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Resumen

La homeostasis del musculo esquelético condiciona multiples aspectos del funcionamiento
del organismo, adicionalmente, el musculo esquelético adulto es uno de los tejidos con mayor
capacidad de regeneracion en respuesta al dafio fisico o bajo contextos de enfermedad. Esta
caracteristica depende de la funcionalidad de células madre musculo-especificas
denominadas células sateélite, las cuales obedecen a una serie de eventos moleculares que
dictan el programa de activacion y diferenciacion del musculo en regeneracion. A nivel
molecular, distintas redes de regulacion transcripcional controlan jerarquicamente el
desarrollo y la diferenciacion muscular. La expresion de genes de diferenciacion (MRFs)
como Myf5 y MyoD aseguran el compromiso miogénico y dirigen el programa irreversible
de diferenciacion de mioblastos. Por otro lado, la Miostatina (GDF-8).se expresa en altos
niveles en mioblastos y fibras del musculo répido, esto sugiere un rol inhibitorio de la
Miostatina (Mstn) en el programa de diferenciacion muscular.

La Mstn actia candnicamente a través del receptor de activina (ActRIIB) para regular
negativamente la expresion de MRFs, asi mismo juega un papel importante en la
especificacion de los tipos de miofibras durante la diferenciacién miogénica. En esfuerzos
por bloquear esta via de regulacion se realizo la identificacion de nuevos inhibidores de la
funcién de la Mstn en el musculo esquelético de raton a partir de modelaje molecular capaces

de bloquear la cascada de sefializacion de la Mstn.

En estudios previos se identifico a la molécula (NUCC-555) con capacidad de unién
inhibitoria a Activina, y se reportd que dicha molécula lograba unirse de manera secundaria
y con menos afinidad a Mstn. Con base en esto, en el presente trabajo se realiz6 un analisis
in-silico para encontrar compuestos quimica y estructuralmente similares a NUCC-555 para
posteriormente mediante Docking Molecular determinar el sitio de union a Mstn. Finalmente,
mediante un analisis in-vitro se evalué su efecto sobre la proliferacion y la diferenciacion de

células derivadas de musculo esquelético de ratén, C2C12.



Abstract

Skeletal muscle homeostasis conditions multiple aspects of the organism's functioning,
additionally, adult skeletal muscle is one of the tissues with the greatest capacity for
regeneration in response to physical damage or under the context of disease. This
characteristic depends on the functionality of muscle-specific stem cells called satellite cells,
which obey a series of molecular events that dictate the activation and differentiation program
of the regenerating muscle. At the molecular level, different transcriptional regulatory
networks hierarchically control muscle development and differentiation. The expression of
differentiation genes (MRFs) such as Myf5 and MyoD ensure myogenic compromise and
direct the irreversible program of myoblast differentiation. On the other hand, Myostatin
(GDF-8) is expressed at high levels in myoblasts and fast muscle fibers, this suggests an

inhibitory role of Myostatin (Mstn) in the muscle differentiation program.

Mstn acts canonically through the activin receptor (ActRIIB) to negatively regulate the
expression of MRFs, it also plays an important role in the specification of myofiber types
during myogenic differentiation; In efforts to block this regulatory pathway, the identification
of new inhibitors of Mstn function in mouse skeletal muscle will be carried out based on

molecular modeling capable of blocking the Mstn signaling cascade.

Previous studies have identified a molecule (NUCC-555) that maintained an inhibitory
binding to Activin, and was reported that said molecule managed to bind secondarily and
with less affinity to Mstn. Based on this, an in-silico analysis was carried out to find
compounds that were chemically and structurally similar to NUCC-555, and subsequently,
by means of Molecular Docking, the binding site to Mstn was determined. Finally, an in-
vitro analysis evaluated its effect on proliferation and differentiation, observing an increase
of molecular and morphological signatures of muscle differentiation, in cells derived from

mouse skeletal muscle, C2C12.
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INTRODUCCION

El musculo esquelético

El musculo esquelético comprende aproximadamente el 40-50 % del peso total del cuerpo y
por masa es el tejido mas grande en el cuerpo humano. La homeostasis muscular es vital en
el mantenimiento del balance energético, capacidad de hacer ejercicio y funcion respiratoria
[1] (Figura 1).

12



La homeostasis del musculo esquelético condiciona multiples aspectos del funcionamiento
del organismo; desde el mantenimiento postural, la transduccién de fuerza y el movimiento,
hasta la regulacion de procesos metabdlicos que permiten el mantenimiento de un estado
energético adecuado. Adicionalmente, el masculo esquelético adulto es uno de los tejidos
con mayor capacidad de regeneracion en respuesta al dafio fisico o0 bajo contextos de
enfermedad. Esta caracteristica depende de la funcionalidad de células madre musculo-
especificas denominadas células satélite, las cuales obedecen a una serie de eventos
moleculares que dictan el programa de activacion y diferenciacion del mdsculo en

regeneracion [2].

El desgaste muscular sistémico esta asociado con debilidad, fatiga, fragilidad, resistencia a
lainsulina, fractura de huesos, hospitalizacién, invalidez y muerte [3]. Con base en la elevada
demanda funcional del mdsculo esquelético, es requerida la presencia de mecanismos de
regeneracion muscular. En este sentido, las células troncales del musculo esquelético,
conocidas como células satélites (CS), se encargan de reparar o regenerar las fibras dafiadas
ante un evento de dafio causado por enfermedad, ejercicio fisico intenso o ciertos farmacos

toxicos para el masculo (Figura 1).

Perimisio

- Célula satélite

_— Mitocondrias

- Endomisio

Nicleo % Miofibrilla

Fibra muscular
~ Sarcolema

Sarcoplasma

Figura 1. Esquema general de la organizacion de un fasciculo muscular y sus componentes.

Células satélite

Las células satelite, son las celulas troncales de musculo esquelético y son las responsables
de la reparacion y de la homeostasis del musculo esquelético de un organismo adulto durante
toda su vida. Las CS se localizan entre la lamina basal y las miofibras diferenciadas, dandoles

la distintiva ubicacion de satélite, entre la membrana celular y la lamina basal [4].
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En la homeostasis y en estado de reposo las CS se encuentran en estado quiescente; con bajos
niveles metabolicos y transcripcionales, cuyo marcador bioquimico es el factor de
transcripcion Pax7 [5]. Las CS se activan y entran al ciclo celular, para proveer los
progenitores comprometidos por el dafio o el estrés y originar células precursoras miogénicas
(mioblastos) necesarios para la regeneracion muscular y por otro lado para autorrenovarse

manteniendo el reservorio de CS [6,7].

El conjunto de CS es una poblacion heterogénea que contiene rasgos fenotipicos y
funcionales distintos. Indistintamente de su estado metabolico, todas las CS expresan Pax7
como principal factor transcripcional [8]. Se ha determinado que un aproximado del 80% de
las células Pax7+ son simultdneamente positivas para el factor Myf5, mientras que el 20%
restante solo expresan al factor Pax7. Se ha observado que las células Pax7+/Myf5- pueden
dar sucesion tanto a células Myf5+ como Myf5- a través de divisiones asimétricas. Por otro
lado, las células Pax7+/Myf5+ solo pueden generar progenie de células Myf5+ a través de
divisiones simétricas generadas paralelamente a la fibra muscular. Estos hallazgos sugieren
que la poblacion de células Pax7+/Myf5- funcionan como auténticas CS troncales, y las
células Pax7+/Myf5+, més susceptibles a ingresar al programa de diferenciacién muscular,

funcionan como CS miogénicas, destinadas a la regeneracion de la fibra muscular [9,10].

En general cuando las CS quiescentes son activadas en respuesta del dafio muscular estas

proliferan y se diferencian en nuevas fibras musculares [8].

Factores reguladores miogénicos

Los factores reguladores miogénicos (MRFs) son un grupo de proteinas musculo-especificas
las cuales incluyen MyoD, Myf5, Miogenina y MRF4 que actlan a multiples puntos en la
diferenciacion muscular para que cooperativamente establezcan el fenotipo de musculo
esquelético a traves de la regulacion de la proliferacion, arresto irreversible del ciclo celular
de las células precursoras seguido de una activacion regulada del musculo sarcomérico y de

genes especificos del musculo para facilitar la diferenciacion y el ensamble sarcomerico [11].
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Los MRFs forman una selecta familia de factores de transcripcién cuya funcion y actividad
representan un paradigma donde una serie de eventos moleculares determinan el destino de

todo un linaje celular.

Molecularmente existen distintas redes de regulacion transcripcional que controlan
jerarquicamente el desarrollo muscular. Primariamente Pax7 induce la expresion de Myf5 y
secuencialmente éste a MyoD para dar lugar a la diferenciacion inicial. La expresion de Myf5
y MyoD aseguran el compromiso miogénico y dirigen irreversiblemente el programa de
diferenciacion en mioblastos, los cuales proliferan originando progenitores miogénicos, en
donde consecuentemente la expresion de Pax7 disminuye. Los MRFs; Miogenina (MyoG) y
MRF4 finalmente inducen la expresion de genes de diferenciacion terminal y de proteinas
estructurales, que haran posible la fusion y la funcionalidad de la miofibra madura, Figura 2
[12].

Progenitores Células satélite Célulaz zatélite

embrionicos gquiescentes adultaz comprometidas Miohlastos Miocitos MiotubozMiofibraz

— .y

(@ ! _ - .
.\/) P P e BT ="

L
»

L
»

Pax 7
Myfs
MyoD

Mrf 4

Miozina

Tiempo de desarrello
Figura 2. Programa de diferenciacion muscular, expresion de marcadores del crecimiento muscular y su

tiempo de desarrollo. Tomado y modificado de Olguin et al 2007.

Mecanismos de regulacion de la diferenciacion muscular

El programa de diferenciacion muscular es mediado principalmente por los Factores
Reguladores Miogénicos (MRFs), iniciando una cascada transcripcional que marca el ingreso

irreversible al programa de diferenciacion [13].

Adicional a estos mecanismos, se ha reportado la existencia de vias de sefializacion que

desencadenan la inhibicion del programa de diferenciacion muscular. La familia del Factor
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de crecimiento transformante TGF-f es un grupo de proteinas estructuralmente relacionadas
y entre cuyos miembros se encuentran los GDFs (Growth Differentiation Factors), BMPs
(Bone Morphogenic Proteins), Activina A, entre otros. Entre todos ellos, el GDF-8 (Growth
Differentiation Factor-8) también llamado miostatina, es un potente inhibidor de la
diferenciacion muasculo esquelética: y a través de su efector principal Smad3, que regula la

inhibicion de la diferenciacion miogénica en células C2C12 [14] (Figura 3).

Los TGF- B como reguladores de la diferenciacion

Los GDFs como subfamilia de los TGF- B tienen como principal efector regulador a Smad
2/3, cuya actividad esta mediada por la activacion de ActRIIB. Esto resulta en la fosforilacion
del receptor ActRI1IB en el dominio GS, lo que desencadena que Smad 2/3 forme un complejo
oligomerizandose con Smad4. Finalmente, este complejo es translocado a ndcleo donde se
une a elementos de respuesta, especificos en las regiones promotoras de genes blanco,

regulando asi su transcripcion [15,16] (Figura 3).

Smad 2/3 interactua fisicamente con el dominio HLH (Hélice-Asa-Hélice) de MyoD, y esta
interaccion, se correlaciona con la habilidad de Smad3 para interferir con la hetero-
dimerizacion de la proteina MyoD/E, por consiguiente, con la union de los complejos de
MyoD en los sitios E-box. [13,14].
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Figura 3. Representacion esquematica de la topologia del mecanismo de accién candnico de la Subfamilia de
GDFs de los Factores de crecimiento transformantes TGF-B y su papel en la regulacion de la diferenciacion

muscular. Tomado y modificado de Han et al., 2013.

Ademas, se ha visto que la expresién de Mstn juega un papel importante en el desgaste
muscular en condiciones catabolicas dependiente de la expresion de dos ligasas E3,
(Atrogina-1 también Ilamada MAFbx (Muscle Atrophy F-Box)) y MuRF1(Muscle RING
Finger Protein-1), debido a que estas enzimas reconocen proteinas musculo-especificas. [17].
Por lo tanto, hay un incremento en la expresion de Atrogina-1/MAFbx y MuRF1 en varias
condiciones catabdlicas incluyendo cancer, diabetes, enfermedad renal crénica e inanicion.
Como consecuencia la incrementada expresion de estas ligasas, E3 es considerada sinénimo

de la activacion del sistema ubiquitina proteasoma (UPS) [18].
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Juntos, estos resultados muestran el modelo de cémo miembros de la familia de los TGF-

regulan negativamente la diferenciacion miogénica [14,17].

La capacidad de la regeneracion muscular disminuye con el tiempo y a medida que el
organismo se enfrenta a contextos catabélicos desfavorables. Por ello, es necesario conocer
nuevos coadyuvantes que regulen el programa de diferenciacion-regeneracion para disefiar

estrategias que permitan su manipulacion con fines terapéuticos.

La miostatina

La miostatina (Mstn) forma parte de la subfamilia de los GDFs, que a su vez forma parte de
la superfamilia de los Factores de crecimiento transformantes (TGF-B). Es un potente
regulador negativo del crecimiento del musculo esquelético en mamiferos. [19]. Fenotipos
de modelos murinos nulos a Mstn son caracterizados por una extrema ganancia de masa

muscular cominmente llamada como doble musculatura [20,21] (Figura 4).

Miostatina Miostatina

(+14) ()

Figura 4. A) Raton silvestre y raton “Knock out” a Mstn. B) Fenotipo de modelo murino silvestre de lado
izquierdo y C) Modelo murino nulo a Mstn de lado derecho mediante Knock-out. Tomado de McPherron y
Lawer.,1997.

La Mstn esta expresada predominantemente en el masculo esquelético a lo largo de la vida,
desde edades tempranas de la embriogénesis hasta la edad adulta tardia. En las etapas
tempranas del desarrollo, la expresion de la Mstn esta restringida al desarrollo de las somitas

del compartimiento del miotomo [22].
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La Mstn, estd también expresada en musculo cardiaco, particularmente, en las fibras de
Purkinje, estructuras contractiles y la arteria coronaria muscular, aunque los niveles son bajos
en comparacion con el musculo esquelético, donde se encuentra mayoritariamente
[22,23,24].

La Mstn es expresada en las etapas tardias del desarrollo y en animales adultos [22]. Ademas,
se expresa durante la proliferacion y durante la diferenciacion hacia miofibras, siendo este
ultimo estadio donde se aprecia su mayor efecto con incremento en el inicio de la fusion y

una disminucion durante la diferenciacion terminal [19] (Figura 5).

Miofibras
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Figura 5. Representacion esquematica de los principales estadios de la accion de la Mstn a nivel celular.
Tomado y modificado de Garikipati et al., 2007.

Funcion de la miostatina e importancia como candidato
terapéutico

Actualmente, se sabe que hay una correlacion positiva entre el contenido de las fibras rapidas
tipo Il y la abundancia del ARNm de la Mstn en varios muasculos esqueléticos [25], siendo
diferenciadas de las fibras lentas tipo | en su capacidad de contraccion, como su nhombre lo
indica la primeras con funcionalidad de contraccion rapida y las segundas de contraccion
lenta [26].

La transcripcion de la Mstn es regulada en el masculo por las E-Boxes (CANNTG), Las
cuales son activadas por los factores MyoD y FOXO que desencadenan en una regulacion al
alza de Mstn durante el ciclo celular, siendo en fase G1 su mayor actividad, que es cuando

los niveles de expresion de MyoD son maximos [27,28]. Con base en la correlacion positiva
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que se tiene, se sabe que los musculos de contraccidn rapida pueden ser mas sensibles que

los musculos de contraccion lenta para cambiar la expresion de la Mstn [29].

La disponibilidad de la Mstn (péptido COOH-Terminal) bioactiva es firmemente regulado a
través del secuestro proteico por su propio precursor ProMiostatina (péptido NH2-Terminal-
COOOH-Terminal), también denominado LAP (Péptido Latente Asociado), (Figura 6). La
Mstn es sintetizada en el miocito como una preproteina que, tras un proceso de protedlisis,
es dividida en 2 péptidos: el propéptido NH-terminal de 26 kD y un péptido maduro COOH-
terminal de 12,5 kD [30]. La Mstn madura es liberada directamente al suero manteniéndose
unida de forma no covalente al propéptido, formando el LAP, que este representa el 70% de

la Mstn circulante (Figura 7).

Ademas del propéptido, Folistatina una glucoproteina rica en cisteina e inhibidora de algunos
miembros de la familia de los TGF f es capaz de unirse al péptido maduro y formar también
el LAP, Una vez en el lugar de accion, el LAP se ve sometido, a un proceso de protedlisis
por metaloproteasas y serinproteasas, en el que se obtienen, por un lado, el propéptido NH.-
terminal o Folistatina, y por otro, la Mstn en su forma activa que actla sobre su receptor.
[30,31] (Figura 7).
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Figura 6. Estructura de la ProMiostatina, Precursor de la Mstn. En verde se encuentra el primer monémero

COOH-Terminal de Mstn y en Naranja el segundo mondmero COOH-Terminal, las hojas -plegadas de la

parte inferior son el propéptido NH-terminal, todo en conjunto se denomina complejo LAP. Tomada del
Protein Data Bank.
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Figura 7. Esquema de la estructura de la Mstn en el complejo LAP (Péptido Latente Asociado), su

procesamiento proteolitico y su posterior accion en el receptor de su célula diana. Tomada de Zamora et al.,

2008.
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La Mstn actlia canonicamente a través del receptor de activina para regular la expresion de
los genes de miosina. La Mstn juega un papel importante en la especificacion de los tipos de
miofibras durante la diferenciacion miogénica [32].

La Mstn sefaliza a la célula mediante la via del complejo del receptor compuesto por dos
tipos de receptores tipo | y tipo Il. [33]. Evidencia acumulada indica que la Mstn comparte
su par de receptores con la activina especificamente con el receptor de activina ActRIIB y
ActRIIA. La Mstn inicia su sefializacion a través del receptor ActRIIA el cual posee un
dominio cinasa constitutivo. La union de la Mstn hacia los receptores ActRIls recluta el
correspondiente receptor tipo | (Activina like cinasa-5 y 4 o ALK5/4) [33], formando un
complejo de receptor heterotetramerico, el cual transfosforila el receptor tipo | en el motivo
de Gly/Ser llamado regién GS. EI complejo del receptor activado luego fosforila el receptor
regulado por las proteinas Smad 2/3 que se oligomerizan con un mediador comin Smad y
co-Smad llamado Smad 4. EI complejo Smad se transloca al nicleo donde interactia con
cofactores para regular transcripcionalmente sus genes blanco [34,35]. Estos participantes de
Smad regulan de manera especifica en un tipo celular, subconjuntos de genes blanco de genes
de la sefializacion de la Mstn. Otro Smad, el Smad 7, sirve para derogar la sefializacion de la
Mstn por medio de la estabilizacion de un bucle auto inhibitorio [34,36]. Primero, Smad 7
inhibe la expresién génica de la Mstn [36]. Después, Smad 7 inhibe al complejo Smad 2/3-
Smad4 resultando en una inhibicion de la sefializacion de la Mstn [35]. Interrumpiendo la
participacion de ALK-4 en el complejo del receptor evitando la accién de la Mstn sin efecto

de la sefializacion de TGF- B, indicando un rol critico en el efecto de la Mstn [37] (Figura 8).

El complejo nuclear de Smad 2/3/4 actGa como un factor de transcripcion que regula la
proliferacion y diferenciacion alterando los patrones transcripcionales y las cascadas de
sefializacion involucradas en la miogenesis a través de los SBE (Smad Binding Elements)
[38] (Figura 8).
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Figura 8. Funci6n de la Mstn a nivel molecular y Smad 2/3/4 en sus blancos de inhibicién transcripcional.
Tomado y modificado de Han et al 2013.
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ANTECEDENTES

Estrategias de inhibicién de la miostatina

Se ha encontrado que la via de sefializacion de la Mstn ha sido inhibida competitivamente
por pequefias moléculas inhibidoras de union de ATP como Dorsomorfina y el compuesto
LDN-193189 [39]. Estos compuestos mostraron que son capaces de inhibir la sefializacion
de una gran parte de receptores de la familia de los TGF-, entre ellos los BMPs y los
receptores de Activina I1A y I1B. Asi mismo se demostr6 que Dorsomorfina y LDN-193189
inducen la via de sefializacion de las SMAD2/3 y la represion de los factores miogénicos de

transcripcion [39].

Sin embargo, esta claro que el uso de la Dorsomorfina y la LDN-193189 no es una terapia
prometedora en pacientes que sufren diversas enfermedades asociadas con el desgaste
muscular. Ya que se ha reportado la falta de especificidad de estas moléculas, pues comparten

a varios miembros en comun de la familia de los TGF-3 [40].

En otro estudio se ha identificado una molécula de unién a ligando entre las dos subunidades
BA de activina y fue identificada a través de un screening in-silico con una base de datos
ZINC para identificar las interacciones. De entre 39 compuestos sin toxicidad significativa,
se probaron en dos ensayos de activina bien establecidos: (transcripcion de FSHf y apoptosis
de las células HepG2), éste trabajo arrojo dos compuestos importantes: NUCC-474y NUCC-
555 con potencial de inhibir al receptor de Activina A. El ensayo de inhibicion competitiva
confirmé que NUCC-555 se uni6 al dimero de activina 1A (ActRIIA) impidiendo la
formacion del complejo de Activina A: ActRIl con ALK4-ECD-Fc de manera dosis
dependiente. [41]. NUCC-555 tiene la caracteristica de que se une especificamente a Activina

A comparado con Mstn [41].
Sin embargo, la desventaja que presenta esta molécula es que no se encuentra disponible

comercialmente para su uso, asi como su deficiente especificidad, por lo que se busca la

identificacion y caracterizacion de nuevos inhibidores capaces de realizar una mejor
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inhibicidn, que sea asi mas especifica y requiera concentraciones mas bajas para asi evitar

interacciones cruzadas con otros blancos no deseados.

Por otra parte, estos datos demuestran una estrategia in-silico novedosa basada en identificar

pequefias moléculas antagonistas a la actividad de Mstn con un nivel altamente especifico.

Por otro lado, los mecanismos fisioldgicos y moleculares que causan el desgaste muscular
aun son inciertos a pesar de estos avances. No hay terapias de confianza que prevengan o que
contrarresten la atrofia muscular en muchos desordenes fisiologicos. Recientes reportes
sugieren que estamos entrando a una nueva era terapéutica porque no solo bloqueando la
sefializacion de la Mstn se puede prevenir la perdida de la masa muscular, sino también se

puede mejorar la supervivencia en condiciones catabélicas [41,18].

El potencial para desarrollar una estrategia de tratamiento es de gran interés y potencial,
debido a que no es necesario manipular los genes bloqueando la sefializacion de la Mstn. Ya
qgue como se ha discutido con anterioridad, la sefializacion de la via de la Mstn se puede

bloquear farmacolégicamente y con precision hacia un receptor especifico de interés.

Métodos de modelaje molecular

La técnica de modelado molecular es una herramienta computacional que ha permitido
estudiar la interaccion que existe entre un farmaco/ligando con su diana, mediante la
utilizacion de programas informaticos que representen las estructuras y el comportamiento
de las moléculas. Asi mismo, permite predecir si una molécula va a unirse a un receptor
determinado, y por lo tanto si puede ser un punto de partida para el disefio y sintesis de

farmacos [42].

Las simulaciones de dindmica molecular (MD) de una molécula o de complejos moleculares

son una herramienta imprescindible que ha contribuido significativamente a la investigacion
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de las propiedades estructurales y dindmicas de los complejos proteicos, ya que pueden

proporcionar bastante informacion a nivel atdmico [43].

El modelaje molecular estudia la interaccion entre un ligando y su receptor mediante el
estudio y el analisis de las fuerzas de unién entre ambas estructuras [42]. La union entre un
ligando y su receptor es considerada como una reaccion de asociacion simple y su constante
de asociacion es mas alta cuanto mayor es la energia que se libera en la interaccion entre el

ligando y el receptor [42].

En funcién del conocimiento o desconocimiento de la estructura del ligando y del receptor
existen diferentes técnicas computacionales de modelado molecular (Tabla 1) que se pueden

aplicar para que el proceso de descubrimiento sea mucho mas sencillo [42].

- RECEPTOR Y SU ESTRUCTURA

CONOCIDO DESCONOCIDO

é o ° Interacciones entre ligando- it 6 i Bl
= = receptor :
= = activos
O e L. * Busquedas en 3D basadas en
a z ° Dindmicamoleculary el ligando/farmacoforo
= O técnicas de simulacion de &
o © : Modelo QSAR 2D y 3D
= docking
-
7]
g 8 * Generacion de estructuras en
=| ©U * Busquedas3D basadasen el 3D
% % disefio y la estructura * Medidas de diversidad
9 o ¢ Diseno de novo molecular y de similitud
-l % quimica

=

=

* Quimica combinatoria

Tabla 1: Técnicas in-silico de modelado molecular en funcién del conocimiento de la estructura del ligando y

el receptor. Modificado de Sanchez Montero., 2016
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A diferencia de los métodos experimentales que proporcionan informacion estructural y
dinamica sobre un gran numero de moléculas, y dentro de la ventana de tiempo del método
experimental, los métodos in-silico presentan multiples ventajas, particularmente la dindmica
molecular (MD), ya que pueden llegar a tener una resolucién atdmica alta y el tiempo de
observacion en la escala de tiempo resulta en 10°° segundos o mas [44]. Una desventaja en el
disefio de farmacos es el hecho de que una Unica molécula sea capaz de unirse a dos dianas
distintas, de forma que tenga dos actividades farmacoldgicas diferentes, lo que casualmente
puede ser desfavorable si empeora la actividad farmacoldgica o resultando en ser indeseado

si produce efectos adversos [45].

Los célculos de simulacién computacional pueden proporcionar informacion muy detallada
sobre la estructura y la dindmica de las moléculas en interaccion, siempre y cuando se basen

en un modelo preciso de escala atdbmica y con campos de fuerza apropiados [46].

A partir de una molécula conocida, estas técnicas pueden ser aplicadas con el fin de conseguir
nuevos farmacos que impliquen un avance terapéutico innovador. De esta forma, se pueden
conseguir farmacos que posean un mayor indice de especificidad, asi como de precision (lo
que se traduciria a la disminucion de los efectos adversos y con una mayor potencia,

implicando una disminucidn de la dosis.
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JUSTIFICACION

Es importante la busqueda y caracterizacion de nuevos inhibidores de funciones de
moléculas, ligadas a enfermedades relacionadas con distrofias musculares y a afecciones
musculo-esqueléticas de diferentes etiologias. En el caso particular de la funcion de la Mstn,
se ha demostrado que esta relacionada con la limitacion del desarrollo muscular.

La Mstn actia como un potente regulador negativo del crecimiento muscular y esta
incrementada en musculos de modelos animales y pacientes con ciertas condiciones
catabdlicas, ya que esta suprime el desarrollo muscular y su ausencia por lo contrario estimula

Su crecimiento.

Se ha observado que la sefializacion de la via de la Mstn se puede bloquear

farmacoldgicamente y con precision hacia una molécula en especifico de interés.

Asi mismo es necesaria la identificacién de nuevos inhibidores de la Mstn como posible

estrategia terapéutica para enfermedades del funcionamiento muscular

Los antagonistas a la Mstn como terapia para pacientes con dafio muscular es un importante
tema de investigacion clinica ya que con esto se pretende conseguir una mejoria en este tipo

de condiciones.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar, analizar y caracterizar nuevos inhibidores especificos de miostatina
mediante modelaje molecular con el objetivo de obtener candidatos capaces de

inducir la diferenciaciéon muscular.

Objetivos especificos

1. ldentificar y caracterizar in-silico moléculas candidatas inhibidoras de la

miostatina obtenidas a través de modelaje molecular.

2. Comprobar la actividad bioldgica de las moléculas identificadas sobre la

diferenciacién muscular en un sistema in-vitro de diferenciacion.

3. Determinar el efecto de los compuestos identificados sobre la via de

sefalizacién de la miostatina en un sistema in-vitro de diferenciacion.
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HIPOTESIS

A partir del modelaje molecular se identificaran nuevos inhibidores de la funcion de la
miostatina en el masculo esquelético de raton y tendran un efecto regulador positivo sobre

la diferenciacién muscular.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

e Modelaje molecular de posibles inhibidores
de la funcion de la Mstn mediante docking in-
silico.

e Comprobacion de los candidatos identificados
mediante el analisis de su efecto sobre la
diferenciacion, en cultivo de células C2C12.

e Caracterizacién molecular de la via de la Mstn
en cultivo de células C2C12 mediante RT-Q-
PCR.
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METODOLOGIA

Se ocupo la proteina Mstn
como blanco de inhibicion.

Metodologia para el modelaje molecular

Tomando la molécula
NUCC-555 que se reporta
que mantiene una unién

inhibitoria con la Mstn

Busqueda de moléculas
con similitud quimica a
NUCC-555.

Se tomaron las moléculas
que presentaron una
similitud quimica >90%.

Analisis de similitud
quimica para determinar
los compuestos
quimicamente mas similes
a NUCC-555.

Analisis de las moléculas
que presentaron una
mayor probabilidad de
union a la obtenida por
NUCC-555.

Simulacién de interaccion
entre las moléculas con la
Miostatina.

Optimizacion de las
estructuras y
determinacion de la
energia libre de Gibbs.
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Metodologia para el analisis in-vitro

Se utiliz6 la linea Analisis de toxicidad
celular C2C12 - del “Lig 1" y la
(Mioblastos). viabilidad celular

Cultivo en medio DMEM
con SFB 10% en
presencia con el “Lig 1",

Analisis de
diferenciacion en medio
DMEM con suero de
caballo al 2%.

Medicién del area de
los miotubos
diferenciados a las 72h
usando el software

FIJI®

Extraccién y cuantificacion
del RNA de las células
C2C12 diferenciadas

tratadas y NO tratadas.

Andlisis de la expresion de
RNAs mensajeros de genes de
la diferenciacion muscular por

RT-qPCR
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Metodologia para la caracterizacion de la diferenciacion por
RT-gPCR

MATERIAL Y METODOS

Modelaje molecular de posibles inhibidores de la funcion de la
miostatina en el musculo esquelético.

Se utiliz6 la proteina Mstn como blanco de inhibicidn, partiendo de la estructura de la
proteina cristalizada de Mus musculus, que esta dilucidada mediante experimentos de rayos
X con una resolucion de 2.25A y depositada en la base de datos de Protein Data Bank (PDB),

con un folio de identificacion 5JI1. https://www.rcsh.org/structure/5J11 .

Con base en los antecedentes de que NUCC-555 es capaz de unirse a Mstn de manera
secundaria y generar una inhibicion no especifica, se decidid utilizarla como molécula de
partida ya que presenta ventajas como molécula no citotoxica y de igual forma que posee alta
solubilidad. NUCC-555 fue identificada con el nimero de acceso de 2 bases de datos curadas
donde se encuentran compuestos quimicos bioactivos y con propiedades de tipo
farmacéuticas y para investigacion, en su mayoria comercialmente disponibles, CHEMBL.:
3589518  https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report card/CHEMBL3589518/ vy
ZINC: 12100047. https://zinc.docking.org/substances/search/?q=ZINC%3A+12100047 .

Partiendo de la molécula NUCC-555, se realiz6 una busqueda de similitud quimica con el
servidor SwissSimilarity http://www.swisssimilarity.ch/ , dentro de la base de datos

comercialmente disponibles, “ZINC-Drugs-like” https://zinc.docking.org/ , cuyo repositorio

es de 1.06x10" moléculas. Esta base de datos considera la similitud quimica mediante un
analisis combinado de los métodos Fingerprints, Electroshape. Y Spectrophores. Estos
métodos son utilizados de manera canonica en analisis de similitud quimica ya que nos
arrojan informacion sobre la naturaleza quimica y las cargas totales de cada molécula:

http://www.swisssimilarity.ch/fag.php#What are the available screening methods .
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De los resultados del analisis se tomaron las moléculas que presentaron una similitud quimica

mayor al 90%.

Posteriormente  se  utiliz6 el programa de andlisis DATAWARRIOR

https://openmolecules.org/datawarrior/index.html, y se realizd6 un analisis de similitud

quimica tanto a nivel estructural como a nivel de grupos funcionales y de cargas,
considerando el método de componente principal y considerando los tres componentes
principales se determinaron los 10 compuestos quimicamente mas similares a NUCC-555.

Los 10 compuestos seleccionados fueron sometidos a un calculo basado en la teoria de los
funcionales de la densidad (DFT), con el programa Molden

(http://cheminf.cmbi.ru.nl/molden/). Esto se hizo utilizando el programa Gaussian y

empleando el claster YOLTLA  (Universidad  Auténoma  Metropolitana)

http://www.lancad.mx/?p=1 . Con esos datos, se determind la prediccién de las estructuras

mas estables para cada una de las moléculas, asi como la determinacion de cargas asociadas
a las estructuras y las funciones Fukui para la caracterizacion de cada molécula, todo esto
utilizando el programa VESTA (Visualization System for Electronic & Structural Analysis)

https://jp-minerals.org/vesta/en/ .

Posteriormente, los 10 compuestos junto con la Mstn se sometieron a un andlisis de
prediccion de union utilizando el programa BindScope
https://www.playmolecule.org/BindScope/  en el servidor Play Molecule

https://www.playmolecule.org/ que considera la probabilidad de union entre la moléculay la

proteina mediante la técnica de “machine learning”. Esta técnica consiste en la prediccién de
modelos geométricos que determinan una unidn de manera estadistica. De dicho resultado se
tomaron solo aquellas moléculas que presentaron una mayor probabilidad de unién a la
obtenida por NUCC-555.

Previamente se va realiz0 una estimacion y la determinacion de la AG de union (Energia libre
de Gibbs, la cual es definida por la cantidad maxima de trabajo que se puede extraer de un
sistema cerrado termodinamicamente [47]) para el sistema Proteina-Ligando mediante el

software BFEE (Binding Free Energy Estimator) https://pypi.org/project/BFEE2/. A

continuacion, se realizo la preparacion de la simulacion de interaccion entre las moléculas
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seleccionadas con la proteina Mstn; para dicho efecto se realizé una dinamica molecular de
la proteina utilizando el programa NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics)
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/ en el cluster OLINKA (Universidad Auténoma del

Estado de México). Posteriormente se realizaron calculos de dindmica molecular para cada
complejo proteina/molécula utilizando el mismo programa y cluster. Las estructuras
optimizadas y los archivos de salida se ocuparon para construir los archivos necesarios para
correr los calculos de determinacion de energia libre de Gibbs mediante el programa VMD

(Visual Molecular Dynamics) https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/ , Finalmente, para

calcular la energia libre de Gibbs se utilizé el método de simulacion molecular ABF
(Adaptative Biasing Force) que consiste en el analisis de fuerzas electrostaticas entre el
ligando y el receptor utilizando el programa NAMD
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/, empleando los clusteres OLINKA (Universidad
Auténoma del Estado de México) y Xiuhcoatl (CINVESTAV).

A continuacion, se detallan los programas utilizados en el presente trabajo:

1. DataWarrior. http://www.openmolecules.org/datawarrior/ (Para la construccion de

la base de datos de moléculas similes a Mstn y determinacion de similitud quimica)

2. Gaussian https://gaussian.com/ (Para los calculos DFT)

3. VESTA http://jp-minerals.org/vesta/en/ (Para la visualizacion de los orbitales
moleculares HOMO, LUMO vy funciones Fukui)

4. BFEE. https://pypi.org/project/BFEE2/ (Para la estimacion de la AG de union para el

sistema Proteina-Ligando)
5. NAMD https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/ (Para la dindmica molecular y
método ABF)

6. VMD https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/ (Para la visualizacion de la dindmica

molecular y para construir los archivos de entrada para calculos ABF)
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Analisis de toxicidad

Para la determinacion de la toxicidad de los compuestos identificados sobre la linea celular
comercial derivada de musculo esquelético de raton C2C12 (ATCC CRL-1772), la cual es

posible analizar la viabilidad a diferentes tiempos de la incubacion.

Se hizo el sembrado por duplicado de 100,000 células para cada concentracion a utilizar. El
sembrado se realizd en una caja de 6 pozos, utilizando 100,000 células por pozo,
posteriormente los mioblastos C2C12 se mantuvieron en condiciones de proliferacion
durante 48 h en medio DMEM (Gibco), suplementado con suero fetal bovino al 10% y 1%
de antibidticos (Penicilina y estreptomicina). Los cultivos se mantuvieron en incubacion a
37°C en una atmosfera de CO2 al 5.0% todo esto se realizd para las células tratadas con el
“Lig 17, asi como en las utilizadas como control tratadas con DMSO. Para el conteo de

numero de mioblastos en tratamiento se realizd un conteo manual con camara de Neubauer.

Cultivo celular

Para la determinacion de la actividad de los compuestos identificados sobre la diferenciacion
celular, se utilizé la linea celular comercial derivada de musculo esquelético de ratén C2C12
(ATCC CRL-1772), la cual es posible inducir la diferenciacion celular y analizar la dindmica

de activacion de genes de interés a determinados tiempos de la diferenciacion.

Los mioblastos C2C12 se mantuvieron en condiciones de proliferacion en medio DMEM
(Gibco), suplementado con suero fetal bovino al 10% y 1% de antibidticos (Penicilina y
estreptomicina). Para inducir su diferenciacion a miotubos, se reemplazé el medio con
DMEM suplementado con suero de caballo al 2% y 1% de antibioticos. Los cultivos se
mantuvieron en incubacién a 37°C en una atmosfera de CO; al 5.0% todo esto se realizd para
las células tratadas con el inhibidor a probar, asi como en las utilizadas como control tratadas
con DMSO.

Caracterizacion de la eficiencia de diferenciacidon muscular.

Se hizo la extraccién del RNA de las células C2C12 tratadas con el inhibidor en miotubos

diferenciados a las 0, 24 y 72 horas; Como se describe a continuacion: Se agrego 1ml de

37



Trizol (Ambion) y fue incubado por 5 min, posterior a eso se homogenizo y se centrifugé a
16,000 g por 15 min a 4°C, acto seguido de recuperar el sobrenadante y agregar 200 pL de
Cloroformo (MERK) se someti6 a Vortex durante 30 segundos, se incub6 por 3 min y se
centrifugo a 16,000 g por 15 min a 4°C, acto seguido se transfiri¢ la fase acuosa a un nuevo
tubo y se afiadieron 500 uL de Isopropanol (VWR), se homogenizd, se incub6 por 30 min a
-20°C y se centrifug6 a 16,000 g por 15 min, posterior a eso se retir6 el sobrenadante y la
pastilla se lavd 2 veces con 500 pL de etanol al 75% (SIGMA). Y se centrifug6 a 16,000 g
por 15 min. Posteriormente se retird el sobrenadante y el RNA fue resuspendido en 100 pL
de H20 libre de RNAsas; Finalmente se determind su concentracion e integridad mediante

espectrofotometria (NANODROP) y mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %.

Posteriormente se obtuvo el cDNA de cada muestra mediante retro-transcripcion de las

muestras correspondientes siguiendo el siguiente procedimiento:

Mezcla A:

e 1.5 pL de Oligo dT [50 uM] (Invitrogen)
e 1ugde RNA total.

e 1L de dNTPs Mix [10nM] (Invitrogen)
e H>O libre de RNAsas para ajustar a 12pL.

Esta mezcla fue calentada a 65°C por 5 min, posteriormente se coloc6 a 0°C y se afiadié una

segunda mezcla que contenia:

Mezcla B:

e 4uL de Buffer First-strand 5x (Tris-HCI [250mM], pH 8.3, KCL [375mM], MgCl.
[15mM]) (lvitrogen)

e 2uL de DTT [50 mM] (Invitrogen)

e 1uL H20 libre de RNAsas

Y se incubd a 37°C/ 2min, posteriormente se afiadio 1L de retro-transcriptasa RT-M-MLV

(200 U/uL) y se incubd a 37°C por 50 min y después a 70°C por 10 min.
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Tras la retro-transcripcion se procedio a la realizacion de la amplificacion por PCR, para esto

se prepard la siguiente mezcla:

e 2.5uL de Buffer para PCR 10x (Invitrogen)

e 0.75pL de MgCl, [SOmM] (Invitrogen)

e 0.1pL de Taqg DNA Polimerasa (5 U/uL) (Invitrogen)

e 0.5uL de dNTPs [10mM] (Invitrogen)

e 0.75uL de Primer Forward [10uM] (Oligo T4) (Tabla 1)
e 0.75uL de Primer Reverse [10uM] (Oligo T4) (Tabla 1)
e 2uL de cDNA obtenido de la previa retro-transcripcion.
e 17.5 L de H20 libre de DNAsas.

Dicha mezcla se someti6 a incubacion en termociclador siguiendo las siguientes fases: 2 min
a 94°C, posteriormente 33 ciclos de: 94°C por 45 segundos, 62°C por 35 segundos, 72°C por
90 segundos. Posteriormente se sometio a 72°C por 7 minutos para la extension total de los
amplicones; Los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

Posterior a eso se realizd la gPCR utilizando PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems) para cada muestra por duplicado tomando las siguientes condiciones de

reaccion:

2 min de desnaturalizacion inicial a 95°C (1 Ciclo)
10 min de Hold Activation Elongation 70°C (40 Ciclos)

2 min de alineamiento 50°C (misma para cada uno de los primers usados) (40 Ciclos)
15 min de disociacién 90°C (1 Ciclo)
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Nota: Para el analisis de expresion de marcadores de diferenciacion mediante RT-PCR tanto
como para la RT-gPCR, los primers que se utilizaron para los Genes de RSP18, MyoD,
MyoG, MHCI y MHCIIB se encuentran en la Tabla 2.

GEN Secuencia

mRSP18 Fw AACGGTCTAGACAACAAGCTG
mRSP18 Rv AGTGGTCTTGGTGTGCTGAC
mMyoD Fw TGATGGCATGATGGATTACAGCG
mMyoD Rv GTAGTAGGCGGTGTCGTAGC
mMHCIIB Fw TCAATGAGATGGAGATCCAGCTGAAC
mMHCIIB Rv GTCCAGGTGCAGCTGTGTGTCCTTC
mMHCI Fw ACCTACTCGGGCCTCTTCTGC
mMHCT Rv AGGGGCCTCGCTCCTICTTCTT

mMyoG Fw CAGTGAATGCAACTCCCACA

mMyoG Rv GAGCAAATGATCTCCTGGGTT

Tabla 2. Primers utilizados en los analisis de RT-PCR y RT-gPCR

Cuantificacion del area de miotubos por Fiji

Se hizo la medicién del area promedio de 5 miotubos por fotografia tomada para cada muestra
en cultivo a las 72 horas de diferenciacion en presencia del “Lig 17 [25 pM] y DMSO [25
p1M] como control. Para dicho procedimiento se tomaron los 5 miotubos mas representativos
de cada foto y se tomaron 5 fotos en campos diferentes de cada muestra, y de esta forma se
hizo la medicion seleccionando el perimetro de cada miotubo en cuestion y utilizando las

siguientes herramientas.

® Microscopio Optico con objetivo a 40X
® Camara monocromatica NIS-Elements Nikon con objetivo a 2X

® Fiji-ImageJ.
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Analisis Estadistico

Para el analisis del area de los miotubos en los ensayos de cultivos de células C2C12, se
escanearon y se analizd el area de 5 miotubos representativos de cada preparacion con el
programa Fiji de ImageJ. Todos los resultados obtenidos se expresaron como un promedio +
error estandar de la media (SEM). Para evaluar diferencias entre los grupos clasificados se
realiz6 un andlisis T-Student (t-test). Los gréficos y datos estadisticos fueron realizados con

el programa Graphpad PRISM-8.

Para el analisis de los ensayos de RT-gPCR, todos los resultados obtenidos fueron
normalizados respecto a la condicion control y se expresaron como un promedio * error
estandar de la media (SEM). Para evaluar diferencias entre los grupos clasificados se realizo
un anélisis de varianza de dos vias (two way-ANOVA). Los gréaficos y datos estadisticos

fueron realizados y procesados con el programa Graphpad PRISM-8.
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RESULTADOS

Modelaje molecular de posibles inhibidores de la funcién de la
miostatina en el mudsculo esquelético.

1.a Proteina Miostatina como blanco de inhibicion

Se parti6 de la estructura cristalogréfica de la Mstn de Mus musculus, dilucidada mediante
experimentos de rayos X con una resolucion de 2.251&, de la base de datos de Protein Data

Bank (PDB). y se utiliz6 su dominio de wunién como blanco de inhibicion

https://www.rcsb.org/structure/5J11 (Figura 9).

Figura 9. Proteina Mstn (GDF-8) cristalizada de ratén (Mus musculus) a una resolucion de 2.25A. En verde

el primer monémero de Mstn y en Naranja el segundo monémero y su dominio de unién en azul. Fuente PDB.

https://www.rcsb.org/structure/5J11 .

1.b Determinacién de las moléculas candidatas para el analisis de
similitud quimica.

Como resultado de una basqueda en la literatura y bases de datos de moléculas se tenia
identificado que el compuesto NUCC-555 mantenia una union capaz de generar una
inhibicidn especifica y significativa de manera dosis dependiente hacia Activina con una
concentracion de [5.37uM] siendo estabilizado por 3 puentes de hidrégeno en su sitio de
union. Sin embargo, en ese mismo estudio se logré identificar de manera secundaria la union

de NUCC-555 hacia Mstn a una mayor concentracion de [47.92uM], siendo capaz de generar
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una inhibicion con mucho menor afinidad y siendo estabilizado Unicamente por un puente de
hidrdgeno en su sitio de union (Figura 10) [41]. Con base en esto, decidimos continuar con
la busqueda de posibles inhibidores con mucho mayor afinidad y alta especificidad hacia
Mstn.
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Figura 10. Estrategia in-silico basada en identificar pequefias moléculas antagonistas a la via de
sefializacion de Mstn. En el panel A) (izquierdo) siendo estabilizado por 3 puentes de hidrogeno
(Flechas rojas). Sin embargo, en el panel B) (derecho) se observa que NUCC-555 es capaz de unirse
de manera secundaria a Mstn siendo estabilizado por 1 puente de hidrogeno (flecha roja). Modificada
de Zhuetal., 2

015

A partir de estas observaciones se realizd6 una amplia bldsqueda en la base de datos de
SwissSimilarity para obtener las moléculas que estructuralmente se parecieran a NUCC-555
(Nuestra molécula de referencia y de partida), esto con el objetivo de encontrar posibles
compuestos candidatos que puedan ser capaces de inhibir de manera especifica a Mstn y de
manera precisa el dominio de unién llamado region bisagra, que es la regién de la proteina
Mstn que se une directamente al receptor de activina tipo Il (ACTRII) (Figura 11B), para

realizar la funcién de inhibidor de la diferenciacién muscular.
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Figura 11. A) Regi6n bisagra, dominio de B) union de Mstn al receptor de activina tipo Il (ActRIIB)

Después de la busqueda en la base de datos en Swiss Similarity se obtuvieron un total de 110
moléculas con une score de similitud quimica mayor al 90% respecto a NUCC-555 (Figura
12). para ello el software como fundamento utiliza un analisis combinando los métodos

Fingerprints, Electroshape y Spectrophores http://www.swisssimilarity.ch/ .

P

Swiss Institute of

SwissSimilarity

Bioinformatics Home FAQ) Help Contact Disclaimer
Base de datos: Zinc Drug-Like
10,639,400 moleculas*®
*comercialmente disponibles

g

110 Moléculas

con similitud mayor al 90%

Figura 12. Representacion de la base de datos de SwissSimilarity, y la obtencion de 110 moléculas mas
similes a NUCC-555 del total de 10,639,400 compuestos. Tomada de SwissSimilarity.

1.c Determinacién de la similitud quimica.

A partir de las 110 moléculas seleccionadas, se empled el programa de analisis
DATAWARRIOR http://www.openmolecules.org/datawarrior/ y se hizo un andlisis de

similitud quimica que considero el método de componente principal, donde cada uno de estos
componentes (ejes X, Y y Z) mide una variable diferente de cada una de las moléculas, siendo
estas variables la maxima varianza, la covarianza y la diferencia entre moléculas analizadas.
Con el objetivo de la reducir la dimensionalidad de la muestra y considerando los tres
componentes principales, se identificaron las moléculas quimicamente, fisicamente y

estructuralmente analogas a NUCC-555 (Figura 13).
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Figura 13. Representacion grafica de analisis por componente principal, A mayor similitud quimica el valor
es mas cercano a “1” y se representa mediante color azul a los 9 compuestos resultantes del analisis. El
compuesto NUCC-555 se encuentra en azul ya que es la molécula de referencia. Tomada de DataWarrior

http://www.openmolecules.org/datawarrior/

Los 10 compuestos totales (9 del analisis anterior mas la molécula de referencia NUCC-555)
fueron estudiados y se sometieron a un calculo basado en la DFT (Teoria funcional de la
densidad), el cual es un célculo que nos permite conocer la densidad electrénica de una

molécula en 3D https://gaussian.com/ Una vez hecho eso se hizo la determinacion de la

prediccion de las estructuras mas estables para las moléculas en cuestion, asi como la
determinacion de cargas asociadas a los &tomos y los orbitales moleculares y de igual forma
las funciones Fukui (para la caracterizacion de la reactividad quimica molecular) de cada
compuesto, usando el programa Gaussian 09 suite https://gaussian.com/ y empleando el
cluster YOLTLA (Figura 14) http://www.lancad.mx/?p=1 .

45


http://www.openmolecules.org/datawarrior/
https://gaussian.com/
https://gaussian.com/
http://www.lancad.mx/?p=1

NUCC-555

12100047 11789796 12243126 11786926 11784199 Ligd Lig2

;J

(Lig 5) (Lig ) (Lig 7) (Lig &) (Lig 9)

{Lig 0) (Lig 1) (Lig 2) (Lig 3) (Lig 4)
7 A . ¥ 4, L. L,
11784800 19865708 11912096 12159217 12151329 %

‘%ﬂ*?‘

Figura 14. Representacion de la estructura de NUCC-555 y las 9 moléculas mas similares. En eI panel
izquierdo 14 A) Se representa el nimero de identificacion de la base de datos ZINC, y, entre paréntesis, la
nomenclatura utilizada posteriormente para referirse a cada molécula. Y en el panel derecho 14 B) se muestra
la geometria quimica més estable para cada molécula, determinada mediante cdlculos DFT. Tomada de

Gaussian 09 suite https://gaussian.com/.

1.d Determinacion de la probabilidad de unién con Mstn.

Posteriormente, los 10 compuestos que se obtuvieron del analisis junto con la proteina Mstn
se sometieron a un andlisis de prediccion de union en el servidor de BindScope

https://www.playmolecule.org/BindScope/. Este considera la probabilidad de unién entre la

molécula y la proteina mediante la prediccion con “machine learning” (esta técnica consiste
en la prediccion de modelos geométricos que determinan una union de manera estadistica).
De dicho resultado se seleccionaron las 4 moléculas que presentaron un score de probabilidad
de uniéon mayor a 0.8, lo que se traduce en una mayor probabilidad de unién a Mstn en

comparacion con la obtenida por NUCC-555, nuestra molécula de referencia (Tabla 3).
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MOLECULA PROBABILIDAD

DE UNION

Ligando 0 0.36
(NUCC-555)

Ligando 1 0.95
Ligando 2 0.85
Ligando 3 0.82
Ligando 4 0.80
Ligando 5 0.75
Ligando 6 0.65
Ligando 7 0.04
Ligando 8 0.0043
Ligando 9 0.0043

Tabla 3. Probabilidad de unién de las moléculas a Mstn. (Se decidi6 continuar los andlisis con los ligandos
gue exhibieran una probabilidad de union superior a 0.8 (Lig 1-4) y utilizando NUCC555 (Lig 0) como

referencia).

Finalmente, se realizd la preparaciéon de la simulacion de interaccion molecular entre los
compuestos seleccionados con la proteina Mstn. Para ello se realizé una dinamica molecular
de la proteina con cada ligando por individual, a través de calculos ABF (Adaptive Biasing
Force) para determinar la energia libre de unién absoluta para cada sistema proteina-ligando,
utilizando el programa NAMD https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/ en el cluster
OLINKA.

Posteriormente se hicieron cdalculos de dindmica molecular para cada complejo
Mstn/Ligando resultante el calculo de la energia libre de unidn. Para eso se preformd la union
por 50ns utilizando el software BFEE (Binding Free Energy Force)

https://pypi.org/project/BFEE2/. Los resultados arrojados por dichos calculos son

presentados en la Tabla 4. Cabe sefialar que las estructuras optimizadas y los archivos de
salida se emplearon para construir los archivos que se requirieron para correr los calculos de

determinacion de energia libre de Gibbs.
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Ligando 0 -6.70

Ligando 1 -10.22
Ligando 2 -3.84
Ligando 3 -1.52
Ligando 4 +0.16

Tabla 4. Energia de union libre absoluta a Mstn para cada ligando.

Teniendo en cuenta estos resultados se determind proponer al “Lig 1”” como la molécula con
mayor afinidad y, por lo tanto, con mayor probabilidad de inhibicion de la Mstn en

comparacion con el ligando reportado (NUCC-555).

1.e Determinacion de la estabilidad de unién del complejo Mstn-
Ligando

La estabilidad de unién del complejo de la proteina Mstn con los ligandos analizados se
examind preformando una simulacién molecular utilizando el software NAMD

https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/, simulando una interaccién sin interrupcion

durante 400 ns. La estabilidad de union del complejo en cuestion se analiz6 mediante la
RMSD (Desviacion cuadratica media) y el Rg (Radio de giro). De todo este analisis se
muestran los valores de la RMSD estables de los atomos para la Mstn en unién de los
compuestos Lig 0 (NUCC-555) y “Lig 1” (ZINC-11789796), respectivamente (Figura. 15A).
El valor de RMSD proporciona la estabilidad de unién de todo el complejo al unirse el
ligando, mientras que el valor del Rg, proporciona informacion sobre la dimension general y
la forma de la proteina Mstn al tener unido el ligando. Los valores promedio de Rg para Lig
0 fueron de 2.3 nm mientras que para “Lig 1” fueron de 1.8 nm manteniendo la estabilidad a

lo largo de la simulacion (Figura. 15B).
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Figura 15 A) Dependencia del tiempo de las desviaciones cuadraticas medias (RMSD) de “Lig 0 (Negro) o
“Lig 1” (ZINC11789796) (Rojo) en complejo con Mstn y B) Evolucién en el tiempo del Radio de Giro (Rg)
para los compuestos “Lig 0” (Negro) o “Lig 1” (Rojo) en complejo con Mstn. Tomada de NAMD
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/

Finalmente, para robustecer los anélisis se decidi6 realizar los calculos ABF (Adaptative
Biasing Force) para el “Lig 17 y NUCC-555, que consiste en el analisis de fuerzas
electrostaticas entre la molécula de estudio y la Mstn, todo esto se realiz6 por triplicado para
determinar la desviacion estandar en el calculo de la energia de unién absoluta, en el que para
NUCC-555 fue de -4.443 £2.32 Kcal/mol y para “Lig 1” de -10.43 +1.13 Kcal/mol como se
muestra  en la Figura 16. Se utilizé el programa NAMD
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/, usando los cllsteres OLINKA (Universidad

Auténoma del Estado de México) y Xiuhcoatl (CINVESTAV).
/ 1\
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Figura 16. Energia de union libre absoluta a Mstn verificada por triplicado para cada ligando.

)
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Asi mismo se determingd el sitio de union a Mstn de ambos ligandos y las interacciones para
cada caso individual. Como se muestra en la Figura 17A, NUCC-555 se estabiliza mediante
una union pi-H con la Isoleucina 32 y mediante una interaccién pi-pi con el Triptéfano 31 de
la Mstn, con una energia de union de -0.7 y -0.01 Kcal/mol para cada interaccion
respectivamente. Por su parte, como se muestra en la Figura 17B el “Lig 1” se estabiliza con
las interacciones tipo puente de hidrogeno con la Serina 44 y la Alanina 70, con una energia
de -0.9 y -0.5 Kcal/mol respectivamente, y mediante una interaccién tipo pi-H con la leucina

20 con una energia de -2.4 Kcal/mol.

\J )

®

Figura 17. Esquema representativo de las interacciones que mantienen, A) Lig 0 (NUCC-555) y B) “Lig 1”
(ZINC11789796), con Mstn y con el solvente. A) (“Lig 0” (NUCC-555): se estabiliza mediante una unién pi-
H con una lle-32 y mediante una interaccion pi-pi con el Trp-31 de la Mstn, con una AG de unién de -0.7 y -
0.01 Kcal/mol respectivamente); B) (“Lig 1” (ZINC11789796): se estabiliza con las interacciones tipo puente
de hidrogeno con Ser-44 y Ala-70 con una AG de -0.9 y -0.5 Kcal/mol respectivamente, y con una interaccion
tipo pi-H con la Leu-20 con una AG de -2.4 Kcal/mol).Tomado de NAMD

https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/

En conclusion, la serie de analisis realizados nos permitieron determinar que se logré

identificar y caracterizar in-silico a la molécula «
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“Lig 1” (ZINC11789796) como candidata inhibidora de la proteina Mstn. Asi mismo se
observo que “Lig 1” (ZINC11789796) tiene un mejor coeficiente de probabilidad de union
(Especifico) a Mstn (0.95) comparado con el de Lig 0 (NUCC-555) (0.36). finalmente se
logr6 obtener los valores de energia de union absoluta de la molécula “Lig 1”
(ZINC11789796) y se observo que eran muy favorables para la estabilidad del complejo
Proteina-Ligando -10.43 Kcal/mol.

Andlisis del efecto del “Lig 1 “sobre la diferenciacion de las
células C2C12.

2.a Analisis de la toxicidad celular del Ligando 1

Con el objetivo de conocer si el Ligando 1 (“Lig 1) tiene un efecto adverso sobre la
viabilidad celular en cultivos C2C12, se realizd un analisis de toxicidad. Este consistio en el
cultivo de 100,000 células en medio de crecimiento DMEM con 10% de SFB, en presencia
de “Lig 1 “a [25uM] 0 DMSO. Después de 48 h, se determino el nimero total de células para
cada condicién experimental, como se observa en la Figura 18. Asi mismo en este primer

analisis se determingd la solubilidad del “Lig 1 que fue total en DMSO.
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Células C2C12 a las 48 horas de
tratamiento
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Figura 18. Mioblastos C2C12 de ratén cultivados en Medio DMEM c/SFB 10% durante 48 horas con

tratamiento con el “Lig 1”. Analisis t-test, valor P=0.0005 n=6.

2.b Cultivo, diferenciacién y tratamiento de células C2C12 (Mioblastos)
con “Ligando 1”

Una vez teniendo satisfactoriamente el resultado de toxicidad, donde se observé que no solo
no afectd la viabilidad celular, sino que promovi6 la proliferacién celular. A partir de esa
observacién se decidié continuar con el analisis de diferenciacion in-vitro. Para eso se
descongelo de -80°C un criovial de células de raton C2C12 (Pase 5) con el objetivo de

expandirlas en placas de cultivo de 10mm x 20mm y se mantuvieron a una confluencia de

3040 % para su crecimiento.
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Una vez alcanzando el numero de 2.5 millones de mioblastos C2C12 mediante conteo manual
en cdmara de Neubauer, se procedié a sembrar por duplicado 200,000 células para cada
concentracion a utilizar. El sembrado se realiz6 en una caja de 6 pozos, utilizando 200,000
células por pozo, con el objetivo de lograr una confluencia del 80% a las 24 horas de
sembrado (Figura 19). Después de 5 horas post-cultivo para su adhesion a la placa de cultivo,
se dio inicio al tratamiento con el “Lig 1” por duplicado, empleando 3 concentraciones
diferentes, las cuales fueron [12uM], [25uM] y [50puM]. Asi mismo se sembraron
simultaneamente células tratadas con DMSO como control, bajo las mismas condiciones
(Tabla 5).

Figura 19. Mioblastos C2C12 de ratdn en confluencia del 80%, cultivados en Medio DMEM c/SFB 10%

Foto a 40X Tomada con NIS-Elements Nikon.
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Concentracion

Tratamiento final en 2 ml Medio de Crecimiento
cultivo
(Lig 1) 12 uM

18
25 uM DMEM ¢/10% SFB
ZINC11789796 = °
50 uM
Concentracion

Tratamiento control final en 2ml Medio de Crecimiento
cultivo
12 uM

DMSO 25 uM DMEM ¢/10% SFB
50 uM

Tabla 5. Tratamiento a diferentes concentraciones con el “Ligando 17 y “DMSO” en Mioblastos C2C12 de

ratdn, cultivados en Medio de crecimiento DMEM c/SFB 10% respectivamente.

Posteriormente al llegar al 80% de confluencia, se dio inicio la induccion de la diferenciacion,
esto manteniendo el tratamiento con el “Lig 1” y DMSO (Tabla 6). Finalmente se dejaron

diferenciar por 72 h y se fueron monitoreando y observando los cambios morfoldgicos hasta

su cosecha.
Concentracion
Tratamiento final en 2 ml Medio de Diferenciacion
cultivo
(Lig 1) 12 uM
18
25 UM DMEM c¢/2% SC
ZINC11789796 = °
50 uM
Concentracion
Tratamiento control final en 2ml Medio de Diferenciacion
cultivo
12 uM
DMSO 25 uM DMEM c¢/2% SC
50 uM

Tabla 6. Tratamiento a diferentes concentraciones con el “Ligando 17y “DMSO” de mioblastos C2C12 de

raton cultivados en medio de diferenciacion DMEM c¢/SC 2% respectivamente.
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2.c Determinacion de cambios en la diferenciacion de células C2C12,
a nivel morfologico en presencia del Ligando 1

Pasando las 72 horas de diferenciacion se continud con su andlisis mediante microscopia
Optica registrando los “cambios morfol6gicos™ en los miotubos observados, considerando el
calibre de los miotubos y su longitud, todo esto con las diferentes concentraciones de

tratamiento, los cuales se muestran en la Figura 20.

- Células C2C12 a las 72 horas de diferenciacion

Figura 20. Tratamiento de Mioblastos C2C12 a diferentes concentraciones ([12uM], [25uM] y [50pM] del
“Ligando 1”7y de [12 pM], [25 uM] y [50 pM] con “DMSO” como control). En rojo se observa que a

concentracion de [25uM] hay mucho mejor “cambio morfol6gico” respecto a su control y respecto a sus otras
concentraciones, debido a que los miotubos observados son de mayor calibre, asi como de mayor longitud.
Foto a 40X Tomada con NIS-Elements Nikon.

Con base en los resultados observados a nivel microscépico en el punto anterior, se decidio
utilizar la concentracion de [25 uM] con “Lig 1” como tratamiento para el siguiente analisis,
ya que fue la concentracion a la que se observaron los cambios morfoldgicos mas evidentes

con respecto a su control (Figura 20).
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A si mismo para continuar con el andlisis, se cultivaron por duplicado 200,000 células para
cada tiempo a analizar, fueron cultivadas en medio de crecimiento DMEM con 10% de SFB,
posteriormente se dejaron sin manipular 5 horas, para su adhesion a la placa de cultivo,
pasado ese tiempo se dio inicio al tratamiento a [25 pM] con “Lig 1” y DMSO como control,
posteriormente al llegar al 80% de confluencia celular, se dio inicio la induccion de la
diferenciacion, esto manteniendo el tratamiento con el “Lig 17y DMSO , finalmente fueron
cosechadas a diferentes tiempos de diferenciacion, los cuales fueron, 0 h, 24 hy 72 h como

se muestra en la Figura 21.

Tiempo 0 h Tiempo 24 h Tiempo 72 h

DMSO

Lig 1

Figura 21. Tratamiento de Mioblastos C2C12 con “Lig 1” [25 uM] y DMSO [25 uM] como control a

diferentes tiempos de diferenciacion. Foto a 40X Tomada con NIS-Elements Nikon.

Posteriormente se hizo un analisis a las 72 horas del area de los miotubos ya diferenciados
mediante el software FIJI (Imagel), en el que se puede observar coémo efectivamente hay un
incremento significativo en el area promedio de los miotubos tratados con “Lig 1” [25 uM]
comparado con su control DMSO [25 uM], indicando morfol6gicamente el efecto positivo

del “Lig 1” sobre la diferenciacion musculo esquelética. (Figura 22).

56
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Figura 22. Medicion del area promedio de Miotubos en cultivo a las 72 horas de diferenciacion en presencia
del “Lig 1” [25 pM] y DMSO [25 pM] como control, las flechas en rojo indican los 5 Miotubos més
representativos de cada muestra. n=3/duplicado. Grafica hecha con Graphpad Prism 8 y Fotos tomadas a 40X

con NIS-Elements Nikon y analizadas por Fiji-ImageJ.

Andlisis del efecto del Ligando 1 sobre la expresion de
marcadores de la diferenciacion muscular.

Posteriormente para evaluar si realmente esos efectos observados a nivel morfoldgico
generaron un cambio de expresion en los genes de la diferenciacion, se cosecharon todos los
tiempos de diferenciacion (los cuales fueron, 0 h, 24 h'y 72 h) para su extraccion de RNA 'y
seguir su analisis por RT-gPCR. en el que consistio en determinar los niveles de expresion
de los genes marcadores del programa de diferenciacién muscular.

Para ello se realizo la extraccion de RNA total de las células diferenciadas durante 0, 24 y 72
horas, tanto para las tratadas como las no tratadas, se hizo la cuantificacion mediante
espectrofotometria (Nanodrop-2000) de todas las muestras y se verificd su integridad

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Figura 23).
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Figura 23. RNA total de células C2C12 a diferentes tiempos de diferenciacién, tratadas con “Lig 1” [25 uM]
y con DMSO [25 puM] como control, aproximadamente se cargaron 500 ng de muestra para cada pozo.
Tomada de ImagelLab

Después de cuantificar y verificar la integridad del RNA total, se utilizé 1 ug de RNA para
la obtencion de cDNA de cada muestra. Con el objetivo de determinar que los
oligonucleotidos empleados, generaran un solo producto del tamafio esperado, se realizo
PCR de punto final para los genes: Miogenina, MHCIIB, MHCI, MyoD y RSP18 como gen

constitutivo (Figura 24). Al mismo tiempo se determin6 que la calidad del cDNA obtenido

fuera adecuado para los analisis subsecuentes
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Figura 24. RT-PCR punto final de los genes involucrados en la diferenciacion muscular a diferentes tiempos

de diferenciacion con Ligando 1 [25 uM] y DMSO [25 uM] como control. Tomada de ImagelLab

Posterior a verificar que nuestra muestra, asi como nuestros oligonucle6tidos eran de buena
calidad, se decidio realizar la cuantificacion de los niveles de expresion, mediante RT-qPCR
de los genes involucrados en la diferenciacion, en cultivos tratados con [25 uM] del Ligando
1, Evaluando a las Oh, 24h'y 72 h de diferenciacion los mismos genes utilizados en el punto

anterior los cuales fueron: y RSP18 como gen constitutivo.

A continuacion, se muestran las graficas de expresion de los genes de la diferenciacion
muscular a diferentes tiempos, donde se puede apreciar que a las 72 horas de diferenciacion
hay un aumento significativo de los niveles de expresién de MyoG y MHCIIB comparado
con su control. Sin embargo, con los genes MyoD y MHCI, no se logra apreciar un cambio
significativo respecto a su control, asi como tampoco se observé en ninguno de los genes
analizados un cambio significativo a tiempos de diferenciacion tempranos (Oh y 24h). (Figura
25)
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Figura 25. RT-gPCR de A) MyoD, B) MyoG, C) MHCI y D) MHCIIB, n=3 / Duplicado. Los gréficos se
muestran como el promedio £SEM (n=6) con andlisis estadistico ANOVA de dos vias. P < 0.05 respecto al

control.

Posteriormente se hizo el analisis del perfil de expresion del tipo de fibras MHCI y MHCIIB
en cultivos tratados con “Lig 1” donde se puede apreciar el patron de incremento de MHCI
a las 72 h en condiciones normales y el decremento de MHCIIB a 72 h. Sin embargo, en
cultivos tratados con “Lig 1” se puede observar que para ambos genes (MHCI y MHCIIB)
existe un incremento de expresion a las 72 horas de diferenciacion como se muestra en la

Figura 26.

60



A) B)

1 1 1 0.015 1 1 1

0.000
1 DMSO [25 uM
I DMSO [25 uM] [25 uM]
S 0.0004+ - S 0.0104 -
8 kS
o S
c c
o (=]
2 2
1 <
e &
2% 0.0002+ - X 0.0054 -
0.00004—1 T 1 T T 0.000 T T T
0 horas 24 horas 72 horas 0 horas 24 horas 72 horas
I MHCI i } MHCIIB |
Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento
0.000 1 1 L 0.0 L 1 1

B Ligando 125 uM] Bl Ligando 1 [25 uM]

0.00064 B

nd

o

o
1
T

0.0004+ -

Expresion relativa
Expresion relativa

o
o
2
1
T

0.0002+ -

0.0000- - 0.00- -
0 horas 24 horas 72 horas Ohoras 24 horas 72 horas

L ]
f MHCI i } MHCIIB |

Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento

Figura 26. Perfil de expresion de Fibras A) MHCI y B) MHCIIB en cultivos tratados con “Lig 17y
DMSO como control. n=3 / Duplicado

De forma conclusiva se logro identificar in-silico moléculas con potencial de inhibicién a la
proteina Mstn, de las cuales se escogid la que mejor score obtuvo, la cual fue “Lig 1. Asi
mismo se logré comprobar la actividad biologica de “Lig 1” en un sistema in-vitro de
diferenciacion, el cual result6 en un efecto positivo y de manera significativa se observo un
incremento en el calibre, en la longitud y en el area de los miotubos tratados, dandonos la
oportunidad de continuar y verificar que estos cambios también se estuviesen dando a nivel
molecular. De esta forma se logré observar que el “Lig 17, pudo ejercer un efecto positivo
en la expresion de marcadores de la diferenciacion muscular de las células C2C12 de raton.
Se puede observar que con todos estos resultados “Lig 1” tiene efectos regulatorios positivos
en el programa de diferenciacion muscular con tratamientos a tiempos largos comparado con
tratamientos a cortos y son prometedores para analizar y abordar otro tipos de genes

involucrados en el mecanismo molecular de la Mstn.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente, estan en avance las estrategias de la regulacion del desarrollo de varios tejidos,
entre ellos, el tejido muscular a nivel genético y epigenético. Estos avances se han llevado a
cabo gracias a la identificacion de elementos regulatorios que pueden ir desde, factores de
transcripcion, hasta farmacos, entre otras nuevas moléculas. A lo largo de los afios se han ido
identificando como candidatas terapéuticas para afecciones secundarias a enfermedades
primarias, donde el desenlace de un gran nimero de enfermedades termina siendo el

hacinamiento en cama y la subsecuente degradacion de tejidos, como el musculo esquelético.

Actualmente son muy pocos los mecanismos de regulacion del desarrollo muscular que se
han podido conocer en su totalidad, incluso se piensa que puede haber méas de una red de
regulacién tanto a nivel estructural involucrando el destino celular de las células satélite y su
localizacion a lo largo del tejido. En el caso de los MRFs que en conjunto con la familia de

los TGF-s, el conocimiento de sus interacciones y su funcion aun es limitada.

En estos ultimos afos se ha podido dilucidar tanto a nivel transcripcional como traduccional
los efectos de la expresion de la Mstn, un miembro de la familia de TGF-f expresado casi
exclusivamente en tejido musculo esquelético [48,49,50], esto confiriendo un mejor control
sobre los hallazgos. Por otro lado, se ha visto que se puede inhibir el efecto de Mstn a
diferentes niveles, donde cada nivel repercute de manera diferente a la regulacion del
desarrollo muscular. Varios autores han propuesto la inhibicion del receptor de Mstn, sin
embargo, a este nivel el receptor ActRIIB no estd expresado Unicamente en musculo, eso
lleva a pensar que su inhibicion podria generar efectos secundarios no deseados, volviéndolo

a este tipo de inhibiciones inespecificas.

En otros estudios el planteamiento se ha enfocado en inhibir mediante el uso de anticuerpos
a la Mstn, sin embargo, ésta al pertenecer a una gran familia de ligandos, que
estructuralmente son muy parecidos y conservados entre si, han generado inhibiciones poco
especificas Asi mismo, al ser productos biolégicos proteicos, estos son capaces de sufrir una
degradacion in-vivo de manera rapida, comparada con moléculas sintéticas.[51] Aunado a
esto se suma el hecho de las reacciones adversas inmunologicas que podria conllevar el

introducir una proteina extrafia a un organismo diferente [51].
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A lo largo de los afios la medicina ha evolucionado al punto de tener terapias personalizadas
y de manera especificas. Para lo cual se busca la utilizacién de nuevas metodologias in-silico
que nos permitan ahorrar recursos en ensayos in-vitro, asi como tiempo en afios de desarrollo.
Todo esto nos permite conocer blancos de interaccion en tiempos méas cortos y asi poder
avanzar a estadios de investigacion més desarrollados. Tomando como base, estudios
tedricos generados a partir de bases de datos y calculos matemaéticos tanto como estadisticos
para determinar la fiabilidad del estudio.

De igual forma a lo largo de estos afios las nuevas estrategias que van surgiendo como la de
Zhu y colaboradores en 2015 [41], nos demuestran el gran potencial de las herramientas
bioinforméticas para extraer moléculas y compuestos de interés terapéutico. Como podemos
ver NUCC-555 fue capaz de lograr una inhibicién especifica y dosis dependiente a Activina,
sin embargo, aunado a eso se observo en este mismo estudio que NUCC-555 podria lograr
una inhibicién secundaria y no especifica a Mstn lo que nos llevo a tomarla como molécula
de partida ya que, a pesar de su inespecificidad y el hecho de no estar comercialmente
disponible, nos centramos en las ventajas que tenia, siendo de las mas importantes la
citotoxicidad, la solubilidad. ya que fueron prometedoras para buscar ahora mas

especificidad.

En este trabajo tomamos como molécula modelo a NUCC-555 y partiendo de ella nos
planteamos identificar y caracterizar in-silico moléculas candidatas inhibidoras de la Mstn,
obtenidas a través de modelaje molecular, siendo capaces de seguir rigurosamente la
seleccién de dichas moléculas candidatas, mediante programas que nos permitieron darle el
enfoque especifico y preciso que se buscaba, que fue inhibir la funcién de Mstn con una alta
especificidad, siendo de dicha importancia en esta trabajo la exclusion de moléculas de baja

afinidad que pudiesen estar generando una union secundaria no deseada.

En nuestros resultados lo que se pudo extraer fue que, efectivamente se identifico de entre
un banco molecular de 10.6 millones de moleculas a 110 de ellas que lograron obtener una
alta similitud quimica con NUCC-555, posterior a eso la refinacion del anlisis desenlazd en
9 moleculas candidatas como moléculas de estudio, y utilizando como NUCC-555 de
referencia se partid para hacer los célculos de probabilidad de unién, asi como los de la

simulacion de interaccién. Sin embargo, como nuestro andlisis consistié de un enfoque de
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especificidad alta, se siguié en refinaciones ain mas finas, en donde se logré obtener 2
moléculas de mayor interés, asi como de mejor ranking en probabilidad de unién y estabilidad
de unién a Mstn. Esto nos da ventaja sobre estrategias de otros autores, donde su
especificidad es baja debido a que sus inhibidores logran unién con otros integrantes de la
familia de los TGF-p [52,53,54].

La importancia de este estudio fue que logrd llegar al andlisis in-vitro del “Lig 1” que fue
nuestra molécula que obtuvo mayor probabilidad de union, asi como una mayor estabilidad
de union. De primera instancia los analisis nos arrojan que “Lig 17 no ejercio un efecto toxico
en cultivo, observando que no solo no es toxico sino que incrementa la proliferacion
significativamente con un valor P=0.0005, esto nos indica que posiblemente “Lig 1” tenga
una relacién positiva con el ciclo celular, regulando deseosamente a la baja la cascada de
sefializacion de Mstn y logrando asi que las células escapen de la fase G1, donde en esta fase
es donde Mstn ejerce su efecto, a través del incremento de las concentraciones de P21,

desencadenando en la detencion del ciclo celular.[55,56]

Posterior a esa observacion, al realizar el cultivo en mioblastos con presencia del “Lig 1”.se
pudo apreciar un cambio morfol6gico exitoso a nivel estructural en los cultivos tratados
durante 72 horas con el compuesto, comparado con los cultivos control, asi mismo, entre los
cultivos tratados con “Lig 1” el que mejor efecto causo en las células a nivel diferencial fue
el que se realiz6 a una concentracion de [25uM], siendo capaces de hipotetizar que el
tratamiento a altas dosis generan efectos no deseados. En contraparte a [25uM] el incremento
en la efectividad de la diferenciacion musculo esquelética es evidente, debido a que se
observé un incremento en el namero de miotubos diferenciados, asi como en el calibre de
estos mismos, siendo un efecto favorable para los cultivos tratados con el “Lig 1”.
Corroborando la alta especificidad del compuesto al requerir de dosis bajas para lograr su
efecto esperado.

Para hacer de las observaciones un numero absoluto que fuese capaz de arrojarnos
informacion cuantificable, al hacer la evaluacion del area promedio (En el software FIJI) de
los Miotubos a las 72 horas de diferenciacion con tratamiento con “Lig 17, pudimos observar
que efectivamente hay un incremento significativo en el tamafio de los miotubos a las 72

horas, con un valor de P=0.0008, dandonos a pensar en que posiblemente “Lig 1” ejerza un
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efecto positivo en la hipertrofia muscular, asi llevandonos a la pregunta que si; ¢Realmente
el compuesto pudiese estar generando un incremento a nivel transcripcional los tipos de

miofibras de contraccion rapida comparado con el tratamiento control?.

Una vez establecida la concentracion a utilizar y el tiempo de tratamiento para el cual usar el
“Lig 1” en cultivo, en una curva de diferenciacion de 72 horas, se aprecia que con el analisis
de la expresion de los genes de la diferenciacion muscular (Mediante RT-gPCR) de los
miotubos C2C12, los genes que sufrieron un cambio significativo fueron solo MyoG y
MHCIIB comparado con MyoD y MHCI, sugiriendo que “Lig 1” tiene un efecto positivo
sobre las fibras tipo répidas, con un valor P=0.0008, en comparacién del efecto que tiene
sobre las fibras de contraccion lentas, donde no se observé ningun efecto. Asi mismo se puede
observar que “Lig 1” tiene un efecto regulador positivo sobre la expresion de MyoG a las 72
horas de tratamiento, con un valor P=0.0023, esto sugiere que actGa como promotor de los
genes de diferenciacién terminal [57,58] y por ello de igual forma se aprecia en tratamientos
a largo plazo, indicando que MyoG previene que la diferenciacion muscular se detenga,
induciendo a los miotubos continuar con el desarrollo hacia fibras maduras y estas de mayor
calibre[58], asi como promoviendo la diferenciacion terminal y el desarrollo hipertrofico
[58].

A nivel transcripcional, la Mstn regula positivamente las isoformas de Miosina lentas, pero
negativamente las rapidas. La Mstn se expresa en altos niveles en mioblastos y fibras del
musculo rapido en comparacion de su contraparte el muasculo lento. Un Knockout de Mstn
dirige un cambio hacia las isoformas rapidas de miosina, esto sugiere un rol inhibitorio de la

Mstn en la expresion de isoformas de miosina rapida [59,60,61].

Asi mismo se observa que las fibras rapidas tipo Il son fibras de mayor tamafio y con
capacidad de una contraccion répida, su desarrollo de fuerza es de 3-5 veces mayor que las
fibras de contraccion lentay tienen alta capacidad glucolitica en comparacion con la actividad
oxidativa de las fibras lentas, Las Fibras rapidas se reclutan solo cuando se requiere un
esfuerzo muy rapido y muy intenso en contraste con las fibras lentas tipo | que tienen mayor
resistencia a la fatiga y que se requieren en movimientos repetitivos y de poca intensidad.
[62,63] (Tabla 9).
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Tabla 7. Tipos de fibras y su funcionamiento en el musculo esquelético. Modificada de Talbot et al., 2016

Nuestros resultados muestran que el “Lig 1” tiene efectos con tratamientos a tiempos largos
comparado con tratamientos a corto plazo, tanto para MyoG y MHCIIB. Sin embargo, parece
ser que la regulacion de MyoD no esta siendo afectada directamente, de manera significativa
por el “Lig 17, generando como hipotesis que es debido a la posible disminucion de Mstn
disponible por la inhibicion de parte de “Lig 1” [64,65] En contra parte la regulacion de
MHCI no esta dada por Mstn, siendo esta proteina de expresién mayoritaria en fibras rapidas,
que en comparacion esta proteina estaria promoviendo el desarrollo de fibras lentas (MHCI)
[66,67,61].

Aunado a eso se puede observar Gnicamente los cambios a las 72 horas, esto sugiriendo que
este tratamiento podria ser acumulativo y su efecto positivo regulatorio en el programa de
diferenciacion muscular, lo que esta ejerciendo a tiempos largos comparado con el efecto a
tiempos cortos, asi como en estadios mas maduros de la diferenciacion.

Si bien los cambios observados en este estudio son solo el comienzo de una nueva linea de
investigacion, permitiendo abrir el campo a nuevas metodologias sobre como ejercer un

efecto inhibitorio en una via o ruta metabélica de estudio.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudio abre puertas a nuevas estrategias in-silico basadas en identificar nuevas
moléculas con potencial terapéutico, siendo como una nueva tecnologia de implementacion
en areas como la medicina personalizada, asi como en medicina especifica donde podremos
encontrar como punto importante la generacion de los menores efectos adversos, asi como

los menores efectos secundarios en el uso de estas terapias.

Asi mismo en este estudio se tiene como perspectiva poder identificar que nuestra molécula
candidata “Ligando 1” pueda ejercer su efecto inhibitorio de la via de la Mstn que fue lo que
se planteé de manera inicial, suponiendo que la proteina Mstn esté involucrada en los

cambios fenotipicos que observamos de manera in-vitro.

Se piensa dilucidar el mecanismo de inhibicién y proponer nuevas estrategias que sean
capaces de analizar la misma via; Incluso poder lograr que este tipo de terapias lleguen a
fases preclinicas y en un futuro a fases clinicas donde su aplicacion podria estar involucrada
a diferentes niveles. Permitiendo a futuro tratamientos farmacoldgicos con alta exactitud y
alta precision para el tejido muscular, incluso con bajos efectos secundarios hacia otros

Organos.
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CONCLUSIONES

e Se logro identificar y caracterizar in-silico a la molécula “Lig 1” (ZINC11789796)
como candidata inhibidora de la proteina Mstn.

e Se observé que “Lig 1” (ZINC11789796) tiene un mejor coeficiente de probabilidad
de unidn (Especifico) a Mstn 0.95 comparado con el de Lig 0. (NUCC-555) 0.36.

e Se logré obtener los valores de energia de unién absoluta de la molécula “Lig 1”
(ZINC11789796) y se observé que eran muy favorables para la estabilidad del
complejo Proteina-Ligando -10.43 Kcal/mol.

e Se pudo observar que “Lig 1” tiene un efecto positivo en la diferenciacion muscular
a nivel morfolégico.

e Se puede observar que “Lig 17 tiene un efecto regulador positivo sobre la expresion
de Miogenina (MyoG) a las 72 horas de tratamiento.

e Se observo que “Lig 17 tiene un efecto regulatorio positivo en MHCIIB comparado
con MHCI.

e Se observo “Lig 1 “favorece el desarrollo de las fibras rapidas y no causa ningun
efecto sobre las fibras lentas.

e Se observo que “Lig 17 tiene efectos positivos regulatorios en el programa de
diferenciacion muscular con tratamientos a tiempos largos comparado con

tratamientos a corto plazo.
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