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EN EPOCA DE MEDICINA DE PRECISION, PARA TRATAR
ASMA NEUTROFILICA, FIBROSIS PULMONARY ARTRITIS
REUMATOIDEA: NARINGINA (;O D’ARTAGNAN? “UNO
PARA TODOS” *). UNA MIRADA DESDE LO BASICO

In the era of precision medicine, to treat neutrophilic asthma,
pulmonary fibrosis and rheumatoid arthritis: naringin (or
D "Artagnan? “one for all"*). A look at the basics

Cossy lIsasi S', de Barayazarra S%,Vanoni S3, Gomez RM*, Cazaux A°, Ordoiiez M¢, Muifio JC’

RESUMEN

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias respiratorias des-
encadenada principalmente por eosindfilos, basdfilos, mastocitos y neutrdfilos.
El 50% de los casos pertenecen al fenotipo neutrofilico. La activacién de neu-
tréfilos implica la movilizacién de balsas en la membrana plasmdtica. La na-
ringina (NGN), el glucdsido natural de naringenina, tiene fuertes propiedades
antiinflamatorias. Para saber si el efecto de NGN dependede una via especifi-
ca de sefializacién o de un proceso mds inespecifico, simulamos cajas cubicas
con suspensiones de lipidos y con membranas enriquecidas con NGN, ambas
construidas usando CHARMM-GUI, para probar la estabilidad estructural de
y la miscibilidad de NGN en las membranas celulares . La composicién de las
membranas era palmitoil oleoil fosfatidilcolina (POPC), palmitoil oleoil fosfati-
diletanolamina (POPE) y palmitoil oleoil fosfatidilserina (POPS) en una propor-
cién mol/mol de 2:2:4 eventualmente enriquecidas con esfingomielina (PSM)
y colesterol (CHL) o NGN, gangliésido GMI en 3:3:2 mol/mol. Determina-
mos la asociacién de lipidos (moléculas mds cercanas dentro de 5 A) en dina-
micas de 100 ns a 310 Ky | atm con GROMACS 2023.2. PSM formé balsas
con POPC y POPE. CHL asociado con PSM y aumento de la tensién superfi-
cial de la membrana. Cuando NGN reemplazé a CHL, se distribuy aleatoria-
mente, disminuyd la tensién superficial y se asocié principalmente con POPC
o en los limites POPC-PSM. En membranas con CHL, NGN ocupé parches sin
CHL. NGN se asocié con el GMI sin formar rafts. El tratamiento de neutré-
filos con NGN podria perjudicar el proceso de sefializacion debido a la alea-
torizacién de la distribucion de PSM y GMI en la superficie de la membrana.

Palabras claves: asma, activacion de neutrdfilos, NGN, naringina, actividad antiin-
flamatoria, balsas o rafts de membranas celulares.

ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways triggered primarily by
eosinophils, basophils, mast cells, and neutrophils. 50% of cases belong to the
neutrophilic phenotype. Neutrophil activation involves the mobilization of ra-
fts in the plasma membrane. Naringin (NGN), the natural glycoside of narin-
genin, has strong anti-inflammatory properties. To find out whether the effect
of NGN depends on a specific signaling pathway or on a more nonspecific
process, we simulated cubic boxes with lipid suspensions and with NGN-en-
riched membranes, both constructed using CHARMM-GUI, to test the struc-
tural stability of and miscibility of NGN in cell membranes. The composition
of the membranes was palmitoyl oleoyl phosphatidylcholine (POPC), palmitoyl
oleoyl phosphatidylethanolamine (POPE) and palmitoy! oleoyl phosphatidylse-
rine (POPS) in a mol/mol ratio of 2:2:4 eventually enriched with sphingomyelin
(PSM) and cholesterol (CHL) or NGN, GM1 ganglioside in 3:3:2 mol/mol. We
determined the association of lipids (molecules closest within 5 A) in dynamics
of 100 ns at 310 Kand | atm with GROMACS 2023.2. PSM formed rafts with
POPC and POPE. CHL associated with PSM and increased membrane surfa-
ce tension. When NGN replaced CHL, it was randomly distributed, decrea-
sed surface tension, and was mainly associated with POPC or at the POPC-
PSM boundaries. In membranes with CHL, NGN occupied patches without
CHL. NGN partnered with GM| without forming rafts. Treatment of neutro-
phils with NGN could impair the signaling process due to randomization of
the distribution of PSM and GMI on the membrane surface

Key words: asthma, neutrophil activation, NGN, naringin, anti-inflammatory
activity, cell membrane rafts.
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*“Les Trois Mousquetaires” de A. Dumas:
Todos para uno y uno para todos

INTRODUCCION

El asma bronquial es una enfermedad respiratoria crénica
que afecta a personas de todas las edades. Cominmente im-
plica inflamacién crénica de las vias respiratorias y sintomas
de magnitud variable con el tiempo, que incluyen disnea,
opresién endotordcica y tos [1]. Tiene alta prevalencia y
morbilidad y niveles considerables de mortalidad [2]. Segun
la Iniciativa Global para el Asma (GINA), “El asma es una
enfermedad heterogénea, con diferentes procesos subyacen-
tes. Los grupos distinguibles por factores demogréficos, cli-
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Figura |. Set |. Secuencia temporal que muestra la evolucién del sistema ternario agua W: ciclohexano CYHE: naringina NGN,
8:1,2:0,8 mol:mol:mol. Esta composicidn particular es similar a las proporciones calculadas de sistemas bioldgicos en los que se docu-
mentaron los efectos antiinflamatorios de la NGN. El sistema evoluciona a través de la autoagregacion de CYHE, luego la agregacion
parcial de NGN vy finalmente la NGN se mueve hasta los limites de CYHE:W.NGN en gris y Ultima imagen en rosa
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Figura 2. a) Visualizacién del modelo de membrana plasmdtica
POPC.CHL:GmI 100:10:5 molmol:mol. CHL (pudrpura) forma
grupos con la porcién de ceramida de GMI. POPC se omitié
para mayor claridad. Tensién superficial 49 mN/m. b) visualiza-
cién del modelo de membrana plasmdtica POPC:NGN: Gm |
100:10:5 mol:mol:mol. NGN (naranja) no se agrupa con la por-

cién de ceramida de Gm|. POPC se omitié para mayor claridad.
Tension superficial 43 mN/m.
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nicos y/o fisiopatoldgicos a menudo se denominan “fenoti-
pos de asma” [1]. De hecho, multiples estudios han demos-
trado que varios subtipos de asma pueden reflejarse en las
manifestaciones externas de la enfermedad, que se denomi-
nan “fenotipos” y pueden implicar, entre otros tantos, sin-
tomas clinicos como inflamatorios caracteristicos [3]. Sin
embargo, dado que los fenotipos del asma no implican me-
canismos fisiopatoldgicos subyacentes, el asma también se
puede clasificar en subtipos conocidos como “endotipos”
[4], que se basan en mecanismos fisiopatolégicos especificos
tanto a nivel celular como molecular [5-7]. Se reconoce que
“muchas células y elementos celulares” desempefian un pa-
pel en la patogénesis de la enfermedad. Granulocitos como
los eosinéfilos y los neutréfilos tienen parte en el proceso in-
flamatorio en el asma y el patrén de infiltracién de granulo-
citos se puede utilizar para identificar diferentes fenotipos
inflamatorios en el asma. Esta informacién es il porque
se relaciona con la respuesta al tratamiento, vias mecanicis-
tas implicadas en la patogénesis de la enfermedad y riesgo
de enfermedad futura [8]. Curiosamente, ¢l fenotipo infla-
matorio no parece estar relacionado con el control de sin-
tomas. Generalmente, el asma cosinofilico EA sucle repre-
sentar una enfermedad mds grave con hiperreactividad de
las vias respiratorias y un mayor riesgo de exacerbacién [9].
En cuanto al asma no cosinofilico NEA, consiste principal-
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mente en asma neutrofilica, caracterizado por obstruccién
de las vias respiratorias mal controlada y peor evolucién
[10, 11]. Tradicionalmente, los neutrdfilos, originados en cé-
lulas madre de la médula 6sea sélo habian sido considera-
dos como una especie de célula de inmunidad innata [12].
En este sentido, los neutréfilos juegan un papel importante
en la eliminacién de patdgenos y de desechos celulares [13].
La migracién y activacion de los neutréfilos podria causar
inflamacién y sensibilizacién directa o indirecta. La infla-
macién causada por el propio sistema inmunoldgico es real-
mente importante para la solucién de infeccién y la elimi-
nacién de patdgenos. Pero la inflamacién persistente en el
sistema respiratorio frecuentemente conduce a algunas en-
fermedades como el asma, la EPOC y la fibrosis pulmonar.

Se han probado algunos productos bioldgicos como trata-
mientos para el asma grave, pero son escasos los tratamien-
tos farmacoldgicos dirigidos al asma neutrofilica, la mayo-
ria de los estudios clinicos no se han centrado en los neu-
tréfilos, por lo que se requiere investigacion dirigida a la
inflamacién mediada por estas células para dilucidar el tra-
tamiento dptimo[14]. Una contribucién importante que
cada vez ha ido cobrando mayor relevancia es el estudio
de flavonoides con propiedades antioxidantes y antiinfla-
matorias. Naringenina y su glicésido naringina se destacan
particularmente por su efectividad como anti-inflamato-
rios en ensayos in vitro, in silico o in vivo, en sistemas ex-
perimentales de animales diabéticos, con fibrosis hepética
y con artritis reumatoidea, asi como acciones pro - estro-
génicas en andlogos de osteoporosis [15]. Si bien hay evi-
dencia experimental en favor de vias de sefializacién espe-
cificas reguladas por estos flavonoides, la amplitud de sus
efectos permite suponer un mecanismo mds general. En
estos sistemas los neutréfilos participan como desencade-
nantes de la inflamacién. Los leucotrienos son potentes
mediadores proinflamatorios producidos por células im-
plicadas en la respuesta inflamatoria, particularmente los
neutrdfilos, tras la estimulacién y activacién de cPLA2a
posterior al incremento de calcio intracelular. La activa-
cién va acompainada de redistribucién de balsas de mem-
brana (rafts) enriquecidas en monosialogangliésido GM1
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Figura 3a. Modelo de membranas POPC

(verde):POPS
(gris):POPE (amarillo):PSM 2:4:2:3, visualizacién de la superficie
del plano xy. PSM (rojo) forma grupos que excluyen POPC.

y colesterol [16]. Si alguna molécula pudiese particionar a
la membrana plasmdtica de los neutréfilos y pudiese des-
organizar las balsas, serfa razonable pensar que tendria un
efecto inhibidor de la activacién y consecuentemente se-
ria antiinflamatoria. En este trabajo evaluamos in silico los
efectos de la incorporacién de naringina sobre la estruc-
tura de la membrana plasmatica y la posible formacién de
rafts.

METODOS

HARDWARE

Los disefios, ast como los scripts de prueba fueron realiza-
dos y corridos en una computadora con Intel IS 4a gene-
racién, 8 GB de memoria RAM. Las corridas de minimi-
zacién (para asegurar la fidelidad estructural de los mode-
los moleculares virtuales) equilibracién (para que las mo-
léculas tengan todas sus coordenadas sin superposicion si-
mulando la temperatura y presién deseadas) y produccién
(acd es cuando se da curso al desarrollo de las interaccio-
nes moleculares segtin las leyes de combinacién quimicay
la fisica newtoniana del movimiento de particulas) se co-
rrieron en el centro de cémputo CCAD - Universidad
Nacional de Cérdoba (https://ccad.unc.edn.ar/), integran-
te de SNCAD - MinCyT, Republica Argentina. Todas
las instancias se simuld un Sistema a presién de 1 atm y
temperatura de 310 K para 100 ns (nanosegundos = 107
segundos).

SOFWARE
Simulamos cajas ctbicas con mezclas de ciclohexano
(CYHE), naringina (NGN) y agua, suspensiones de lipidos

monoméricos y con membranas imitando la composicién

Naringina | Cossy Isasi S y cols.

Figura 3b. PSM (rojo) forma grupos y NGN (naranja) se distri-
buye aleatoriamente.

Figura 3c. NGN (naranja) y PSM (rojo) sobresalen del plano
del fésforo.

lipidica de membranas plasméticas aisladas de neutréfilos
humanos, con o sin NGN. En todos los casos el medio fue
solucién 0,15 M de KCl. Se obtuvieron los disefios con soft-
ware del servidor web CHARMM-GUI [17], y todas las si-
mulaciones se ¢jecutaron con GROMACS v 2023.2 [18].
El campo de fuerza (que define la forma de nombrar cada
dtomo y las propiedades de los compuestos) fue Charmm
36y las simulaciones fueron del tipo “all atom” (se resuelven
las ecuaciones para movimiento ¢ interaccién de cada 4to-
mo del sistema) con el solvente modelado TIP3 (el agua se
representa por 3 puntos) en todos los casos.

El primer conjunto de simulaciones se disefié para probar
el cardcter anfipdtico de las NGN. Construimos cajas con
un sistema ternario de W:CYHE:NGN en proporciones
de 1:1:1 a 8:1,2:0,8 mol:mol:mol.
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El segundo conjunto de experimentos virtuales se realizé
para probar ¢l comportamiento de NGN en un modelo
simple de membrana plasmatica con palmitoil fosfatidil-
colina (POPC), gangliésido GM1 (este fue clegido por-
que la activacién de los neutréfilos cursa con reclutamien-
to de parches de membrana con GM1 a la membrana plas-
mitica) y NGN o colesterol (debido a la presencia de ani-
llos hidrofébicos en ambas moléculas) para probar si la
NGN promoveria o inhibirfa la formacién de balsas como
lo hace el colesterol.

Finalmente, para probar la capacidad de esfingomielina de
inhibir la activacién de neutréfilos en presencia de narin-
gina, ensayamos membranas POPC: palmitoil oleil fos-
fatilcolina (POPE), palmitoil oleil fosfatilserina (POPS)
2:2:4 relacién mol:mol:mol (semejantes al lado interno de
la membrana plasmitica del neutréfilo) eventualmente en-
riquecidas con esfingomielina (PSM), colesterol (CHL)
o NGN vy ganglidsido GM1 en 3:3:2 mol:mol:mol.
Determinamos la asociacién de lipidos (moléculas mas
cercanas dentro de 5 A).

RESULTADOS

En la primera serie de simulaciones del sistema ternario
W: CYHE: NGN se pudo observar que NGN se com-
porta como una molécula anfipdtica ofreciendo sus ani-
llos apolares al entorno enriquecido en CYHE vy la por-
cién glucidica al entorno acuoso. El sistema de proporcio-
nes 8:1,2:0,8 mol:mol:mol es de particular interés por su
similitud con las proporciones calculadas extrapolando las
proporciones de solvente acuoso (representado por W), li-
pidos (representados por CYHE), y NGN que resultan en
sistemas bioldgicos con las dosis de NGN en que se docu-
mentaron los efectos antiinflamatorios. El sistema evolu-
ciona a través de la autoagregacion de CYHE vy luego la
agregacion parcial de NGN que finalmente se mueve a los
limites entre CYHE: W (Figura 1).

En la segunda serie de simulaciones el modelo de membra-
na plasmética POPC:CHL:GM1 100:10:5 mol:mol:mol
permitié observar que la presencia de colesterol favore-
ce la agregacién o formacién de rafts con la porcién ce-
ramida de GM1 determindndose una tensién super-
ficial 49 mN/m (Figura 2a). En el caso del modelo
POPC:NGN:GM1 100:10:5 mol:mol:mol, NGN se dis-
tribuyé aleatoriamente y no se agrupé con la porcién de
ceramida de GM1 provocando una disminucién de ten-
sion superficial a 43 mN/m (Figura 2b). Cuando simu-
lamos membranas modelo POPC:POPS:POPE:PSM
2:4:2:3, se pudo determinar y visualizar que PSM se agre-
ga excluyendo POPC. Es decir que PSM forma rafts al
margen de POPC (Figura 3a). Esta organizacién se ro-
bustece cuando se incorpora CHL a la membrana obser-
vandose rafts de esfingomielina y colesterol. Finalmente,
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cuando CHL es reemplazado por NGN, la distribucién
de PSM y GM1 se aleatoriza y NGN hace protrusién por
encima del nivel de los grupos fosfato de los fosfolipidos
indicando que la membrana sufre fuertes re - arreglos es-
tructurales (Figuras 3by c).

DISCUSION

Una primera observacién es que los sistemas construidos
fueron estables durante el periodo de 100 ns, lo que se tra-
duce en resultados confiables.

Las simulaciones del sistema W:CYHE:NGN muestran
que el glicésido NGN tiene cardcter anfipatico como las
sales biliares y compuestos semejantes y cuando se lo ex-
pone a un sistema en que tiene componentes hidrofébi-
co e hidrofilico va a tender a ocupar la regidn de interfase,
sin un predominio de interacciones hidrofébicas o hidro-
filicas. Estas consideraciones son de importancia al consi-
derar formas de administracién en los animales de experi-
mentacion y excluyen los experimentos de administracién
oral dado que NGN es procesada por la flora bacteria-
na. En las simulaciones de POPC:CHL:GM1 100:10:5
mol:mol:mol se pudo lograr una evolucién que llevé a la
formacién de rafts como ocurre en las membranas de célu-
las vivas, particularmente neutréfilos, los cuales pueden ser
activados variando la estructura de la membrana secues-
trando colesterol con el empleo de Beiclodextrina [16].
El reemplazo de CHL por NGN, POPC:NGN:GM1
100:10:5 mol:mol:mol disminuyé la tensién superficial
lo que permite suponer que NGN podria ser un disruptor
estructural en membranas especializadas como las del neu-
tréfilo. De esta manera, podria resultar en una actividad
antiinflamatoria al impedir el proceso normal de trans-
duccién de cualquier sefial de activacién del neutréfilo o
de otras células del sistema inmunolégico. La presencia de
PSM contribuye a la estabilizacién estructural de las balsas
o rafts formados por la asociacién de PSM,GM1 y CHL.
El reemplazo de CHL por NGN, NGN adopta una dis-
tribucién més aleatoria que CHL vy se localiza en separa-
cién de fase entre los rafts de PSM y GM1 vy el resto de los
fosfolipidos.

En conjunto los resultados nos permiten afirmar que
NGN podria integrarse a las membranas de células eu-
cariotas en las condiciones de simulacién. Esto es rele-
vante al considerar el posible mecanismo de ingreso al
citosol, que no necesitarfa de un transporte especifico.
Una vez incorporada podria ser un disruptor estructu-
ral de las membranas plasméticas de las células como los
neutréfilos y en consecuencia oficiar de molécula anti-
inflamatoria debido al entorpecimiento de los procesos
de senalizacién inherentes a la activacién de las células
inmunocompetentes.
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