Analisis cualitativo por electroforesis de la proteina ricina purificada

La purificacion de la proteina ricina dio como resultado una concentracion de 4.2
ML/mL de ricina por el método de lowry, las soluciones de purificacion obtenidas se
colocaron en el gel de electroforesis el cual se disefid segun la metodologia

mencionada con anterioridad, se observan bandas entre 25 y 37 kDa del marcador
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seleccionado en las soluciones de proteina purificada, o que indica que se tiene la
misma solucion de ricina purificada en los tres carriles del gel como se observa en la
Figura 18, cabe mencionar que no salié6 completamente la solucion del gel por lo cual
se observan tres bandas mas en la parte inferior al ser revelado el gel, sin embargo,
la purificacion de la proteina se corroboro en el segundo carril de la Figura 20 al

colocar de nuevo la muestra purificada.

37kba ——» B 34 kDa

25 kba —»

A 32 kDa

Figura 18. Gel de electroforesis con una concentracién de 15% de acrilamida, en los carriles se
muestra primero el marcador seguido en rojo se muestran: 1) muestra eluida con buffer TRIS-HCI 10
mM, 2) muestra eluida con galactosa 0.28mM ,3) muestra eluida con galactosa 0.56mM.

7.1.4 Interacciones entre la proteina ricina y quercetina

El analisis de las interacciones entre la proteina y la quercetina se realizaron
empleando ocho concentraciones diferentes partiendo de una solucion madre de
quercetina con una concentracion de 100 ug/mL, las concentraciones empleadas
fueron 90, 70, 50, 40, 15.2, 10.71 1,7.4,3.8 ug/mL

Los resultados muestran una precipitacion de la proteina en todas las
concentraciones (Figura 19). Sin embargo, en las concentraciones con 90, 70, 50, 40

Mg/mL de quercetina se tiene una saturacion de la proteina. Las concentraciones de
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15.2,10.71,7.4,3.8ug/mL muestran una precipitacion a partir de 60 min, sin embargo,
pasando las 24 h en las concentraciones mas bajas la precipitacion desaparece.
Solamente en la concentracion de 3.8 ug/mL encontramos una neblina de formacion
como se menciona en las etapas de interaccion proteina-polifenol (Figura 6). Estas
soluciones fueron centrifugadas para separar el precipitado del sobrenadante y
analizar individualmente.

Precipitado
(60 min)

152 pg/mL 1071 ug/mL 7.4 Mg/mL 3.8 Hg/mL

e \
P \
|
Precipitado i
(24 hr) ‘ \

16.2 pg/mL 1071 pgimL 7.4 pg/mL 3.8 pg/imL

1
|
Precipitad ‘ ‘ ;
(5min)
% Saturaciéon
| .

90 pg/mL 70 Mg/mL 50 pg/mL 40 Mg/mL

Precipitado
Y nube

. .

Figura 19. Concentraciones de la interaccion entre la proteina ricina y quercetina.

7.1.5 Analisis de interacciones por electroforesis

Al analizar el sobrenadante de las ocho concentraciones se observaron bandas entre
25 y 35 kDa correspondientes a las cadenas A y B de la proteina (Figura 20). Sin

embargo, se aprecia una disminucidon en la intensidad de las bandas a mayor
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concentracion de quercetina, lo que sugiere que la mayor parte de la proteina se

gueda en el precipitado el cual fue analizado posteriormente por UV-Vis.

5 uL 20 uL (1:1)

kDa VoYY Y Y vy vy

<«B34kDa
— SpEseresee ceas | ARk

~15

t

Figura 20. Gel de electroforesis con una concentracion de 15% de acrilamida, en los carriles se
observa primero el marcador seguido por la proteina ricina purificada en rojo se muestran las ocho
concentraciones: 1) 3.8 yg/mL , 2) 7.4 pg/mL,3) 10.71 pg/mL,4) 15.2 pg/mL,5) 40 pg/mL,6) 50
pg/mL,7)70 pg/mL,8)90 pg/mL

7.1.6 Analisis de interacciones por UV-Vis

Se analiz6 de manera cuantitativa el sobrenadante y el precipitado de las ocho
concentraciones, realizadas a una longitud de onda de 370 nm. Al analizar el
sobrenadante, los resultados obtenidos muestran una disminucion en la absorbancia
obtenida conforme aumenta la concentracién de quercetina en la muestra, lo que
sugiere que a mayor concentracion se tiene una menor cantidad de quercetina en el
sobrenadante. Por otra parte, al analizar el precipitado se observa el caso contrario,
a mayor concentracion de quercetina se tiene una mayor absorbancia, lo que
significa que al aumentar la concentracion de quercetina en la muestra, ésta precipita

junto con la proteina.

Los resultados estadisticos muestran una p<0.05 para el ANOVA, lo que indica una

diferencia significativa en algunas de las concentraciones de interaccion, las Figuras
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21 y 22 muestran los intervalos simultaneos de confianza de Tukey, y las

concentraciones que no comparten una letra son significativamente diferentes, ver

anexos Il y Il
1.2
a
1
b
= be
i 0.8 c T
$ T |
S
é 0.6 4
O
5 d
w2
S 04
< e g
) .
0
90 70 50 40 152 1071 74 3.8

Concentracion (ug /mL)

Figura 21. Absorbancias en el sobrenadante de la interaccion proteina-quercetina a 370 nm,
columnas con las mismas letras no presentan diferencia significativa (Tukey; a = 0.05).
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Figura 22. Absorbancias en el precipitado de la interaccion proteina-quercetina a 370 nm, las
columnas con las mismas letras no presentan diferencia significativa (Tukey; a = 0.05)
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7.1.7 Analisis de interacciones por HPLC

Se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucién, las concentraciones
empleadas para la interaccion de la proteina ricina con la quercetina, la solucién de
ricina purificada se utiliz6 como estandar. Todos los cromatogramas obtenidos se

muestran en el anexo 4.

Los cromatogramas en las Figuras 23 y 24 muestran una disminucion de los picos de
la proteina ricina conforme aumenta la concentracion de quercetina, hasta llegar a
desaparecer totalmente algunos de ellos, lo que sugiere que parte de los
aminoacidos de la proteina estan reaccionando con la quercetina quedandose en el

precipitado de la solucion.

M Ricina

90 pg/mL

70 pg/mL
50 ug/mL

40 yug/mL
15.2 yg/mL

10.71 yg/mL

7.4 yg/mL

3.8 yg/mL

Figura 23. Cromatogramas de los sobrenadantes de la interaccién entre la proteina ricina con
guercetina comparadas con el estandar de proteina purificada, a una longitud de onda de 277nm,
tiempo recorrido al 5% para visualizacion, los picos aparecen en el mismo tiempo de retencion en
todas las concentraciones.
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M 90 pg/mL

70 yg/mL
50 ug/mL

40 yg/mL
: & 15.2 yg/mL

10.71 pyg/mL

7.4 yg/mL

M . 3.8 yg/mL

Figura 24. Cronogramas de los sobrenadantes de la interaccién entre la proteina ricina con
guercetina sin estandar comparadas entre si a una longitud de onda de 277nm, tiempo recorrido de
5% para visualizacién, los picos aparecen en el mismo tiempo de retencion en todas las
concentraciones.

Se seleccionaron cuatro cromatogramas (concentraciones 3.8, 10.71, 40 y 90 pug/mL)
en los cuales se midi6 el area de un pico en especifico, comparandose con el
estandar (ricina purificada), los resultados muestran porcentajes de 71.95%,
59.28%,10.49% y 4.16% respectivamente, sugiriendo que a mayor concentracion de

guercetina se tiene una menor cantidad de ricina (Figuras 25y 26).
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Figura 25. Comparacion de los cromatogramas obtenidos para una concentracién de 3.8 ug/mL.
(linea en color negro) y ricina (linea en color azul), a una longitud de onda de 277 nm, el pico
seleccionado se eligié para calcular el porcentaje de ricina existente.
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Figura 26. Porcentaje obtenido al evaluar los cromatogramas seleccionados.
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Transcurridos 20 dias después de la interaccion, se observd en algunas de las
muestras filtradas como sigue reaccionando la proteina ricina con la quercetina ya
gue muestran turbidez en 15.2 yg/mL y 40 ug/mL y precipitacion en 50ug/mL lo cual

no se presentaba antes de ese tiempo (Figura 27).

L,

15.2 ug/mL 40 pg/mL 30 pg/mL

Figura 27. Concentraciones filtradas después de 20 dias de interaccion

7.2 Resultados teodricos

7.2.1 Calculos quimico-cuanticos

Los parametros geométricos obtenidos se muestran en la Tabla 2. Estos parametros
se calcularon utilizando diferentes metodologias: PBE1PBE/6-31G(d,p), MO06/6-
31G(d,p), M06-2X/6-31G(d,p) y B3LYP/6-31G(d,p). Las longitudes de enlace y los
angulos de enlace de las moléculas Q y EGCG (calculados en la fase solvente) se
compararon con los valores de difraccion de rayos X. El analisis de correlacion
mostré que la mejor metodologia empleada para analizar la estructura molecular de
Q y EGCG fue B3LYP/6-31G(d,p), con una correlacion de 0.94 para longitudes de
enlace y 0.82 para angulos de enlace para Q, y correlaciones de 0.95 y 0.93 para
longitudes de enlace y angulos de enlace en EGCG. La ausencia de frecuencias
imaginarias confirmé los minimos globales en la superficie de energia potencial. Sin

embargo, en el caso de las proantocianidinas debido al tipo de estructuras, se afiadio
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al conjunto base una funcién difusa, incrementando asi el tamafio en los orbitales

atomicos. Las moléculas optimizadas se muestran en la Figura 28.

Figura 28. Geometrias optimizadas. A) quercetina y B) epigalocatequina galato, optimizadas con
B3LYP/6-31G(d,p). C) procianidina B2 y D) procianidina C1, optimizadas con B3LYP/6-31+G(d,p).
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Tabla 2. Parametros geométricos para Q y EGCG calculados en fase solvente (agua) usando el modelo de solvatacién IEFPCM, y
los datos de difraccion de rayos X reportados para los mismos compuestos

Distancias DFT/6-316G(d,p) DFT / 6-31G(d,p)

Modelo . Exp (a,b) Angulos (°) Exp (a,b)
(&) B3LYP PBELPBE M06  M06-2X B3LYP PBELPBE MO6 MO06-2X
o1-c2 1375 1.365 1367 1365 1.371 €2-01-C9 1228 122.9 122.83 1225 121.7
01-c9 1.360 1.351 1351 1352 1.368 01-C2-C3 119.0 120.0 119.25 120.0 120.1
c2-c3 1372 1.368 1366 1361 1.362 01-C2-C11 112.3 112.3 112.55 112.2 1115
ca-c11 1.465 1.460 1459 1468 1.469 €3-C2-C11 1286 128.3 128.19 127.8 128.4

a 3-03 1.358 1.348 1349 1353 1.358 €2-C3-03 123.7 124.1 123.70 1235 121.1
c3-c4 1.449 1.445 1446 1453 1.431 C2-C3-Ca 121.4 121.1 121.46 121.1 121.2
C4-04 1.265 1.260 1256 1250 1.269 03-C3-C4 114.9 114.8 114.83 115.4 117.6
c4-c10 1.432 1.427 1429 1435 1.423 €3-C4-04 118.7 118.6 118.62 119.0 120.6
Ssrerfe'f:?:: a‘; 0.944 0.921 0930 0946 :::‘ZT::::: 0 de  os12 0.779 0.805 0.809
o1 1.440 1.426 1423 1424 1.460 C2-01-C9 1136 1143 114.2 1146 114.0
01-c9 1.374 1.364 1365 1368 1.390 €3-C2-C11 114.6 114.3 113.2 112.4 112.4
02-C3 1.440 1.428 1425 1428 1.440 01-C2-C3 109.3 109.2 1095 1105 109.0
03-C5 1.366 1.356 1355 1358 1.380 01-C2-C11 106.2 104.5 102.4 105.3 105.0

FacG 04-c7 1.366 1.356 1355 1358 1.370 02-C3-C2 107.1 114.9 114.4 112.2 113.3
05-C14 1.394 1.384 1383 1385 1.380 02-C3-C4 111.4 110.7 111.2 112.2 111.3
06-C13 1.361 1.351 1351 1355 1.390 c2-C3-c4 111.4 111.4 111.1 109.5 111.8
c2-c11 1.523 1.515 1512 1517 1.530 €3-C4-C10 108.5 109.0 108.5 109.7 108.7
fffrfe'f:?:: a‘; 0.955 0.944 0.94 0.946 :gizlc::‘:: 0 de 39 0.801 0.873 0918

(a) Quercetin (Q): Jin, G.Z. et al., Acta Crystallographica (1990). C 46, 310-313. (1984). (b) Epigallocatechin gallate (EGCG): Spek et al., Acta Crystallographica (1984). C40, 2068-2071
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7.2.2 Reactividad quimica global

Las geometrias optimizadas obtenidas se utilizaron para calculos de reactividad
guimica global. Se calcul6 el potencial de ionizacién (1), la afinidad electronica (EA),
el potencial quimico (M), la electronegatividad (x) y la dureza quimica (n). Los
resultados obtenidos se muestran en las Tablas 3y 4. Se observa que la molécula Q
presenta una mayor capacidad a formar aniones debido al valor de
electronegatividad (x) registrado, lo cual representa una mayor tendencia a atraer
electrones. En cuanto a la dureza quimica (n), Q muestra un valor menor en
comparacion con EGCG vy las proantocianidinas; este parametro es indicativo de la
buena interaccion de esta molécula con el entorno circundante. Los valores del
potencial quimico y dureza fueron utilizados en el célculo del numero fraccionario de
electrones transferidos (AN).
Tabla 3. Pardmetros de reactividad quimica y energia electrénica total de quercetina (Q) y de

epigalocatequina galato (EGCG), calculados con B3LYP/6-31G(d,p) en fase solvente. Todos los
valores se muestran en eV.

Componente Energia electrénica | A M X n
(En) -30047.53
Q (En-1) -30042.05 5.48 2.01 -3.75 3.75 3.47
(En+1) -30049.54
(En) -45625.14
EGCG (En-1) -45619.33 5.81 1.23 -3.52 3.52 4.58

(En+1) -45626.37

Tabla 4. Parametros de reactividad quimica y energia electrénica total de procianidina B2
(PAB2) y de procianidina C1(PAC1) calculados con B3LYP/6-31+G(d,p) en fase solvente. Todos
los valores se muestran en eV

Componente Energia electrénica I A M X n
(En) -2061.67

PAB2 (En-1) -2061.45 0.214 0.028 -0.121 0.121 0.186
(En+1) -2061.69
(En) -3091.68

PAC1 (En-1) -3091.90 0.218 0.030 -0.124 0.124 0.188

(En+1) -3091.93
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7.2.3 Potencial Electrostatico Molecular (MEP)

El potencial electrostatico molecular (MEP) se calculd para mostrar la densidad de
electrones en las superficies que rodean las moléculas Q, la EGCG y las PAs, y las
ubicaciones de los sitios para ataques nucleofilicos y ataques electrofilicos. El rojo
indica regiones negativas que promueven el ataque electrofilico y el azul indica las

partes positivas que muestran sitios favorables para el atague nucleofilico.

La Figura 29 muestra el mapa MEP de quercetina con tres posibles sitios de ataque
localizados en atomos de O4 (-0.655 e), O5 (-0.590 e) y O13 (-0.586 €), mientras
que los posibles sitios de ataque nucleofilico, se localizan en los atomos de
hidrégeno, principalmente H7 (0.353 e) y H14 (0.357 €). En la Figura 30 se muestra
el mapa MEP de EGCG con cinco posibles sitios de ataque electrofilico localizados
en los atomos O7” (-0.531 e), O3” (-0.585 e), O7 (-0.560 e), O3’(-0.582 e), y O1
(-0.570 e), y el posible ataque nucleofilico localizado en los atomos de hidrogeno
H3” (0.356 e), H4” (0.360 e), H5”(0.346 e), H5 (0.351 €), H6 (0.342 €), H7 (0.345 e),
H3’(0.340 e) y H4°(0.359 e).

En el caso de la procianidina PAB2 (Ver Figura 31), se observa principalmente el
ataque electrofilico en los oxigenos O1 (-0.033 e), O57(-0.017 e)en el anillo B" y O5°
(-0.029 e) en el anillo B y el ataque nucleofilico en los hidrogenos H4 (0.029 e) y H6
(0.064 e) El mapeo de la procianidina C1 (Figura 32) muestra el posible ataque
electrofilico en los oxigenos O7 (-0.007 e) y O4 (-0.023 e), mientras que el principal
ataque nucleofilico se localiza en el atomo de H5 (0.027). Los valores se muestran
en unidades de carga eléctrica.
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Figura 29. Mapeo del potencial electrostatico molecular (MEP) de quercetina (Q), calculado con
B3LYP/6-31G(d,p).
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Figura 30. Mapeo del potencial electrostatico molecular (MEP) de epigalocatequina galato (EGCG),
calculado con B3LYP/6-31G(d,p).
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Figura 31. Mapeo del potencial electrostatico molecular (MEP) de procianidina B2 (PAB2), calculado
con B3LYP/6-31+G(d,p).
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Figura 32. Mapeo del potencial electrostatico molecular (MEP) de procianidina C1 (PAC1), calculado
con B3LYP/6-31+G(d,p).
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7.2.4 Densidad electrénica de los orbitales moleculares de frontera (HOMO y LUMO)

La densidad de electrones de los orbitales moleculares de frontera se obtuvo
realizando célculos de energia en las moléculas Q, EGCG y PAs en estado neutro.
Se puede observar que, para Q, tanto el orbital HOMO (donante) como el orbital
LUMO (aceptor) se distribuyen por toda la estructura de la molécula (Figura 33). Lo
gue indica una susceptibilidad a los ataques electrofilicos y las posibles interacciones

de la quercetina (Q) con el sitio activo de la proteina ricina.

Figura 33. Localizacion de los orbitales moleculares (A) HOMO y (B) LUMO de quercetina (Q),
calculada con método B3LYP/ 6-31G(d,p).

En la epigalocatequina (EGCG) (Ver Figura 34), se puede observar que el orbital
HOMO se distribuye principalmente en los anillos A y C de la estructura, haciendo a
esta zona mas susceptible a un ataque electrofilico, sin embargo, el orbital LUMO se
distribuye Unicamente en el anillo D lo que lo hace mas susceptible a un ataque

nucleofilico
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0% 4% 0%

Figura 34. Localizacion de los orbitales moleculares (A) HOMO y (B) LUMO de epigalocatequina
galato (EGCG), calculado con metodologia B3LYP/ 6-31G(d,p).

En la procianidina B2 (PAB2), se puede observar que el orbital HOMO se distribuye
en los anillos A, C, By A" de la estructura, mismos que actuaran como donadores de
electrones al ser mas susceptibles a un ataque electrofilico. Por otro lado, los anillos
B y B” parecen ser los mas susceptibles a un ataque nucleofilico, segun indica la

localizacion de los orbitales moleculares de frontera (Figura 35).

Figura 35. Localizacion de los orbitales moleculares (A) HOMO y (B) LUMO de procianidina B2
(PAB2), calculado con B3LYP/6-31+G(d,p).
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En la procianidina C1 (PAC1), se puede observar que los anillos A, Cy A" seran mas
susceptibles a un ataque electrofilico debido a la localizacion del orbital HOMO, sin
embargo, los anillos B, A",B",C" y A" parecen ser los mas susceptibles a un ataque

nucleofilico ( Figura 36).

A)

Figura 36. Localizacién de los orbitales moleculares (A) HOMO y (B) LUMO de procianidina C1
(PAC1), calculado con B3LYP/6-31+G(d,p).

7.2.5 Analisis de Docking Molecular

El analisis de acoplamiento molecular se realizé entre la proteina ricina y los
compuestos fendlicos Q, EGCG y proantocianidinas. La proteina ricina presenta dos
cadenas, Ay B, estas cadenas tienen diferentes sitios activos, un sitio para la cadena
Ay dos sitios activos para la cadena B, distinguidos como sitio 1 (B1) y sitio 2 (B>).

Los resultados muestran interacciones importantes entre el sitio activo de la cadena
Ay los ligandos Q y EGCG. El resultado obtenido para Q con el sitio activo de la
cadena A mostro cuatro puentes de hidrégeno y una interaccion 1 — 1 entre TYR 80
y C7 del anillo A, mientras que los resultados para EGCG con el sitio activo en

cadena A muestran seis puentes de hidrogeno (Figura 37).
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A) B)
N ASPY6

Figura 37. Interacciones moleculares de A) quercetina (Q) y B) epigalocatequina galato (EGCG),
ambos con el sitio activo de la cadena A de la proteina ricina.

Por otro lado, la Figura 38 muestra las interacciones entre los sitios activos de la
cadena B (B1 y B2) y los ligandos Q y EGCG. Los ligandos estan unidos por sitios
poco profundos en la cadena B, donde se encontraron cinco enlaces de hidrégeno en
Q al interactuar con la cadena B1 y Ba, y solo dos interacciones 1 cation entre LYS
40 con C1'y C3' en B1. En cambio, en las interacciones de la EGCG con la cadena

B, se observaron siete puentes de hidrogeno en B; y dos en Ba.

ASP253
15251
ASN255
ALA237
SP234
ILE246

ARG236

ASP25

GLN35

GLN35

Figura 38. Interacciones moleculares de quercetina (Q) y epigalocatequina galato (EGCG) con los
sitios activos de la cadena B de la proteina ricina. A) Q con B1, B) Q con B2, C) EGCG con Bi, Y D)
EGCG con B..
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En el analisis realizado con las proantocianidinas, los resultados obtenidos para
PAB2 con el sitio activo de la cadena A mostraron seis enlaces por puente de
hidrogeno, mientras que en los resultados obtenidos para la PAC1 con la cadena A

se mostraron cuatro puentes de hidrégeno (Figura 39).

0 « ASPY6 D) \ HISO4
1 4 >'/< 4 PHES3
‘ 7 ) JASPI00
oy T s (&L B 0 g
ASNIZ2! , U yRim ASY NS
YR, THRT] ASP124 i iRGes
80
2 ARGI8)JSPT8
» Y;Asws L 3 i
) GLU208 ' L ) ARG
Y 4 { o
> S ARGISO ‘
W Ny GLU17T ARG23

Figura 39. Interacciones moleculares de C) procianidina B2 (PAB2) y D) procianidina C1( PAC1)
ambos con el sitio activo de la cadena A de la proteina ricina.

En las interacciones entre los sitios activos de la cadena B (B:1 y B2) y los ligandos
PAB2 y PAC1 se encontraron las siguientes interacciones: dos enlaces por puentes
de hidrégeno en PAB2 con interacciones B1 y B2, y una interaccion tr-cation entre
LYS 40 con C1 en el sitio B1. En las interacciones de PAC1 con la cadena B se

observaron tres puentes de hidrégeno en B1 y B> (Figura 40).
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HIS251

Figura 40. Interacciones moleculares de proantocianidinas con los sitios activos de la cadena B de la
proteina ricina. E) PAB2 con B1, F) PAB2 con B2, G) PACL1 con B: y H) PAC1 con Ba.

Las energias de enlace obtenidas para la cadena A fueron las siguientes:
—-6,30kcal/mol para Q, —-7,43kcal/mol para EGCG, -7.87kcal/mol para PAB2 y -
6.61kcal/mol para PACL. En el caso de la cadena B, la energia mas estable se
encontro en el sitio By para las cuatro moléculas, estos resultados se muestran en

forma de resumen en las Tablas 5y 6.
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Tabla 5. Andlisis de la interaccion molecular entre la proteina ricina (cadenas A y B) con la
quercetina (Q) y epigalocatequina galato (EGCG).

Ligando/ Eneer:%gede *Aminoéacidos Puentes de Interaccién
cadena (keal/mol) en el sitio activo hidrégeno m
TYR123, ASN122, GLY121,
QA -6.30 TYRS0, ASP96, ARG180 4 !
GLN35, ASP22, ASP25, ASN46,
Q/B1 -5.28 5 21-cation
LYS40,TRP37,ASP44
HIS251,ASP253,ASN255,ALA237,
Q/B2 -.16 ASP234,|LE246,ARG236,TYR248 5 )
PHE93,ASN78,GLY120,GLY121,
EGCG/ A 743 ASN122,TYR80,ARG180,TYR123, 6 -

GLU208,ASN209,ASP96
ASP44,ALA45,ASN46,GLY26,
EGCG/ B -5.47 7
ASP25,ASP22,GLN35 -
HIS251,ASP253,PR0O254,ASN255,

EGCG/ B2 391 SER238,ALA237,ASP234,ILE246,A 2 -
RG236

* Los aminoacidos del sitio activo que se muestran en rojo coinciden con los aminoacidos
reportados por la bibliografia de Katzin, Collins y Robertus (1991); Rutenber et al. (1991).
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Tabla 6. Andlisis de la interaccion molecular entre la proteina ricina (cadenas A y B) con la
procianidina B2 (PAB2) y procianidina C1 (PACL1).

Ligandos/ Eneenrlgalgede *Aminoéacidos Puentes de Inter?::mon
cadena en el sitio activo hidrégeno
(kcal/mol)
ARG48,THR77,ASN78,ARG56,A
SP75,ARG180,VAL82 VALS1,TY
PAB2IA -7.87 R80,GLU177,GLY121,ASN122,G 6 )
LU208,TYR123
LYS40,ASN46,ASP25 ASP22 ASP .
PAB2/B1 -3.93 44 ALA45,GLY26,GLY35 TRP37 2 Tr-cation
SER238,PRO254,ASN255,ALA237,
PAB2/B; -3.84 ASP234,ARG236,TYR248,HIS251, 2 -
ASP253
ASP100,ASP75,ARG48,HIS94,PH
E93,ASP96,TYRS80,ARG180,ARG?2
PACL/ A -6.61 58,GLY120,GLY121,ASN122, TYR1 4 )
23,GLY212,ARG213,ASP124
ASP44,LYS40,ASN46,PHE28,ASP
PAC1/ B: -2.57 25 ARG27 GLY35 3 _
HIS251,ASP253,PRO254,TYR148,
PAC1/ B2 -1.87 TYR248,ALA237,SER238,ARG236, 3 -

ILE246

* Los aminoacidos del sitio activo que se muestran en rojo coinciden con los aminoacidos
reportados por la bibliografia de Katzin, Collins y Robertus (1991); Rutenber et al. (1991).

7.2.6 Ajuste y alineacidén después de la interaccion

El ajuste y alineacion se determiné con las geometrias de Q, EGCG, PAB2 y PAC1
antes (en verde) y después (en azul) de las interacciones en los sitios activos de las
cadenas A y B. Las diferencias de energia entre ambas geometrias permiten conocer

la viabilidad de la interaccion con el sitio activo de la proteina.

Los resultados obtenidos no mostraron una diferencia considerable en la energia
reportada para la quercetina (Q) antes y después de la interaccion, reportando
valores en un rango de -0.036 a -0.042 kcal/mol en ambas cadenas. Para la
molécula de EGCG se obtuvieron valores de —-0.11kcal/mol para la cadena A, -0.12

kcal/mol para B1 y —0.25 kcal/mol para el sitio B2, lo cual significa que EGCG
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requiere mas energia para interactuar con los sitios activos de ambas cadenas,
debido a la gran cantidad de angulos de rotacién presentes en la estructura. Como
se observa, la interaccion en el sitio activo B> registra una mayor demanda de
energia para la molécula de EGCG. En el caso de las proantocianidinas, la
deformacion es mayor que la obtenida para la EGCG, ya que la PAB2 contiene un
mayor niumero de angulos de rotacion, registrando valores de -11.04 kcal/mol en la
interaccion con la cadena A, -11.06 kcal/mol y -10.96 kcal/mol con las cadenas B1 y
B> respectivamente. En el caso de la PAC1, existe un mayor numero de anillos
aromaticos que influye también en su alineacion con el sitio activo de la proteina,
dicha molécula registr6 valores de -15.94 kcal/mol en la cadena A ,-15.93 kcal/mol
en cadena B; y -15.96 kcal/mol para la cadena B». Las Figuras 41 y 42 muestran las
geometrias superpuestas de cada molécula, antes y después de la interaccion dentro

del sitio activo.

Q/A Q/B, Q/B,

AE
-0.042 kcal/mol

AE AE
-0.041 kcal/mol /—0.036 kcal/mol

EGCG/A EGCG/B,

Figura 41. Ajuste y alineacion de los ligandos Q y EGCG antes (verde) y después (azul) de la
interaccion con las cadenas A y B de la proteina ricina, asi como la diferencia de energia electronica
total.
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PAB2/A PAB2/B, PAB2/B,

AE AE AE
-11.04 kcal/mol -11.06 kcal/mol -10.96 kcal/mol
PAC1/A PAC1/B, PAC1/B,

AE AE AE
-15.94 kcal/mol -15.93 kcal/mol -15.96 kcal/mol

Figura 42. Ajuste y alineacion de los ligandos PAB2 y PAC1 antes (verde) y después (azul) de la
interaccion con las cadenas A y B de la proteina ricina, asi como la diferencia de energia electrénica
total.
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7.2.7 Transferencia de carga (AN)

Los parametros de reactividad quimica, conocidos como dureza quimica (n) y
potencial quimico (u), fueron utilizados para la determinacion de la transferencia de
carga (AN). Este parametro describe el numero fraccionario de electrones
transferidos desde el sistema A hacia el sistema B. En este caso, los polifenoles Q,
EGCG y las proantocianidinas, PAB2 y PAC1, fueron seleccionados como el sistema
A, mientras que los aminoacidos en el sitio activo fueron seleccionados como el
sistema B. Si los valores de AN son positivos, indican que el sistema es un donante
de electrones. Por el contrario, si los valores de AN son negativos, el sistema es un

aceptor de electrones.

Para la interaccion entre Q y los sitios activos A, B1 y Ba, los valores obtenidos de AN
dieron como resultado solo valores negativos, lo que indica que la transferencia de
carga fluye de la quercetina a los aminoacidos del sitio activo de la ricina, por lo que
se puede establecer que Q actia como donador de electrones. En el caso de EGCG,
el parametro AN mostré algunos valores positivos, por lo que en estos aminoacidos
actua como un aceptor de electrones, sin embargo, con los aminoacidos del sitio
activo restantes mostré valores negativos de AN, por lo que se puede decir que
EGCG actia como donador de electrones. Estos resultados se muestran en la
Figuras 43 y 44.

Por otro lado, el analisis realizado con la PAB2 arrojo6 los siguientes resultados: en el
sitio activo de A y B: todos los valores son positivos lo que significa que la
procianidina B2 (PAB2) actia como aceptor de electrones con todos los
aminoacidos. Sin embargo, se muestran valores negativos con el sitio activo de la
cadena By, indicando a PAB2 como donadora de electrones. Caso contrario se
presenté con la molécula PAC1, la cual muestra una combinacion de valores
positivos y negativos con los sitios activos de la cadena A y B1 observandose un
comportamiento tanto donador como aceptor de electrones, en el caso del sitio activo
de By, la procianidina C1 (PAC1) muestra una tendencia a ser donador de electrones,
al registrar solo dos valores positivos con ASP253 y ALA 237 (Figuras 45y 46).
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Q-B, sitio activo Q-B; sitio activo

ASP44
AN-0.150 % /' AN -0.164 ASF1253
LY.S40 AN-0I3 My
ASN46 \f\ﬁ['i HIS251 ASN255AN -0.089
AN -0.371 . & AN -0.147 ALA237AN -0.042
ASPZZ(\:\&. ASP25 TYR248 ASP234 AN -0:146
AN -0.165 y - | AN -0.161 ) 20249
N, \ AN -0.578 ILE246 AN-0.342
GLN35 “~%J 1Rp37 ;
AN -0.345 AN -0.227 ’2‘5(0’2‘(?76
Q-A sitio activo
GLY1 — ASPY%6
AN -0.280 AN -0.140
ASNI22
AN 0474 _ TYRS0
J Lo AN -0.128

ARG180

TYRI2Z3 00017 AN-0227

Figura 43. Esquema de trasferencia de carga (AN) entre la Quercetina y los sitios activos de A, B1 y
B2 de la proteina ricina.

EGCG-B,; sitio activo ECGC-B,; sitio activo

ASP44

ALA45
AN <0101
AN -0470 ASP46 [

~
~ ) 3
AN -0.275 GLY26

/ 154 AN=0.131
spzs/}{)\PFO_S‘t

‘KASNZSS AN -0.296
¢/\\JSER238 AN 0082

A [T ALA237 AN -0.086

AN -0.146 AN -0.148

HIS251]
AN -0.163

s, OLY2E Sasrdl. B
AN-0.153 ASP22 ~
Iy C ¥~ KiLE246
B s ASP25 )A—_R{G‘,36 AN -0.441
AN -0.383 AN 0.196 AN -l-l 204

EGCG-A sitio activo

AN -0.099 ASTRS
- [ ,~ AN-0.142
AN -0.308° GEY 120 %5y
AN-0324/  GLY121 ] RTYRSO0 AN 0.001

ASNI22 <A\ SN78

AN -0.225 & AN -0.082
w15 2 e TLARGI80
GLU208 [ patiaies
AN -0.129
ASN209
AN'-0.142

Figura 44. Esquema de trasferencia de carga (AN) entre la epigalocatequina galato y los sitios activos
de A, B1y B2 de la proteina ricina.
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PAB2-B, sitio activo PAB2-B, sitio activo

AN 0.140_ASP44,

ALA4S ‘ [
g AN 0.071 AN -0.003

\'_",
AN 0.106 LYS407 SER238 AN 0,140

AN0.066 ASN46 AN 0.079 oo QU ENRssAN 0,096
GLN26 .07 AN -0.218 =
T ; P25 > ASP234 AN -(.140
AN 0,067 ; ,\ASPAZ; ol = ALAZITEARG2YG -
GLNSSM.H_ . o001 AN 0,14
< 1251
AN 0,104 PAB2-A sitio activo =Y T‘,&Z“gl,“
AN -01043 B8 2=
AN 0.540 AN 0.501
ASPY6
Y VAL /"~ AN0512

G48
0 ' ATHR77 AN 0.640
ALg| ASPTSAN 0381

P78,

GLY12
AN 0.591
ASNI22 .
AN0.581 TYRS N0:520
TYRIZ3 b
GLU208 AN 0.551

AN 0.694
A GLU177

AN 0.570

AN 0.648

Figura 45. Esquema de trasferencia de carga (AN) entre la procianidina B2 y sitios activos de A, B1 y
B2 de la proteina ricina.

PAC1-B, sitio activo PAC1-B, sitio activo
AN -0.140
S : AN -0.074
AN -(I.US:IASP‘M PHE2 TYR248

ASP46,
AN 0.032

| ARG236 AN -0.040
ALA237AN 0.01
ER238AN -0.003

]~ 1LE246 AN -0.140

ARG27
AN 0.038

LYS40
AN -0.004

~, TYR248

ASPZS PRO2SI =\ AN-0.074

GLN35 AN -0.054 AN -0.139 - LIIISZS!
AN 0,034 ‘Asp2s3 AN U0

AN 0.154
PAC1-A sitio activo
AN -0.142
AN 0.125 HISHM () TANE0.697

PHE93 ) nsppas . ANA0673
AN 0.048 _GLYI ) “_( 50 ASP100

GLY121 ASP96 AN .0.670
AN 0.107 T 2. e .
ASPI124 ARG4g AN 0018

P7

AN -0.592 ARG2584N 0.089

ARGIS0 140

AN 0.088 v - l".}_l,\’m
L U~ AN0.108
ARG213
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Figura 46. Esquema de trasferencia de carga (AN) entre la y procianidina C1 y sitios activos de A, Bz
y B2 de la proteina ricina.
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VIIl. CONCLUSIONES
Se obtuvo la purificacion de la proteina ricina con sus dos subunidades.

Las interacciones realizadas con quercetina mostraron precipitacion en todas las
concentraciones analizadas mostrando que a partir de 40 pg/mL, las soluciones

empezaron a presentar saturacion.

Las soluciones con menor concentracion volvieron a homogenizarse trascurridas 24
horas, a excepcién de las muestras saturadas. Por lo cual se sugiere realizar analisis
posteriores en las soluciones a bajas concentraciones, para confirmar que sucede

con la proteina ricina y su interaccion con quercetina.

La curva de absorbancia del sobrenadante por UV-Vis, después de la interaccion de
la proteina, mostré una disminucion al aumentar la concentracion de la quercetina,

mientras que el precipitado mostré un incremento al aumentar dicha concentracion.

Al analizar estadisticamente los resultados del UV-Vis, se observé una diferencia
significativa en el andlisis de varianza (ANOVA), confirmando con la prueba de

Tukey, que existe una diferencia significativa en algunas muestras.

Se observo en el andlisis de electroforesis lineas mas tenues conforme aumenta la
concentracion de quercetina, lo que sugiere que la mayor parte de la proteina se
gueda en el precipitado. Los resultados en las cromatografias de HPLC mostraron
una disminucién considerable de los picos de la proteina conforme aumenta la

concentracion.

Después de veinte dias las soluciones filtradas y utilizadas en el analisis de HPLC
presentaron turbidez y precipitacién por lo que se sugiere en trabajos futuros de
interaccion entre proteinas y compuestos fendlicos realizar analisis variando los

tiempos de interaccion.

Los calculos quimico-cuanticos mostraron coincidencia en los posibles ataques

nucleofilicos y electrofilicos con respecto a los resultados de acoplamiento molecular.
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El ajuste y alineacién antes y después de la interaccion indicé una significativa

deformacion de las estructuras de las proantocianidinas.

Se observé que el numero de grupos -OH no influye por si solo en la afinidad con el
sitio activo de la proteina ricina, esto depende también de los angulos de rotaciéon
que tenga el compuesto fendlico, asi como el nimero de anillos presentes. Por otra
parte se puede concluir que el comportamiento de los compuestos fendlicos en la
trasferencia de carga puede ser tanto de aceptor como de donador de electrones, en
los tres sitios activos de la proteina ricina, sin embargo, de acuerdo a los resultados
obtenidos con el acoplamiento molecular, la procianidina B2 y EGCG son los
compuestos fenodlicos mas viables para lograr una interaccion favorable que pudiera
conducir a una inhibicién del sitio activo de la cadena A, en cambio en la cadena B la
EGCG es el compuesto fendlico méas factible para lograr una interaccion que
favorezca la inhibicidn en el sitio activo By y la Q para la inhibiciéon correspondiente al

sitio activo Bo.
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X.ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion BSA

Curva de calibracion BSA
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Anexo 2. Analisis estadistico sobrenadante

Analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey a <0,05

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso [gualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Concentracion 8 3.8,7.4,10.7, 15.2, 40.0, 50.0, 70.0, 90.0

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracién 7 133726 0.191038 357.83  0.000
Error 16 0.00854  0.000534

Total 23 1.34581

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.0231057 99.37% 99.09% 98.57%

Medias

Concentracion Media Desv.Est. IC de 95%

3.8 0.95600  0.01217 (0.92772, 0.98428)
7.4 0.8360 0.0596 (0.8077, 0.8643)
10.7 0.77600  0.01572 (0.74772,0.80428

0.68872, 0.74528
40.0 0.47800  0.01212 (0.44972, 0.50628
50.0 0.42200  0.00866 (0.39372, 0.45028
70.0 0.32100  0.00529 (0.29272, 0.34928)
90.0 0.29300  0.00721 (0.26472, 0.32128)

= = =

N

3

3

3 (
15.2 3 0.71700  0.00520 (

3 (

3 (

3

3

Desv.Est. agrupada = 0.0231057
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Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Concentracion N Media Agrupacion
3.8 3 0.95600 A

7.4 3 08360 B

10.7 3 0.77600 B C

15.2 3 0.71700 C

40.0 3 0.47800 D
50.0 3 0.42200 D
70.0 3 0.32100 E
90.0 3 0.29300 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Absorbanda
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Anexo 3. Analisis estadistico precipitado

Anilisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey a <0.05

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipétesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso [gualdad de varianzas para el andlisis.

Informacioén del factor

Factor Niveles Valores

Concentracién 8 3.8,7.4,10.7, 15.2, 40.0, 50.0, 70.0, 90.0

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion 7 078395 0.111993 154.21 0.000
Error 16 0.01162 0.000726

Total 23 0.79557

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.0269490 98.54% 97.90% 96.71%

Medias

Concentracion Media Desv.Est. IC de 95%

3.8 0.01800  0.00265 (-0.01498, 0.05098)
7.4 0.03300  0.01044 (0.00002, 0.06598)
10.7 0.0500 0.0346 (0.0170, 0.0830)

40.0 0.18500  0.01345 (0.15202,0.21798)
50.0 0.23900  0.01212 (0.20602, 0.27198)
70.0 0.3640 0.0190 (0.3310, 0.3970)

N
3
3
3
15.2 3 0.07100 0.00200 (0.03802, 0.10398)
3
3
3
90.0 3 0.5650 0.0617  (0.5320, 0.5980)

Desv.Est. agrupada = 0.0269490
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Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Concentracion N Media Agrupacion

90.0 3 0.5650 A

70.0 3 0.3640 B

50.0 3 0.23900 C
40.0 3 0.18500 C
15.2 3 0.07100 D
10.7 3 0.0500 D
7.4 3 0.03300 D
3.8 3 0.01800 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Absorbanda

L6 un dakerrala po contisne cerg, fas medias carrespandisabes 5o significabirasments
diferenkes.
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Anexo 4. Muestras HPLC

I

J,Jf | J .k|_ A
o L RTT A N

—

—_—

3.8 pg/mL 7.4 ygfmL
| }J ,'I| A ] 'Ilil
JJJA _JJ")J"’U JI--H'\J—A___,_,_,__—J\-_J.IL_\‘— R _FF_,J] vll..l.'"v' danL.J L \x.-,h__ _\""‘--..__ -
10.71 pg/mL 15.2 pg/mL

76

. | [
i A
RLD iy .
A AN
| | |
| ¥
v, Ik\-: \ /Jn\ql |'.\_\
| JWU ‘M /‘klrww/\_ﬁ/ \
JM] / \/F.a\llljd/l \\
70 gL o0 pgmL



