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RESUMEN

Los resultados de la evaluacion in silico permiten sugerir que la patogenici-
dad de las variantes se podria deber a su mayor afinidad por FAD y MTHF, lo
que disminuiria la disponibilidad de ligando para la variante normal, pero los
complejos formados serfan no funcionales debido a que las conformaciones
que adoptarian los ligandos unidos estdn lejos de las que permiten la interac-
cién requerida por la enzima. La disminucién de ligando libre vy la ineficiencia
de las conformaciones en las variantes patoldgicas determinarfan el déficit de
funcién observado en los pacientes.

En cuanto a NGN como inhibidor especifico, se descarta porque las energfas
de unién a la cavidad que une FAD y MTHF fueron positivas. En cambio, su
derivado por deglicosilacién, NRGNN, podria ocupar dicha cavidad en espa-
cios que ocuparia el MTHF. Sin embargo, aunque de esta manera podria inhi-
bir la reduccién del MTHF, su afinidad es menos de la mitad de la del MTHF,
lo que determinaria que su actividad inhibitoria sea dependiente de una alta
concentracion intracelular

Palabras claves: asma, alergia, metilentetrahidrofolato reductasa, na-
ringenina.

ABSTRACT

The results of the in silico evaluation suggest that the pathogenicity of the va-
riants could be due to their greater affinity for FAD and MTHF, which would
decrease the availability of ligand for the normal variant, but the complexes
formed would be non-functional because the conformations that the bound
ligands would adopt are far from those that allow the interaction required
by the enzyme.The decrease in free ligand and the inefficiency of conforma-
tions in pathological variants would determine the deficit of function obser-
ved in patients.

As for NGN as a specific inhibitor; it is ruled out because the binding ener-
gies to the cavity that binds FAD and MTHF were positive. On the other
hand, its derivative by deglycosylation, NRGNN, could occupy this cavity in
spaces that the MTHF would occupy. However, although in this way it could
inhibit the reduction of MTHF, its affinity is less than half that of MTHF, which
would determine that its inhibitory activity is dependent on a high intracellu-
lar concentration

Key words: asthma, allergy, methylenetetrahydrofolate reductase, na-
ringenin.
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INTRODUCCION

ASMAY ALERGIA
Diversos estudios cientificos han demostrado que el asma
es una enfermedad crénica multifactorial, con una im-
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portante base genética y ambiental. La exposicidn a alér-
genos, contaminantes y factores ambientales puede indu-
cir modificaciones epigenéticas, como la metilacién del
ADN en genes relacionados con la respuesta inmunold-
gica, lo que influye en el desarrollo y severidad del asma'y
otras enfermedades alérgicas. Por ejemplo, se ha observa-
do que la exposicidn prenatal a contaminantes ambien-
tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos puede
alterar la metilacién de genes como 4CSL3, aumentan-
do el riesgo de asma en la infancia. Ademds, la metilacién
de promotores de genes como TSLP se asocia a la expo-
sicién prenatal al tabaco y a la dermatitis at6pica, y exis-
ten cientos de regiones metiladas asociadas con asma in-
fantil'. Por otro lado, ¢l asma presenta una gran hetero-
geneidad clinica y bioldgica, con diferentes fenotipos,
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como el asma neutrofilica, donde la inflamacién estd me-
diada principalmente por neutréfilos y citoquinas como

laIL-17.

RELACION ENTRE MTHFR,ASMAY ALERGIA
Aunque la literatura especifica sobre la relacién directa
entre las variantes de MTHFR y el asma o las alergias es
limitada en los trabajos revisados, se reporté que marca-
dores de deficiencia de folato se asociaron con dificulta-
des respiratorias comunicadas por el paciente, con diag-
néstico médico de asma y dificultad para respirar, pero no
con la funcién pulmonar o la atopia® El polimorfismo del
gen MTHFR se asocia con la susceptibilidad al asma y la
eficacia de los GC en nifios. Los nifios portadores de ge-
notipos TT/CT presentan un mayor riesgo de desarro-
llar asma, y aquellos con genotipo TT son mds sensibles
al tratamiento con GC®. La ingesta elevada de donantes
de metilo en la dieta se asocié con una reduccién del ries-
go de atopia y sintomas de asma. Esto podria tener efectos
aditivos relacionados con los alelos de susceptibilidad del
gen MTHFR. Las implicaciones clinicas requieren evalua-
cién®. En ratones se ha observado que los animales defi-
cientes en MTHFR homocigotas para A222V (677C>T)
sobrevivieron mds tiempo a la malaria experimental y los
ratones que sobreexpresaron la enzima salvaje murieron
antes en comparacién con sus compaieros de camada de
tipo salvaje’.

METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA
(MTHFR)

La MTHER es una enzima clave en el ciclo del fola-
to, responsable de la conversién de 5,10-metilentetra-
hidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, esencial para
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Figura |. Folato y BI2 en la metilacién vy ciclo de un carbono. 5mC: 5-metilcitosina; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; BHMT: betaina
homocisteina metiltransferasa; CH3: grupo metilo; DHF: dihidrofolato; DMG: dimetilglicina; DNMT: metiltransferasa de ADN; MTHFR:
metiltetrahidrofolato reductasa; MS: metionina sintasa; SAH: S-adenosil homocisteina; SAM: S-adenosil metionina; SHMT: serina hidro-
ximetiltransferasa; THF: tetrahidrofolato; Zn: zinc. Tomado de Rodriguez-Cano y cols.6

la remetilacién de homocisteina a metionina Figura
1. La deficiencia grave de MTHEFR es una enferme-
dad recesiva poco frecuente que causa hiperhomocis-
teinemia, homocisteinuria y afectacién neuroldgica
progresiva. Se han identificado més de 50 mutaciones
en el gen MTHFR, y los casos graves pueden manifes-
tarse en las primeras semanas de vida, con consecuen-
cias letales si no se diagnostican y tratan precozmen-
te. El tratamiento temprano con vitaminas del grupo
B y betaina puede mejorar el prondstico en pacientes
diagnosticados de forma prenatal”. La MTHFR huma-
na es una proteina homodimérica de aproximadamen-
te 150 kDa, donde cada subunidad contiene un do-
minio catalitico N-terminal que une el cofactor FAD
(flavin adenin dinucleétido) y un dominio regulador
C-terminal que une S-adenosilmetionina (SAM)®. El
dominio catalitico N-terminal (residuos 1-356) adop-
ta un plegamiento similar al de otras oxidorreductasas
dependientes de flavina, con un sitio activo que for-
ma una hendidura donde se une el 5,10-metilentetra-
hidrofolato. El cofactor FAD se encuentra profunda-
mente incrustado en el nicleo de este dominio y parti-
cipa directamente en la transferencia de electrones du-
rante la reaccién enzimdatica’. La MTHEFR cataliza la
reduccién de S5,10-metilentetrahidrofolato a S-metil-
tetrahidrofolato utilizando NADPH como donador
de electrones (Selhub, 1999). El mecanismo cataliti-
co involucra varios pasos: unién del NADPH al sitio
activo de la enzima, transferencia de un hidruro des-
de NADPH al FAD, reduciendo este cofactor, trans-
ferencia de electrones desde el FADH, al 5,10-meti-
lentetrahidrofolato, iberacién del producto 5-metil-
tetrahidrofolato. Esta reaccidn es irreversible y cons-
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Figura 2. Estructura bdsica de los flavonoides.

tituye un punto regulatorio critico en el ciclo del fo-
lato, controlando la disponibilidad de 5-metiltetrahi-
drofolato para la sintesis de metionina y, consecuen-
temente, la produccién de SAM, el principal donador
de grupos metilo en el organismo'’.

ESTRUCTURAY PROPIEDADES

DE LOS FLAVONOIDES

Los flavonoides constituyen un amplio grupo de com-
puestos polifenélicos presentes en plantas con reconoci-
das propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anti-
cancerigenas. Se caracterizan por un esqueleto bdsico de
15 carbonos (C6-C3-C6) que consiste en dos anillos aro-
miticos (A y B) unidos por un anillo heterociclico oxi-
genado (C) (Figura 2). Basindose en variaciones en este
anillo C y en los patrones de hidroxilacidn, los flavonoi-
des se clasifican en varias subclases: Flavonas (apigenina,
luteolina), Flavonoles (quercetina, kaempferol, miriceti-
na), Flavanonas (naringenina, hesperetina), Flavan-3-oles
(catequina, epicatequina), Antocianidinas (cianidina, del-
finidina), Isoflavonas (genisteina, daidzeina). Recientes
investigaciones han explorado la capacidad de estos com-
puestos para interactuar con diversas enzimas, incluyendo
MTHER, lo que abre nuevas perspectivas terapéuticas y
nutricionales (Yeter et al., 2019). Los estudios 77 silico han
proporcionado informacién valiosa sobre la interaccién
flavonoide-MTHFR (Yeter et al., 2019). Las simulaciones
de acoplamiento molecular han identificado flavonoides
especificos con alta afinidad por la enzima. La quercetina
muestra una significativa afinidad por el sitio catalitico de
MTHEFR, con energfas de unién predichas en el rango de
-8.52-9.2 kcal/mol.

Este ensayo analiza la interaccidén ligando-receptor en-
tre FAD, MTHE naringina (NGN), Naringenina
(NRGNN) vy la enzima MTHFR, explorando los meca-

nismos moleculares subyacentes.

MATERIALESY METODOS

PROTEINAS/MACROMOLECULAS

La estructura de la metilentetrahidrofolato reductasa hu-
mana se obtuvo de RSCB PDB (https://www.rcsb.org/,
6fcx) y la de sus variantes A222V y la R157Q se modela-
ron a partir de sus secuencias fasta en el espacio de traba-
jo de Swiss Model'%. Los modelos obtenidos se contrasta-
ron con los producidos por el servidor Alpha Fold" que
también permite obtener modelos de la macromolécu-
las y sus ligando tipicos, en este caso FAD para corrobo-
rar las poses de los ligandos en los ensayos de unién iz si-

lico (docking).

ANALISIS DE LIGANDOS

La estructura tridimensional (3D) de FAD, metlentetra-
hidrofolato, naringina, Naringenina y genisteina se ob-
tuvieron de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/). PubChem'* es un repositorio de sustancias quimi-
cas y actividades bioldgicas que consta de tres bases de da-
tos: de sustancias, compuestos y bioensayos.

ENSAYOS DE DOCKING

El estudio de acoplamiento se llevé a cabo en tres etapas.
Inicialmente se etudio la afinidad de la MTHFr normal y
las variantes por sus ligandos naturales FAD. MTHE, y los
flavonides naringina y su derivado Naringenina. En estos
ensayos no se considera el ambiente de interaccién sino
solamente la afinidad entre la proteina y los ligandos. Se
utilizé la versién para ordenador y la versién web de auto-
dock vina, 1.2.5 ** en SwissDock. Posteriormente se deter-
miné compatibilidad estructural entre ligando y receptor,
paralo cual se recurrid a Diff Dock, Gninay Diffdock-L16,
software que ensaya la complementariedad con inteligen-
cia artificial entrenada con estructuras cristalograficas de-
positadas en RSCB PDB y Uniprot. Al contrario del en-
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Figura 3. Imdgenes de la conformacién cristalizada de FAD en MRHFr (6fcx, izquierda) y la obtenida con ensayo de afinidad (dere-
cha). Se puede observar que las conformaciones de FAD (en cédigo de color por elemento) no coinciden.

Figura 4. Conformacion de FAD unido a MTHFr en 6fcx (izquierda) y en la misma estructura luego de la prediccién con DiffDock

que emplea A

sayo anterior, estos protocolos no evaltan la afinidad sino
solamente la geometria de los ligandos y de la cavidad o ni-
cho que ocupa. Se obtiene asi un rango de posiciones en
que las puntuaciones positivas son las mds semejantes a
las que se dan naturalmente y las puntuaciones negativas,
aunque coincidan con las conformaciones naturales, son
menos probables. A continuacién, se hicieron ensayos de
competencia por la unién entre ligandos propios que in-
teraccionan en el sitio activo de la enzima, FAD y MTHF
y entre FAD y Naringina. Finalmente se determinaron las
energfas de unién de MTHF, NGN y NRGNN a la enzi-
ma con FAD previamente unido con el software AC.2.0
(attracting caviites, servidor de SwissDock) uno de los
dos que considera la presencia de un ligando preexisten-
te. Se lo eligid por su facilidad de carga de datos y veloci-
dad de cdlculo. Las imédgenes correspondientes a los distin-
tos arreglos se obtuvieron con Chimera 1.7.5.
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RESULTADOSY DISCUSION

Los ensayos de afinidad se basan en las energias (AG, keal/
mol) de interacciones polares y no polares. La unién es
mds afin cuanto mds negativo sea el valor. Como se puede
observar en la Tabla 1 las variantes presentaron mds afini-
dad para todos los ligandos al ensayar cada uno por sepa-
rado. Este resultado parece contradictorio dada la eviden-
cia experimental y clinica de un déficit de actividad en el
caso de las variantes. Las estructuras que se obtienen por
difraccién de rayos X se logran por un procedimiento que
asegura que el complejo proteina ligando se encuentre en
un estado de minima energfa. Entonces es esperable que, si
los c4lculos de afinidad son correctos, den como resultado
una prediccién de pose del ligando muy aproximada, aun-
que no exacta a las poses en el cristal. Hasta el momento
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Figura 5. Conformaciones de FAD unido a MTHFr, proteina en naranja 6fcx (cristal), en cian modelo producido con DiffDock v en

amarillo modelo generado por AldFold3.

Figura 6. Conformaciones éptimas de interaccién entre FAD con conformacidn presente en 6fcx y MTHF (izquierda) y MRGNN

(derecha)

solo hay depositado para la enzima humana una tnica en-
tidad que cristalizé solamente con FAD. No hay para esta
enzima cristales con MTHF o con ambos ligandos, por
lo que se desconoce ¢l ordenamiento intramolecular con
ambos ligandos. Si existen enzimas de otros organismos,
que carecen de dominio regulatorio, cristalizadas con me-
tiltetrahidrofolato o dimetiltetrahidrofolato. Los ensayos
de unién (docking) entre la estructura de la variante nor-
mal y dos variantes patoldgicas que producen déficit de ac-
tividad mostraron que la afinidad por los ligandos es ma-
yor en las tltimas (Tabla 1), lo que resulta contradictorio
a primera vista. Al contrastar los resultados con la imagen
digitalizada obtenida por difraccién de rayos X y por crio-
microscopia electrénica de resolucién atémica del cristal
de MTHFr humana 6fcx, se aprecia claramente que todas
las poses (conformaciones) del ligando més afin, FAD, es-
taban alejadas de la que se observa en el cristal (ej. Figura
3). El problema que surge es que los calculos son correc-
tos pero el resultado no coincide con los datos experimen-

tales. Por otra parte, eso explicaria la discordancia entre los
informes de menor actividad para las variantes y su mayor
afinidad.

Se recurri6 a Diff Dock, y se reevalué la interaccion MTHFr
~FAD. Este software desconoce todo lo relativo a la quimi-
ca de unidn, pero optimiza por inteligencia artificial la con-
formacién del ligando tomando en cuenta su movilidad y su
geometria, asi como la de la cavidad o nicho que debe ocu-
par en la enzima. Al aplicar esta metodologia se logré una
conformacién mejor ponderada coincidente con 6fcx, para
las variantes normal y patoldgicas analizadas (Figura 4).
Como se observa en la Tabla 1, ninguna de las variantes
dio puntuaciones positivas al ensayar la unién de FAD, lo
que debe interpretarse como que la conformacién resul-
tante es posible pero poco probable para las tres variantes,
especialmente para R157Q. La variante normal y A222V
tuvieron el mismo valor, levemente negativo y R157Q ob-
tuvo un valor 70% mds negativo. R157Q, cuando se pre-
senta junto a A222V dan un cuadro letal. Dado que en los
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Figura 7. Conformaciones obtenidas de ensayos de unién empleando como receptor los modelos estructurales generados con
AlphaFold3 y MTHF como ligando. El software del ensayo fue AC 2,0 que toma en cuenta otros componentes energéticos ademds
de la afinidad.Variante salvaje con una conformacion éptima que predice una disposicion de ambos ligandos acorde a una mayor inte-
raccién (izquierda), A222V (centro) muestra en verde la conformacién mds probable (menor energfa) que no es compatible con una
interaccion FAD -MTHF y en celeste la primera conformacion funcional que presenta menor probabilidad que en la variante salva-
je; RI57Q, con una conformacion éptima funcional para MTHF pero en la cual lo menos probable es que FAD se encuentre como se
muestra en la figura (ver score de DiffDock enTabla 1)

Figura 8. Conformaciones obtenidas de ensayos de unién empleando como receptor los modelos estructurales generados con
AlphaFold3 y NRGNN como ligando. El software del ensayo fue AC 2,0 que toma en cuenta otros componentes energéticos ade-
mas de la afinidad. Variante salvaje con una conformacién éptima que predice una disposicién de ambos ligandos acorde a una mayor
interaccion (izquierda), A222V (centro) la primera conformacion funcional que presenta mayor probabilidad que en la variante salva-
je; RI57Q, con una conformacion éptima funcional para MTHF pero en la cual lo menos probable es que FAD se encuentre como se

muestra en la figura (ver score de DiffDock enTabla I)

tres casos la conformacién coincide con la de 6fcx, se pue-
de interpretar como que la prediccién fue correcta pero
también informa que esa conformacién no es espontinea
desde el punto de vista geométrico. Hasta esta instancia
los resultados muestran que en la interaccién de la enzi-
ma con FAD, el sustrato mds afin, las variables contribu-
yentes para la unidn son la interaccidn polar y la no polar,
pero para definir la conformacién éptima, la que se da na-
turalmente y que permite la reaccidn catalizada, hacen fal-
ta otros criterios que ain falta definir y ponderar. Buena
parte de lo que se afirma sobre esta enzima proviene en
realidad del estudio de enzimas menos complejas estructu-
ralmente, presentes en bacterias y hongos. Para corroborar
las poses incluyendo en el cdlculo la semejanza estructural
con proteinas semejantes de otros organismos y para inte-
grar una ponderacién de las fuerzas de interaccion basada
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en determinaciones de todas las proteinas semejantes co-
nocidas, se modelaron las variantes con AlphaFold 3 en el
servidor y banco de estructuras AlphaFold y los modelos
resultantes coincidieron exactamente con las predicciones
de Diff Dock y con el cristal 6fcx.

En esta instancia ya queda claro que para determinar la
posibilidad de que NGN o NRGNN modulen la activi-
dad catalitica de la enzima o puedan ser inhibidores espe-
cificos es conveniente evaluar su unién a estructuras de las
variantes con FAD unido. Como a la fecha no hay crista-
les de la enzima humana con FAD y MTHF unidos simul-
tdneamente se ensayd la factibilidad y geometria de la inte-
raccién entre MTHF y FAD sin otras moléculas para co-
nocer la geometria éptima de ambas sustancias y lo mismo
s¢ hizo para FAD y NRGNN. Las conformaciones mds fa-
vorables con -4 kcal/mol presentaron los anillos flavinicos
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TABLA 1. Energias de maxima probabilidad de unién ligando-proteina receptora (Kcal/mol)

Variante Ligando (FAD) Ligando (MTHF) Ligando (NRGNN) Método
Salvaje Vina -8,6 -7,407 -8,61 AutoDock
-0,85 DiffDock (IA)
-62,744 -22,49 AC2.0
A222V -9,0 -8,76 -8,02 AutoDock Vina
-0,85 DiffDock (IA)
-63,12 -25,590 AC2.0
R157Q -8,94 -7,978 -7,524 AutoDock Vina
-1,18 DiffDock (IA)
-74,75 -33,04 AC2.0

de FAD dispuestos en un plano inferior paralelos con los
anillos del MTHF (que reciben el electrén en la reaccién
catalizada por la enzima) en un plano superior, y lo mismo
"para FAD y NRGNN con energias de -3.9 keal/mol (Fig
6). Estos valores sugicren que MTHF y NRGNN interac-
cionan espontidneamente con FAD y pueden competir por
la interaccidn si las tres moléculas estdn juntas.

Con esa informacién se puede discernir si las conforma-
ciones que se obtengan en los nuevos ensayos de unién de
MTHEFE NGN y NRGNN a las variantes con FAD incor-
porado permitirfan la transferencia de electrones cataliza-
da por la enzima. Se recurrié al software AC.2.0 en el ser-
vidor de SwissDock. Con este recurso se realizan los cdl-
culos considerando a FAD como parte de la estructura re-
ceptora ¢ incluso se ponderan sus interacciones con el nue-
vo ligando, para este caso MTHF, NGN y NRNN. Con
estos nuevos modelos se procedié a determinar las ener-
glas de interaccién de MTHE, NGN y NRGNN en pre-
sencia de FAD unido a la enzima. Como se puede obser-
var en la Tabla 1, para la unién de MTHE, la variante nor-
mal de la enzima presenta una afinidad levemente inferior
alade A222V y ambas inferiores a R157Q. Pero estas con-
formaciones con FAD en disposicidn semejante al cris-
tal son poco probables estructuralmente para las varian-
tes. Pero dado que existe el cristal de la variante normal,
se acepta que esa conformacion es funcional. En A222V la
primera conformacidn es no funcional, siendo la segunda
y tercera las que podrian ser funcionales, pero tienen me-
nor probabilidad que en la variante normal. En el caso de
R157Q, la primera conformacién es funcional pero el im-
pedimento estructural para que FAD esté ubicado correc-
tamente es 70% mayor que en la variante normal.
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querida por la enzima. La disminucién de ligando libre y
la ineficiencia de las conformaciones en las variantes pato-
légicas determinarian el déficit de funcidn observado en
los pacientes.

En cuanto a NGN como inhibidor especifico, se descarta
porque las energfas de unién a la cavidad que une FAD y
MTHEF fueron positivas. En cambio, su derivado por de-
glicosilacion, NRGNN podria ocupar dicha cavidad en
espacios que ocuparfa el MTHE. Sin embrago, aunque de
esta manera podria inhibir la reduccién del MTHE su afi-
nidad es menos de la mitad de la del MTHEF lo que de-
terminarfa que su actividad inhibitoria sea dependiente de
una alta concentracidn intracelular.
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