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Resumen
La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa del mundo, y la

nanotecnologia tiene un gran potencial para mejorar los tratamientos actuales. En este contexto, el
presente trabajo tiene como objetivo estudiar la interaccion de la nanoparticula de plata (AgNP) con
la E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE PARKIN (PARK2 o Parkina), una proteina importante
relacionada con la enfermedad de Parkinson. La proteina objetivo PARK2 (Parkina) fue
seleccionada de la plataforma del Banco de Datos de Proteinas (PDB) con el ID PDB: 4BM9. El
AgNP se obtuvo con un archivo CIF (Crystallographic Information File) de Ag cubico cargado en la
plataforma Nanocrystal para generar las coordenadas cristalograficas del archivo modelo 3D
(archivo AgNP.pdb) con un total de 1865 atomos en su estructura. El acoplamiento molecular se
realiz6 con la ayuda del servidor HDOCK, se configuré una caja de rejilla ctbica para abarcar toda
la enzima, ajustada a 1,0 angstrom. HDOCK es un servidor utilizado para predecir los complejos de
unién entre dos moléculas, como proteinas y ligandos, utilizando una estrategia de acoplamiento
hibrido. EI modelo de acoplamiento aplicado fue el algoritmo basado en un modelo geométrico. Para
la evaluacién de los resultados, se aplicé una distancia de 2,5 angstroms como zona de contacto
entre la AgNP y los residuos de aminoacidos. Los resultados muestran que se observaron
interacciones hidrofilicas e hidrofébicas con valores de Potencial de Lipofilia Molecular de una media
de -4,218 MLP. Las regiones cercanas al N-terminal de la enzima muestran un area mayor de
interaccion con el AgNP. Los residuos de aminoacidos cisteina, glutamina y glutamato presentan la
mayor afinidad con la superficie de la AgNP evaluada en este estudio. Concluimos que los
resultados del docking molecular de la interaccién receptor-ligando del PARK2 (Parkina) pueden
contribuir a la busqueda de nuevos farmacos y terapias para inhibir la enfermedad de Parkinson.

Palabras clave: Docking molecular; Nanomedicina; Enfermedad de Parkinson; In silico.

Abstract
Parkinson's disease is the second-largest neurodegenerative disease in the world, and

nanotechnology has great potential to improve current treatments. Thus, this work aimed to study
the interaction of silver nanoparticle (AgNP) with E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE PARKIN PARK?2
(Parkina) an importante protein for Parkinson's disease. The target protein PARK2 (Parkina) was
chosen from Protein Data Bank (PDB) platform with PDB ID: 4BM9. The AgNP was obtained with a

(ec) I

Epicentro Ciencias Salud (enero-junio 2022): Afio 2; Vol.2; N.° 3; ISSN-L 2789-7818 64



ARTICULOS CIENTIFICOS

CIF file of cubic Ag uploaded in Nanocrystal platform to generate coordinates of AgQNP.pdb file with
1865 atoms. Molecular docking was performed with HDOCK server, a cubic grid box was configured
to encompass the entire enzyme, adjusted to 1.0 angstrom. The HDOCK server is used to predict
the binding complexes between two molecules like proteins and ligands by using a hybrid docking
strategy. The docking model applied was the algorithm based on a geometric model. For the result
evaluation, 2.5 angstroms were applied as a contact zone between the AgNP and amino acid
residues. Our results show that hydrophilic and hydrophobic interactions were observed with
Molecular Lipophilicity Potential values with an average of -4,218 MLP. The regions next to N-
terminus of the enzyme present a greater area of interaction with AgNPs. The cysteine, glutamine,
and glutamate amino acid residues present the highest affinity with the surface of the AgNP
evaluated in this study. We conclude that molecular docking results of receptor-ligand interaction of
PARK2 (Parkina) can contribute to the search for new drugs and therapies to inhibit Parkinson's

disease.

Keywords: Molecular docking; Nanomedicine; Parkinson Disease; In silico.

Introduccion

Con los primeros registros fechados en
1817, la enfermedad de Parkinson es un
trastorno neurodegenerativo del movimiento
gue deprime el sistema nervioso central, con
un desarrollo progresivo y sin cura (1).
Diagnosticado sobre todo clinicamente, el
cuadro incluye sintomas psicosomaticos,
como dificultades motoras cardinales, marcha
lenta y temblores, y sintomas no motores,
como trastornos del suefio, cambios
cognitivos, depresion, apatia y, en los casos
mas avanzados, demencia de Parkinson (2).

Con una estimacion de 10 millones de
individuos actualmente portadores (3), la
enfermedad de Parkinson puede tener su
inicio atribuido a varios factores
concomitantes, como polimorfismos
genéticos, factores ambientales y alteraciones
epigenéticas, que corresponden del 5 al 10%
(1,2). Tiene como principal caracteristica
patolégica la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas localizadas en la sustancia

negra pars compacta (SNpc), la a-sinucleina

en los cuerpos de Lewy (1), y la distrofia de las
fiboras de proyeccién asociadas al cuerpo
estriado, provocando cambios considerables
en la homeostasis del tejido nervioso, dafios
inmunoldgicos, generando dafios en el
sistema motor, lo que conlleva sintomas no
motores (3). Esta variabilidad de factores que
conducen al desarrollo del Parkinson genera,
en Ultima instancia, perspectivas ilimitadas
para el desarrollo de intervenciones
farmacéuticas que interrumpan el curso de la
enfermedad.

El tratamiento de la patologia es
meramente paliativo y demanda altos costos.
La terapia utilizada actualmente se basa en el
uso de inhibidores de la dopamina
descarboxilasa y precursores de la dopamina,
como la Carbidopa-Levodopa (3), el
seguimiento fisioterapéutico y la estimulacion
cerebral profunda en los casos mas
avanzados (1). Una de las grandes
limitaciones de la terapéutica en el Parkinson
es la dificultad que tienen las biomoléculas de

los farmacos para atravesar la barrera
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hematoencefélica, haciendo que la
concentracion del farmaco sea siempre baja
en el sistema nervioso central (3). En este
contexto, con el actual desarrollo de Ila
nanotecnologia, especialmente en el area de
la farmacologia y la medicina, se espera que
en las préximas décadas los nuevos sistemas
de administracion de farmacos
nanoestructurados  tengan un mejor
rendimiento en el tratamiento de diversas
enfermedades, incluida la enfermedad de
Parkinson.

En la actualidad, la nanotecnologia se
ha empleado en diversas éareas del
conocimiento, como la agricultura (4), los
nanosensores (5) y los sistemas de liberacion
controlada de activos quimicos (6). Las
nanoparticulas (NPs) metélicas y los 6xidos
metalicos, como los 6xidos de plata (Ag), de
oro (Au), de cobre (CuO) y de zinc (Zn0O), ya
estdn surgiendo como relevantes en
biomedicina debido a sus propiedades
antimicrobianas (7,8). Sin embargo, se sabe
poco sobre la interaccion de estos
nanomateriales con proteinas clave para
enfermedades importantes.

El gen E3 UBIQUITIN-PROTEIN
LIGASE PARKIN (PARK2) es una de las
principales causas de mutaciones en la
enfermedad de Parkinson (9-11). En este
contexto, la busqueda tradicional de modelos
in vitro e in vivo de nuevos farmacos para
controlar estas mutaciones es
extremadamente dificil debido a su estructura

funcional, por lo que los ensayos in silico se

presentan como una alternativa para el
desarrollo de nuevos farmacos.

El docking molecular llega como un
proceso computacional para el desarrollo de
nuevos farmacos, con el fin de flexibilizar la
incorporacion de estudios con proteinas de
interés, ponderando la interacciébn de
receptores y ligandos a través de la
geometria, energia y enlaces quimicos
potenciales involucrados en los procesos de
interaccion molecular (12). El uso del método
in silico surge como una alternativa racional y
complementaria a las técnicas habituales para
los sistemas bioldgicos in vitro e in vivo (13).
Proporciona una mayor variacion de la
informacion y un mayor margen de error, lo
que disminuye los costos y brinda
informaciones que los métodos biol6gicos
tradicionales tardarian décadas en ajustar. El
presente tiene como propdsito realizar
ensayos de acoplamiento molecular in silico
para dilucidar las interacciones de las
nanoparticulas de plata con la proteina
Parkina (gen PARK?2) para el tratamiento de la

enfermedad de Parkinson.

Materiales y Métodos

Disefiador 3D y preparacion de la
nanoparticula de plata (AgNP1ses atm) COMO
el ligando

La nanoparticula de plata se prepar6
utilizando la herramienta Nanocrystal (14),
utiizando un archivo cristalografico CIF
(Customer Information File) de moléculas de
Ag con estructura cristalina cubica. El archivo

CIF se descargé de la base de datos de
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materialsprojetc  (materialsproject.org/). La
Figura 1 representa la nanoparticula de plata

(1865 atomos) utilizada en este estudio.

Figura 1. La nanoparticula de plata (AgNP)
utilizada en este estudio de acoplamiento,
generada con el auxilio del servidor
Nanocrystal (Imagen del autor).
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Proteina receptora

Como receptor utilizamos la proteina
Parkin, una diana molecular del gen Park2 E3
UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE de |la
enfermedad de Parkinson (15) que esta
depositada en la base de datos de proteinas
PDB (Protein Data Bank;
https://www.rcsb.org) bajo el cédigo 4BM9
(Figura 2). La estructura cristalografica se
descarg6 en formato PDB. La preparacion de
la macromolécula para la interaccién se
realiz6 con la ayuda del software Chimera X.
v.1.2 (16).

Figura 2. La enzima PARK2 Parkina (pdb ID =
4BM9) y sus dominios, archivo cristalogréafico
disponible en: https://www.rcsb.org. (Imagen del

autor)

Acoplamiento molecular

El docking molecular se realiz6 con la
ayuda del servidor HDOCK (17), preparando
el ligando y la macromolécula para la
interaccion, la rejilla de caja cubica se
configur6 para abarcar toda la enzima, fijada
en 1 angstrom. El modelo de acoplamiento
aplicado fue el algoritmo de modelado hibrido
basado en el modelo de acoplamiento
geométrico y el acoplamiento libre ab initio
(17). Para el analisis de los resultados, se
aplicé una distancia de 2,5 angstrones como
zona de contacto entre los residuos de
aminoacidos, ademas, todas las figuras
fueron generadas y analizadas mediante el

software Chimera X. v.1.2.
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Resultados y Discusion

El modo de unién de la nanoparticula
de Ag junto al dominio UPD evaluado por el
método de acoplamiento mostré la disposicion
de la nanoparticula en la enzima Parquina
(Figura 3). En el extremo N la enzima PARK2
(Parkina) es un bucle de unién de iones Zn
llamado dominio parkin anico (UPD) o Ring0
(18). Este resultado sugiere que los iones Ag
liberados de la nanoparticula pueden competir
por el sitio con los iones Zn. Se sabe que las
mutaciones en la UPD para afectar la interfaz
hidrofébica hacen que Parkin sea
significativamente menos soluble (15). La
identificacion de la union de AgNP junto al
dominio UPD en parkin proporciona una
nueva estructura de dominio general para la
proteina que seré importante para evaluar los
roles de su interaccion y disefiar experimentos
en nanomedicina y administracion de
farmacos destinados a comprender y/o

controlar la enfermedad.

Figura 3. Posicion del AgNP en los calculos
de acoplamiento molecular de la posicion
intermedia asumida por la AgNP al lado de la
region UPD(Ring0) y Ringl. (Imagen del
autor)

Los valores medios de hidrofobicidad
de los residuos de aminoacidos observados
para la enzima Parkin, que interactda con el
AgNP, se calcularon segun el método MPL
(Molecular Lipophilicity Potental) con una
media de -4,218 MLP y un rango de -25,41 a
20,53 MLP (Figura 4). La tincién azul se utilizd
para los residuos de aminoacidos mas
hidrofilicos, mientras que la tincion dorada
oscura se aplic6 a los residuos mas
hidrofébicos. Los residuos Tyrl49, Cys201,
Phe208, Phe210, His279, 1le298, Phe304 y
Tyr315 mostraron una mayor hidrofobicidad.
Los residuos Cysl66, Serl67, Thrl68,
Cys169, Argl70 y GInl171 cerca de la region
catalitica de la enzima también mostraron
hidrofobicidad. En los residuos Cys323,
Val324 y GIn325 del dominio Ringl también
se observa hidrofobicidad debido a la
presencia de aminoacidos apolares, formados
en su mayoria por hidrocarburos. Los
aminoacidos hidrofébicos o hidrofilicos son
importantes para determinar la regién en la
gue la proteina se estabilizara en la célula tras
su sintesis. En general, los aminoacidos
apolares o hidrofébicos tienden a asentarse
en regiones de membrana (19), como en el
caso de la parkina (PARK2).
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Figura 4. El mapa de superficie para la hidrofobicidad de los residuos de aminoacidos observados
para la enzima Parkin que interactia con la AgNP que se calcul6 segun el método MPL (Molecular
Lipophilicity Potental). (Imagen del autor)

(A)

(B)

E |

-25.4 0 20.53

La figura 5 muestra los residuos de aminoacidos que interactian con la proteina PARK2.
Los residuos Tyr149, Lys151, GInl165, Cys 166, Serl67, Cys169, Arg170, GIn171, Asp184, Val186,
Leul87, 1le188, Pro189, Asn190, Arg191, Cys201, Ser205, Ala206, Glu207, Phe208, En la Figura
5A se pueden observar Phe209, Phe210, Ser218, Asp219, Lys220, Glu221, Thr222 y Ser223 del
centro catalitico (Anillo2) y del UPD (Anillo0) que interactian con el AgNP. Los residuos de
aminodcidos de los dominios Ringl e IBR que interactuaron con la nanoparticula de plata fueron:
His279, Asp280, Pro281, GIn282, Leu283, Gly284, Tyr285, Ser286, 11€298, Lys299, Glu300,
Leu301, His302, His303, Phe304, Arg305, Glu309, Tyr312, Asn313, Arg314, Tyr315, GIn316,
GIn317, Tyr318, Gly319, Ala320, Glu321, Glu322, Cys323, Val324, GIn326, Leu331, Cys332,
Arg334, Pro335, Gly336, Cys337, Gly338, Ala339 y Gly340. Los aminoacidos que mostraron una
mayor interaccion con la nanoparticula de plata fueron la cisteina, la glutamina y el glutamato, donde

estos son aminoacidos no esenciales, con caracteristicas hidrofilicas polares, capaces de formar

(ec) I

Epicentro Ciencias Salud (enero-junio 2022): Afio 2; Vol.2; N.° 3; ISSN-L 2789-7818 69



ARTICULOS CIENTIFICOS

puentes de hidrégeno con el agua y otros ligandos (19). El glutamato y la cisteina también pueden

formar enlaces con metales.

Figura 5. Residuos de la enzima PARK2 (Parkina) que interactian con AgNP en una zona de

distancia de 5 angstrones. Colores: En azul claro el dominio UPD (Anillo0), en azul oscuro el dominio

Ring2 (centro catalitico de la enzima), en verde claro el dominio Ringl y en verde oscuro el dominio

IBR. (Fuente: Autores).
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Conclusion

Se concluye que los andlisis de
acoplamiento molecular y de interaccion
receptor-ligando de la Parkina pueden
contribuir a la busqueda de nuevos farmacos
y terapias inhibidoras para la enfermedad de
Parkinson. Este trabajo evidencia a través de
los resultados, que se observaron
interacciones  tanto  hidrofilicas  como
hidrofébicas con valores de Potencial de
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promedio, y que las regiones cercanas al N-
terminal de la enzima presentan una mayor
area de interaccion con la nanoparticula de
plata. Los residuos cisteina, glutamina vy
glutamato son los que presentan mayor
afinidad con la superficie de la nanoparticula

de plata evaluada en este estudio.
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