
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

Tesis de Doctora en F́ısica

Estudio computacional del receptor GABAA α1β2γ2 y
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Resumen

Los receptores GABAA son canales iónicos activados por ligandos y funcionan como los

principales mediadores de la inhibición en el sistema nervioso central de mamı́feros. Están

formados por cinco subunidades formando un poro central conductor de iones. Cada com-

binación de subunidades presenta una función y localización determinada, de las cuales el

subtipo α1β2γ2 es el más abundante en el ser humano. Los receptores GABAA intervienen

en una miŕıada de procesos neurológicos y su desregulación genera las denominadas canalo-

pat́ıas. Por lo cual, el estudio de estos sistemas es indispensable para el desarrollo de fármacos

y de tratamientos para mejorar la calidad de vida.

En este trabajo de tesis se propone el estudio in silico del receptor GABAA α1β2γ2

mediante el empleo de técnicas de bioinformática y biof́ısica computacional, que incluyen

simulaciones de docking molecular, dinámica molecular y técnicas de muestreo avanzado.

Se desarrolló un modelo por homoloǵıa del receptor empleando el receptor GABAA ho-

mopentámero de subunidades β3. El modelo fue validado a través de un cuidadoso análisis

de su estereoqúımica y su estabilidad mediante simulaciones de dinámica molecular. A con-

tinuación, se realizó un exhaustivo análisis de la unión de compuestos a dos sitios de unión

en el dominio extracelular del modelo: el sitio ortostérico (donde se unen los ligandos que

actúan directamente sobre la activación del canal) y el sitio de unión de gran afinidad de

las benzodiazepinas (moduladores alostéricos). Los modos de unión encontrados fueron con-

trastados con información experimental disponible y se halló muy buena concordancia. El

trabajo finalizó con el primer estudio computacional sobre la interacción putativa entre este

receptor y la protéına DBI y fragmentos pept́ıdicos derivados de su digestión. Este análisis

permitió elaborar, por primera vez, una hipótesis respecto a los residuos involucrados en la

interacción.
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Abstract

GABAA receptors are pentameric ligand-gated ion channels which act as the main media-

tors of inhibitory signalling in the central nervous system of mammals. They are formed by

five subunits arranged around a central ion-conducting pore. Each combination of subunits

has a specific function and localization, the α1β2γ2 subtype being the most abundant in homo

sapiens. These receptors intervene in a myriad of neurological processes and their disregula-

tion cause several channelopathies. Although they are very complex systems, their study is

fundamental for the development of new drugs and therapies aimed at improving life quality.

In this thesis we performed an in silico study of the α1β2γ2 GABAA receptor through the

use of bioinformatics and computational biophysics tools, which include molecular docking,

molecular dynamics and enhanced sampling techniques.

A homology model was developed using the structure of the GABAA β3 homopentamer.

The model was validated through a thorough analysis of its stereochemistry and its stability

was evaluated from molecular dynamics simulations. Moreover, an exhaustive evaluation of

the binding modes of ligands to two extracellular sites was performed: the orthosteric site

(ligands which act directly on the activation of the channel) and the high affinity binding

site for benzodiazepines (allosteric modulators). The comparison of the binding modes to

available experimental information showed great agreement. Finally, a computational study

was carried out for the first time regarding the putative interaction of this receptor with

DBI and its peptide fragments. This study allowed the formulation of the first hypotheses

regarding the aminoacids involved in the interaction.
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1.2.2. Interacción protéına-ligando . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

1.3. Receptores pLGICs y Cys-Loop . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.3.1. Breve historia de la determinación estructural de los pLGICs . . . . . 21

1.4. Receptor GABAA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

1.4.1. Dominios . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

1.4.2. Funcionamiento . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Historia de esta tesis

La motivación inicial para realizar este trabajo de tesis fue el estudio de la interacción

entre el receptor GABAA del subtipo α1β2γ2 con la protéına DBI o Diazepam Binding In-

hibitor. Estudios experimentales demostraron que tanto DBI como péptidos derivados de su

digestión son secretados por astrocitos en distintas regiones del cerebro. Alĺı esta protéına

y sus fragmentos pept́ıdicos actúan como moduladores alostéricos endógenos de distintos

subtipos de receptores GABAA a través del sitio de unión de gran afinidad de las benzodia-

zepinas. Estos estudios revelaron que en ciertos casos la modulación es positiva, mientras que

en otros casos es negativa. Aśı mismo, no lograron explicar el porqué de esta diferencia. En

consecuencia, la motivación inicial para desarrollar la presente tesis fue intentar descubrir

cuál es el fenómeno o la caracteŕıstica estructural que determina cada tipo de acción.

A principios de 2014, si bien hab́ıa estructuras experimentales publicadas de DBI, no

exist́ıan aún estructuras de receptores GABAA. Por este motivo, el primer paso fue conseguir

un modelo del subtipo más común en humano, el α1β2γ2. Hasta ese momento el modelo más

reciente estaba basado en la estructura del receptor de Glutamato, un homólogo perteneciente

a Caenorhabditis elegans, en combinación con receptores procarióticos [1]. De esta manera

comenzamos los primeros estudios, que se enfocaron en el aspecto electrostático sin obtener

resultados concluyentes. En junio de 2014 se publicó la primera estructura cristalográfica de

un receptor GABAA, el homopentámero de subunidades β3 [2]. Ante esta estructura, que
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comparte una identidad de secuencia muy elevada con algunas de las subunidades del subtipo

de interés, nos propusimos realizar un modelo propio basado en la nueva estructura.

A partir de ese momento, el foco de la tesis cambió a modelar el receptor de la manera más

detallada posible. Analizamos en primer lugar los programas computacionales y servidores

web que realizan la búsqueda de homólogos, el alineamiento de secuencias y finalmente el

modelado. El alineamiento de secuencias es la etapa más cŕıtica, por lo tanto empleamos

distintos algoritmos para alinearlas, y luego realizamos modificaciones manualmente para

lograr describir los datos extráıdos de la bibliograf́ıa. El modelo desarrollado fue refinado y

sometido a programas de validación de su estructura, donde se obtuvieron resultados muy

favorables.

Debido a la escasez de datos experimentales a nivel molecular sobre la interacción con

DBI decidimos, antes de continuar con el estudio, validar los principales sitios de interacción

en la región extracelular del receptor GABAA. Es por ello que realizamos simulaciones de

docking molecular de ligandos cuya unión a las cavidades ortostéricas y de gran afinidad de las

benzodiazepinas estaba experimentalmente caracterizada. La contrastación de los modos de

unión obtenidos con la información experimental nos permitió dar contexto y valor al modelo

realizado. Simultáneamente realizamos simulaciones de dinámica molecular para corroborar

la estabilidad del modelo y de los complejos obtenidos con los ligandos [3].

Este análisis exhaustivo derivó en un entendimiento más profundo de la complejidad del

problema planteado inicialmente: la estructura de partida por tratarse de un modelo por

homoloǵıa presenta incertezas inherentes a la técnica, principalmente relacionadas con la

disposición de las cadenas laterales de los aminoácidos y al estado de activación en el cual se

modela el receptor. Se sabe que los receptores GABAA presentan al menos cuatro estados de

activación distintos, en los cuales se modifica considerablemente su conformación. Además,

la unión de cada tipo de ligando estabiliza una cierta conformación no sólo del sitio de unión

sino del receptor en general. Otro de los problemas radica en que las escalas de tiempo en

las cuales transcurriŕıa la interacción con DBI o bien el paso de los iones de cloruro están

en el ĺımite de los tiempos de simulación posibles actualmente. Sin embargo, a pesar de la

complejidad del sistema de interés y de las limitaciones a nivel metodológico, la exploración

in silico de la interacción entre DBI y el receptor GABAA es de vital interés para comenzar
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a comprender las implicancias de la misma a nivel biológico, estructural y funcional.

Con el objetivo de superar la falta de datos experimentales subdividimos el estudio en tres

partes: interacción con la protéına DBI completa, con el péptido de 20 residuos y con péptidos

más pequeños de 8 a 12 aminoácidos. En todos los casos seguimos el mismo procedimiento que

incluyó primeramente el docking de DBI y los péptidos en el receptor y luego simulaciones de

dinámica molecular para analizar la estabilidad de los complejos. Pudimos proponer distintas

formas de unión y obtener indicios sobre los aminoácidos más relevantes para las interacciones

establecidas.

Cuatro años después de la primera estructura cristalográfica de un receptor GABAA, en

julio de 2018, se publicaron las primeras estructuras del subtipo α1β2γ2, obtenidas mediante

criomicroscoṕıa electrónica a una resolución de 3,9 Å. El receptor fue resuelto unido a dos

moléculas del ácido γ-aminobut́ırico y al antagonista flumazenil. Esto hizo posible la con-

trastación de la estructura del modelo y del modo de unión de los ligandos, otorgándole aún

más validez al trabajo.

Por lo anteriormente relatado esta tesis cuenta con seis caṕıtulos:

Caṕıtulo 1: Dedicado a la descripción del problema planteado y las protéınas involucradas.

Caṕıtulo 2: Explica el desarrollo de la metodoloǵıa empleada a lo largo del trabajo haciendo

énfasis en los tres pilares: modelado por homoloǵıa, docking molecular y simulaciones

de dinámica molecular.

Caṕıtulo 3: Aborda el desarrollo del modelo y su evaluación estructural.

Caṕıtulo 4: Abarca el estudio multimetodológico de la interacción del receptor con ligandos

de relevancia farmacológica y cient́ıfica.

Caṕıtulo 5: Ahonda en el análisis de la interacción del receptor GABAA con DBI y sus

péptidos derivados.

Caṕıtulo 6: Presenta las conclusiones finales y las proyecciones a futuro.
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1.2. Objeto de estudio: Protéınas

Las protéınas son compuestos orgánicos complejos constituidos por una o más cadenas

polipept́ıdicas, cada una formada por gran cantidad de aminoácidos unidos covalentemen-

te mediante enlaces pept́ıdicos (Figura 1.1). Los aminoácidos están formados por un grupo

amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos a un átomo de carbono central, jun-

to a un átomo de hidrógeno y una cadena lateral (R). El grupo lateral es el que define a

cada aminoácido. Existen 20 tipos de aminoácidos en la naturaleza, cuya particular combi-

nación da lugar a la inmensa variedad de protéınas con estructuras y funciones espećıficas.

El esqueleto de una protéına (backbone), está formado por los átomos Cα, C, N y O.

Figura 1.1: Enlace pept́ıdico entre dos aminoácidos, el grupo ácido de uno se une al grupo amino del otro
liberando una molécula de agua. Los cuatro átomos del recuadro gris forman una unidad plana ŕıgida. No
existe libertad de rotación alrededor del enlace C-N.

Las protéınas son consideradas las macromoléculas más versátiles en los sistemas vivos

ya que no sólo interactúan con una inmensa variedad de moléculas sino que además realizan

funciones fundamentales en prácticamente todos los procesos biológicos. Funcionan como

transportadoras, almacenadoras y catalizadoras; participan en el movimiento y dan rigidez

estructural a las células, cumplen roles tanto en los procesos inmunes como en la transmisión

de impulso nervioso, en el control del crecimiento y en la diferenciación celular. Controlan

la función génica, el flujo de materiales a través de las membranas y actúan como sensores

y señalizadores [4, 5].

La descripción estructural de las protéınas se encuentra subdividida en cuatro nive-

les (Figura 1.2). La estructura primaria corresponde a la secuencia lineal y ordenada de

aminoácidos, la estructura secundaria representa las configuraciones regulares repetidas que

generan los puentes de hidrógeno entre los átomos del esqueleto polipept́ıdico dando lugar

a, por ejemplo, hélices α, láminas β y hélices de poliprolina. La estructura terciaria es la
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disposición tridimensional de la cadena polipept́ıdica como resultado de una intrincada red

de interacciones entre las cadenas laterales de los aminoácidos. Entre las interacciones se

encuentran los puentes disulfuro entre cistéınas, atracción o repulsión electrostática entre

residuos con distinta o igual carga, atracción hidrofóbica e hidrof́ılica, entre otras. Si la pro-

téına está formada por más de una cadena polipept́ıdica (protéınas multiméricas), el arreglo

de estas subunidades se denomina estructura cuaternaria.

La estructura terciaria de grandes protéınas se subdivide comúnmente en Dominios.

Estos corresponden a regiones discretas que se diferencian estructuralmente, espacialmente

o funcionalmente de otras partes de la protéına.

Las técnicas experimentales más empleadas para la resolución de su estructura tridimen-

sional son la Cristalograf́ıa de Rayos X, la Resonancia Magnética Nuclear y la Criomicros-

coṕıa electrónica. Las estructuras están definidas a partir de la posición de cada uno de los

átomos que las componen. Esta información se halla en la base de datos de protéınas o PDB

(del inglés Protein Data Bank) [6, 7].

Figura 1.2: Diagrama de los cuatro niveles estructurales de las protéınas.

Existe una estrecha relación entre la secuencia de aminoácidos, la estructura nativa de

la protéına y la función que desempeña en los organismos [4, 5, 8]. Tanto Max Perutz en la

década del 60, como Christian Anfinsen en la década del 70, presentaron evidencias de que la

secuencia de aminoácidos de una protéına determina su estructura tridimensional [9,10]. Del
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mismo modo, la función de las protéınas está fuertemente correlacionada con su arquitectura

global, la dinámica interna del plegamiento y sus propiedades superficiales [11].

Se denominan protéınas homólogas a aquellas protéınas, pertenecientes a la misma especie

o no, que provienen de un ancestro común y poseen secuencias similares. En estos casos la

probabilidad de llevar a cabo funciones semejantes es alta. Se ha observado que a lo largo de

la historia evolutiva la estructura se conserva más que la secuencia [12].

1.2.1. Protéınas de membrana

Las membranas celulares son esenciales para la vida celular ya que definen los ĺımites

tanto de las células como de sus organelas y median el intercambio de sustancias entre el

exterior y el interior. Están formadas principalmente por distintas clases de fosfoĺıpidos y

colesterol, ordenados en una bicapa de entre 7 y 9 nm de grosor. Los fosfoĺıpidos se disponen

de manera tal que las cabezas hidrof́ılicas están expuestas al solvente y las colas hidrofóbicas

apuntan hacia el interior de la membrana. Aśı mismo, se unen a la membrana distintas

protéınas y azúcares. Si las protéınas atraviesan toda la membrana y quedan expuestas a

ambos lados, se denominan intŕınsecas, transmembrana o integrales; si sólo están expuestas

de un lado entonces son denominadas extŕınsecas o ancladas (Figura 1.3). Las protéınas

transmembrana están fuertemente unidas a la bicapa liṕıdica, mientras que las extŕınsecas

no.

Entre un 20 y un 30 % de los genes de la mayor parte de los organismos codifican protéınas

de membrana [14, 15]; es decir que en el genoma humano hay aproximadamente 7.000 pro-

téınas de membrana codificadas [16]. Ellas cumplen un rol fundamental en el funcionamiento

celular como mediadoras entre el medio externo y el interno. Las protéınas de membrana in-

teractúan con distintos tipos de part́ıculas que van desde fotones, iones y moléculas pequeñas,

hasta macromoléculas como otras protéınas o ácidos nucleicos.

Hay distintos tipos de protéınas integrales de membrana que se clasifican según su fun-

ción en: transportadores, receptores, enzimas y otros. Los primeros permiten el pasaje de

moléculas hidrof́ılicas a través de la bicapa liṕıdica. Aśı los canales iónicos, por ejemplo,

regulan la concentración de iones, generando y manteniendo gradientes electroqúımicos.

A pesar del gran número de genes que codifican protéınas de membrana, estas constituyen
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Figura 1.3: Representación esquemática tradicional de la membrana celular. Figura adaptada de la Enci-
clopedia Británica [13].

una pequeña fracción (∼3,2 %) de todas las estructuras depositadas en la base de datos de

protéınas (PDB) [6]. Determinar la estructura de este tipo de protéınas es dificultoso debido a

que no es sencillo expresar cantidades suficientes de las protéınas y a que no es fácil encontrar

una membrana que preserve la estructura nativa de estas macromoléculas [17]. Además si

las protéınas presentan fragmentos móviles, es necesario remplazarlos o eliminarlos para que

puedan formar cristales [2].

1.2.2. Interacción protéına-ligando

El reconocimiento molecular es el proceso en el cual macromoléculas biológicas inter-

actúan entre si o con otras moléculas pequeñas para formar complejos espećıficos. Este es

el pilar de todos los procesos en los organismos vivientes [18]. El reconocimiento molecular

está definido por la especificidad y la afinidad de los compuestos interactuantes.

Las interacciones protéına-protéına regulan una miŕıada de funciones celulares, que in-

cluyen la transducción de señales, el metabolismo de compuestos y la realización del ciclo

celular. Esto se traduce a nivel sistémico en la regulación de la homeostasis y en un desa-

rrollo fisiológico normal. Debido a su amplia incidencia, estas interacciones son potenciales

blancos terapéuticos. Aproximadamente el 40 % de las interacciones protéına-protéına invo-

lucran péptidos que llevan a cabo funciones cruciales en distintos caminos de señalización y
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regulación de las células.

Por su parte, los ligandos, ya sean naturales o artificiales, se clasifican en función de

su efecto sobre el receptor. Se denominan agonistas a aquellas moléculas que activan a

un receptor al unirse a él, mientras que los agonistas parciales producen una respuesta

intermedia. Por su parte, los agonistas inversos actúan en forma opuesta al agonista. Los

antagonistas son aquellas sustancias que al unirse no generan ningún cambio o acción pero

impiden la unión de otros ligandos a ese sitio, es decir poseen afinidad por sus receptores

pero no son eficaces. La acción de distintos ligandos sobre las protéınas vaŕıa no sólo con su

composición qúımica sino también con su concentración, con el tipo de receptor o posibles

mutaciones en las protéınas blanco.

El efecto de modulación alostérica positiva o PAM (por sus siglas en inglés Positive

Allosteric Modulation) es el aumento de la acción de los agonistas. Por ejemplo, en los re-

ceptores GABAA estos aumentan la duración de las corrientes inhibitorias postsinápticas.

Por el contrario, los moduladores alostéricos negativos o NAM ( por sus siglas en inglés Ne-

gative Allosteric Modulation) son aquellas moléculas que disminuyen la acción del agonista.

En ambos casos el efecto puede producirse sobre la capacidad del agonista de unirse a la

protéına, o bien puede incidir sobre la activación del receptor luego de la unión del agonista.

1.3. Receptores pLGICs y Cys-Loop

Los receptores de la familia de canales iónicos pentaméricos activados por ligando o

pLGICs (del inglés pentameric Ligand Gated Ion Channels) son protéınas integrales de mem-

brana formadas por cinco subunidades homólogas que rodean un poro central que permite

regular selectivamente el flujo de iones a través de la membrana plasmática. De esta forma,

median la transmisión sináptica rápida en el sistema nervioso. Cada subunidad contiene un

dominio amino-terminal extracelular (ECD), seguido de cuatro segmentos transmembrana

(TMD) y un dominio intracelular variable (ICD) formado por un loop entre las hélices alfa

transmembrana M3 y M4 [19] (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Diferentes vistas de un receptor GABAA α1β2γ2 no-nativo. a. En la vista lateral del receptor
están indicados el dominio extracelular (ECD), el transmembrana (TMD) y la región en la que se encontraŕıa
el dominio intraceular (ICD*) común a todos los receptores de la familia Cys-Loop; b. Vista desde el exterior
de la célula de un receptor del tipo α1β2γ2, las subunidades α1 se muestran en azul, las β2 en amarillo y
γ2 está coloreada de rojo. El sitio de unión de las benzodiazepinas está indicado con la letra B, y los sitios
ortostéricos con la letra G; c. El mismo receptor visto desde el interior de la célula; d. Vista lateral de la
subunidad α1. Las estructuras relevantes están representadas por una L en el caso de los loops y M las
helices transmembrana. Existe evidencia de que el loop β1/β2 y el M2-M3 están directamente involucrados
en el funcionamiento del receptor y el pasaje entre estados [20,21].

La unión de un neurotransmisor a, por lo menos, un sitio ortostérico inicia una serie

de cambios conformacionales graduales que derivan a la activación del canal, es decir, un

estado conductor. Aśı mismo, la modificación de la fluidez de la membrana o la unión de

otros compuestos, tanto endógenos como exógenos, en sitios alostéricos pueden modular la

apertura de dichos canales [22].

Los pLGICs están correlacionados evolutivamente [23] y se distribuyen en forma ubicua

en la mayor parte de los grupos taxonómicos excepto en plantas multicelulares y hongos.

Tienen una historia evolutiva compleja que involucra una alta tasa de pérdida de genes y

transferencia horizontal múltiple [24].

En particular, los receptores Cys-Loop son un subconjunto presente en los organismos

eucariotas, que se caracterizan por poseer un loop formado por un puente disulfuro entre dos

cistéınas [24]. Existen dos grupos monofiléticos principales: los canales aniónicos inhibitorios
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que contienen a los receptores GABAA [25,26], receptores de glicina (GlyR) [27] y de gluta-

mato (GluCl) [28]; y los canales catiónicos o excitatorios como los receptores nicot́ınicos de

acetilcolina (nAChR) [29], los receptores de serotonina (5-HT3R) [30] y los canales activados

por Zinc (ZAC) [31]. La selectividad por uno u otro tipo de ión está regulada por la distribu-

ción de carga en el segmento conector entre las hélices M1 y M2 del dominio transmembrana

y por el ICD [32].

Figura 1.5: Esquema de los receptores Cys-Loop

Los pLGICs son entidades altamente dinámicas [33], lo cual dificulta la caracterización

completa de estados conformacionales puros. Se han propuesto al menos cuatro estados

conformacionales principales para estos receptores [34–36]. Cada uno de ellos representa un

estado de apertura/cerrado del canal y una afinidad distinta por los ligandos.

El poro del canal en el dominio transmembrana presenta tres constricciones principales en

los residuos -2’, 9’ y 20’ (Figura 1.6.a), correspondientes a los distintos estados de activación

del receptor [34]. Un anillo de Leucinas en la posición 9’ es particularmente relevante ya que

forma un cierre hidrofóbico que regula el flujo de iones en el estado basal.

En el estado activo, el canal se encuentra abierto permitiendo el flujo de iones a través del

poro y presenta gran afinidad por los agonistas. Se caracteriza por la inclinación de las hélices

M2 en forma cónica con los residuos superiores formando anillos más amplios (Figura 1.6.c)

que alcanzan radios de 3,5 Å para el anillo 9’, y 6,0 Å para el anillo 20’. En los receptores

GABAA el anillo inferior posee radios ligeramente mayores debido a la presencia de Alaninas

en las subunidades β [34].

Cuando se produce una exposición prolongada al agonista, los receptores acceden a un

estado desensibilizado en el cual el canal se cierra en la porción intracelular del dominio

transmembrana (Figura 1.6.b) reteniendo una gran afinidad por los agonistas [21, 37]. La

constricción más angosta se ubica en el anillo inferior, mientras que los anillos superior y
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medio poseen diámetros comparables al receptor abierto .

En el estado basal inactivo los canales no conducen iones y poseen el poro cerrado a la

altura del anillo hidrofóbico 9’ (Figura 1.6.a) [38]. El estado pre-activo o flipped es conside-

rado una fase intermedia entre el estado basal y el abierto, en el cual el poro aún se mantiene

cerrado pero presenta una afinidad superior por los agonistas [39]. Se ha descripto también

un estado cerrado estabilizado por antagonistas, que difiere del estado basal en la disposición

de las hélices M2, ortogonales a la membrana plasmática (Figura 1.6.d) [40] .

Los receptores permanecen en un equilibrio dinámico entre los estados cerrados y abier-

tos [20]. Los cambios conformacionales inducidos a partir de la unión de los ligandos co-

mienzan en los sitios de unión y son transmitidos gradualmente al dominio transmembrana

desencadenando la apertura del poro. Existe evidencia de que el loop β1/β2 y el M2/M3

están directamente involucrados en la función del receptor y en la transición entre diferentes

estados [20,21].

Figura 1.6: El Dominio Transmembrana. a. Los residuos de la hélice M2, la cual forma el poro del canal, se
numeran según el código indicado; b. Receptor en estado cerrado desensibilizado correspondiente al modelo
por homoloǵıa que se realizó en este trabajo; c. Estado cerrado estabilizado por antagonistas representado por
el homopentámero de subunidades α3 de GlyR (PDB ID:5CBF) [40]; d. El estado abierto está representado
por la estructura del receptor GluCl (PDB ID: 3RHW).

1.3.1. Breve historia de la determinación estructural de los pLGICs

En los últimos años la información experimental acerca de la estructura de este tipo de

receptores ha aumentado en forma exponencial. No obstante, la expresión y determinación

de las estructuras tridimensionales de los receptores GABAA, y de los pLGICs en general,

continúa siendo dificultosa. Es importante destacar que de acuerdo al PDB, sólo 20 estructu-

ras únicas de esta familia de receptores han sido reportadas. Como consecuencia, el estudio
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detallado de estos receptores ha sido obstaculizado, lo que a su vez ha retrasado el desarrollo

de fármacos y tecnoloǵıas relacionadas a ellos.

En 1999, Miyazawa y colaboradores [41] reportaron la primera estructura de un receptor

nACh de Torpedo marmorata resuelta mediante criomicroscoṕıa electrónica a 4,6 Å. A pesar

de su baja resolución se pudieron obtener caracteŕısticas generales de los tres dominios y

la estructura secundaria, aśı como la ubicación del poro. En 2005 Unwin y colaboradores

publicaron una estructura refinada de este receptor con una resolución de 4 Å [42].

Por otro lado, las primeras estructuras cristalográficas obtenidas, relacionadas a los

pLGICs, fueron de la protéına AChBP (del inglés Acetilcholine Binding Protein), que es

un homólogo del ECD de los receptores nACh. AChBP es una protéına soluble de 210 re-

siduos que modula la transmisión sináptica en moluscos con una farmacoloǵıa similar a las

subunidades α de los nAChRs [43]. Las primeras estructuras se obtuvieron en el año 2001

y sirvieron durante mucho tiempo como modelo para estudiar los pLGICs [44]. Al momento

se han cristalizado cerca de 50 estructuras en distintos estados de activación y unidas a una

gran variedad de ligandos. La identificación de homólogos con estructuras más simples y

que pueden expresarse más fácilmente constituye una alternativa común a la resolución de

protéınas más complejas [45].

El siguiente gran avance aconteció en 2008 cuando se publicaron las primeras estructuras

de canales iónicos activados por ligando de los organismos procatiotas Erwinia chrysanthemi

(ELIC) [46] y, en 2009, de Gloeobacter violaceus (GLIC) [47]. Estos receptores hab́ıan sido

identificados como homólogos de los pLGICs a través de búsquedas de perfiles de secuen-

cias [48] y se comprobó que poseen estructuras terciarias y cuaternarias similares, y que

comparten motivos conservados con los receptores Cys-loop.

En el año 2011 se publicó la estructura del primer receptor aniónico Cys-loop pertene-

ciente al invertebrado C. elegans [34], aśı como también otras estructuras de los receptores

procarióticos GLIC [49] y ELIC [50]. La resolución de estas estructuras en distintos estados

y con una variedad de ligandos unidos fue fundamental para el desarrollo de modelos para

estudiar a otros miembros de esta familia de receptores.

El 2014 fue un año proĺıfico en el cual se publicaron las primeras estructuras obtenidas

mediante difracción de rayos X de los receptores de serotonina 5-HT3 de ratón (PDB ID:
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4PIR, resolución: 3,50 Å) [32] y GABAA de humano (PDB ID: 4COF, resolución: 2,97 Å) [2].

El receptor de Serotonina fue resuelto incluyendo dos hélices del ICD. Por otro lado, de la

estructura del homopentámero de subunidades β3 del receptor GABAA se resolvieron sólo

los dominios extracelular y transmembrana. La estructura permitió identificar mutaciones

asociadas a enfermedades como epilepsia, convulsiones febriles e insomnio. Esta fue la primera

estructura de un pLGIC en mostrar un estado desensibilizado. Es pertinente aclarar que este

subtipo no se ha identificado aún en el sistema nervioso central (SNC) humano, pero su

ensamblaje en receptores funcionales es energéticamente favorable.

En 2015 se publicó la primera estructura cristalográfica del homopentámero α3 GlyR [40].

La publicación de nuevas estructuras pertenecientes a eucariotas implicó un gran avance en

el modelado de los receptores GABAA. La primera estructura de un receptor heteromérico, el

α4β2 nAChR, el subtipo más abundante en el cerebro de humano, se resolvió en el año 2016

[51]. Entre 2017 y 2018 se publicaron dos estructuras quiméricas de GABAARs empleadas

en el estudio de unión de neuroesteroides [52,53].

La determinación estructural de los receptores GABAA es afectada por limitantes in-

herentes a ellos, como su gran tamaño (∼50 kD), baja abundancia y heterogeneidad [54].

Debido a la falta de una estructura cristalográfica de alta resolución de receptores GABAA

heteropentaméricos, en los últimos años ha habido un gran desarrollo de modelos por ho-

moloǵıa para obtener información sobre su estructura y función. A su vez, este desarrollo

favoreció el estudio de los efectos de una miŕıada de ligandos farmacológicamente relevantes.

Existen diversos modelos publicados a lo largo de los años empleando en sus comienzos

a las protéınas AChBP como estructuras de referencia (aunque su identidad de secuencia es

de entre 15 y 30 %). En la medida que aumentó el número de estructuras de receptores de la

familia de los pLGICs en el PDB (Figura 1.7), modelos basados en ella mostraron mejoras

sustanciales [1, 55, 56]. El modelo que se presenta en este trabajo se destaca por estar en

un estado cerrado desensibilizado, generado a partir de la única estructura de un receptor

GABAA en el PDB (hasta julio de 2018).
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Figura 1.7: Estructuras de receptores homólogos empleadas para modelar al receptor GABAA.

Finalmente, a mediados de 2018, se publicaron las primeras estructuras de receptores

GABAA heteroméricos α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U y 6D6T) [57]. Las mismas fueron resueltas

a partir de la técnica criomicroscoṕıa electrónica con resoluciones de ∼3,9 Å. Si bien ac-

tualmente pueden realizarse estudios con la estructura experimental, cabe destacar que para

interpretar los mapas de densidad electrónica del receptor α1β2γ2 los autores acudieron al

modelado por homoloǵıa empleando la estructura del homopentámero como plantilla [57].

1.4. Receptor GABAA

Los receptores del ácido γ-aminobut́ırico tipo A, son una clase de canales iónicos activados

por ligando que median la inhibición rápida del SNC de los mamı́feros. Existe una gran

variedad de subtipos de receptores GABAA que presentan patrones de expresión regionales,

celulares y subcelulares particulares, aśı como también funciones espećıficas. Esta diversidad

se debe a la formación de receptores a partir de distintas combinaciones de las 19 subunidades

conocidas: α1−6, β1−3, γ1–3, δ, ε, θ, π, ρ1–3
1 [58, 59]. El subtipo más abundante en el SNC

de los seres humanos es el α1β2γ2 (constituye un 60 % del total) [60, 61]. El orden de las

1Los receptores homoméricos formados por subunidades ρ se denominan comúnmente receptores GABAC.
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subunidades observado desde el extremo extracelular es en sentido horario α1-β2-α1-β2-γ2

(Figura 1.4.b) [62, 63].

1.4.1. Dominios

Al igual que el resto de los Cys-Loop, los receptores GABAA se encuentran divididos en

tres dominios [64]: el extracelular, el transmembrana y el intracelular. El ECD también se

conoce como el dominio de unión de ligandos ya que alberga los sitios de unión ortostéricos,

de gran afinidad de las benzodiazepinas y de iones, entre otros. Está formado por diez láminas

beta y dos hélices alfa. El TMD está formado por cuatro hélices alfa y controla la apertura

y cerrado del canal a través de movimientos de las hélices interiores (M2) que delimitan el

poro central. Además contiene los sitios de unión para otros ligandos como neuroesteroides,

etanol, anestésicos y colesterol. El ICD o loop intracelular no ha sido completamente resuelto

experimentalmente, sin embargo, por homoloǵıa con otros miembros de la familia se sabe que

está parcialmente formado por hélices alfa. Este dominio ayuda a modular el flujo de iones y

la función del canal mediante diferentes mecanismos como fosforilación de Tirosinas [65,66]

y la interacción con otras protéınas [61].

1.4.2. Funcionamiento

Los receptores GABAA son mediadores de la neurotransmisión inhibitoria rápida. Al

unirse el agonista a su sitio de unión ocurren cambios conformacionales que derivan en la

apertura del poro y aumenta el pasaje de iones cloruro a través de la membrana celular.

El ingreso de los iones provoca la hiperpolarización de la neurona, inhibiendo el impulso

nervioso. La transición entre los estados cerrado y abierto es rápida (del orden del sub-

microsegundo), y el canal se mantiene abierto en el rango del microsegundo al milisegundo

[33].

Existen receptores sinápticos (principalmente formados por subunidades α1, α2 y α3

sumado a subunidades β2 y β3, y γ2) que convierten las variaciones sinápticas de GABA

en corrientes fásicas de Cl- a alta frecuencia. Esta forma de transferencia de la información

es eficiente ya que abarca tiempos del orden del milisegundo. A esta categoŕıa pertenece
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el receptor que se estudiará en este trabajo. También existen receptores extrasinápticos o

perisinápticos (formados principalmente por α4, α5 y α6 sumado a subunidades β, γ o δ) que

responden a concentraciones de GABA menores y permanentes a lo largo del tiempo. Este

tipo de receptores son menos proclives a desensibilizarse y por lo tanto median la inhibición

tónica a largo plazo.

Los receptores GABAA están involucrados en diversas funciones del SNC y por lo tanto su

buen funcionamiento está directamente relacionado con la salud de los individuos. Cada una

de las subunidades presenta acciones espećıficas. La subunidad α1 está asociada a la acción

sedativa, anestésica, anticonvulsiva, con la amnesia y el control de la respiración [67–69].

La subunidad α2 se asocia a los efectos ansioĺıticos (y ansiogénicos) [70–72], la relajación

muscular y es responsable de la potenciación de la acción del diazepam por etanol [73]. La

subunidad α3 está también relacionada con la ansiólisis y la relajación muscular [72,74]. La

subunidad α5 tiene influencia en la relajación muscular y está relacionada con el desarrollo

cognitivo y de la memoria para la ubicación de objetos. Se ha probado que una disminución

en la actividad de receptores que contienen esta subunidad mejora las capacidades cognitivas

de personas con śındrome de Down [75,76]. β3 es fundamental para la anestesia con etomidato

y propofol (no aśı con otros anestésicos volátiles); además es el sustrato del ácido valerenico

(ansioĺıtico) [77].

Un mal funcionamiento de estos receptores puede llevar a desordenes [78] como depre-

sión [79, 80], ansiedad [79, 81], abuso de sustancias [82], distintos tipos de epilepsia [83–85],

dependencia al alcohol [73, 82], desordenes del sueño [61], esquizofrenia [86], dificultades

cognitivas, pérdida de la memoria, autismo [87, 88] y deficiencias en el procesamiento de

información sensoriomotora [61].

Debido a la relevancia que tienen los receptores GABAA para el correcto funcionamien-

to del sistema nervioso central de los mamı́feros y su relación con una gran cantidad de

desórdenes neuro-psiquiátricos, entender su funcionamiento resulta imperioso.

1.4.3. Sitio de unión ortostérico

Por definición, los sitios ortostéricos o activos, son aquellas regiones del receptor en las

cuales se unen los ligandos primarios. El receptor GABAA α1β2γ2 posee dos sitios ortostéricos
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localizados en el dominio extracelular entre la cara principal de una subunidad β y la cara

complementaria de una subunidad α (β+/α−). El sitio G1 está rodeado por las subunidades

γ y β, y el sitio G2 está entre una α y γ (Figuras 1.4.b y 1.8).

Figura 1.8: Sitio de unión ortostérico G2. La cavidad ortostérica se encuentra parcialmente cubierta por el
loop C de la subunidad principal, el cual se mueve de acuerdo a la presencia o ausencia de los ligandos. En
lila se representa la subunidad β y en celeste la subunidad α

Diferentes ligandos se unen a estas cavidades, entre ellos el agonista ácido γ-aminobut́ıri-

co (GABA), muscimol, la bicuculina y gabazine (S-95531). GABA (Fig.1.9.a) es un neuro-

transmisor, mediador de la inhibición pre-sináptica [89] mediante la activación de receptores

ionotrópicos (GABAA y GABAC) y metabotrópicos (GABAB). Este γ-aminoácido, que se

sintetiza en el sistema nervioso central a partir del aminoácido glutamato [90], es un zwitte-

rión electroneutral (con punto isoleléctrico 7.3) a pH fisiológico. Muscimol (5-aminomethyl-

3-isoxazolol) (Fig.1.9.b) es un agonista de los GABAARs y potente neurotóxico. El grupo

amino-metil de muscimol puede rotar libremente respecto al anillo plano isoxazol, aumentan-

do aśı sus grados de libertad [91,92]. Por otro lado, la bicuculina y gabazine son antagonistas

competitivos de los GABAARs (Fig.1.9.c y d).

En los últimos años muchos art́ıculos cient́ıficos han señalado residuos hipotéticamente

importantes para la unión de los ligandos y para la función del receptor (Ver Tablas A1

y A2 del Apéndice). Se han identificado tres Argininas (β2Arg207, α1Arg132 y α1Arg67)

como estabilizadoras del grupo carboxilato de GABA, ya que su mutación independiente
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Figura 1.9: Estructuras qúımicas de los ligandos del sitio de unión ortostérico elegidos para estudiar en
este trabajo.

genera un decrecimiento en la unión de dicho ligando pero no evita por completo su unión

[93, 94]. Además, cuatro residuos fueron identificados como parte de una red iónica que

influye directamente sobre la estabilidad de las conformaciones abiertas y cerradas, aśı como

también sobre la regulación de los movimientos del loop C: β2Glu153, β2Glu155, β2Lys196

y β2Arg207 [56,95].

1.4.4. Sitio de unión de las Benzodiazepinas

El primer sitio de unión de las benzodiazepinas fue identificado a fines de los años 70 y a

principios de los años 80 [96–98]. Fue localizado mediante el método photoaffinity labeling y

se describió como una protéına de membrana de 50 kDa que luego seŕıa reconocida como la

subunidad α de los receptores GABAA. Estudios posteriores demostraron que para obtener

receptores GABAA recombinantes sensibles a las benzodiazepinas, al menos una subunidad

α y una subunidad β deben co-expresarse con la subunidad γ2 [99, 100].

Este sitio de unión está ubicado en la región extracelular, entre la cara principal de

la subunidad α y la cara complementaria de la subunidad γ (α + /γ−) (Fig.1.10). Más

espećıficamente, está formado por los loops A, B y C de α1,2,3,5 y los loops D, E y F de γ2.
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Figura 1.10: Sitio de unión de gran afinidad de las Benzodiazepinas. Se representa en celeste la subunidad
α y en beige la subunidad γ

Se ha propuesto la existencia de al menos tres sitios de unión para las benzodiazepinas

[101]: i. Un sitio de gran afinidad entre las subunidades (α+ /γ−), anteriormente descripto;

ii. Un sitio de baja afinidad en una posición homóloga entre las subunidades (α+/β−) [102];

iii. Un sitio de baja afinidad en el TMD [103], homólogo al sitio de unión de la ivermectina

en GluCl [34].

El efecto producido por cada benzodiazepina depende fuertemente del tipo de subunidad

α presente. Por ejemplo, las subunidades α4 y α6 no son sensibles a las benzodiazepinas

clásicas debido, principalmente, a una mutación natural entre la Histidina del loop A y una

Arginina. Esta misma mutación provoca cambios en los efectos que tienen otras benzodia-

zapinas [104].

Existe una variedad de compuestos que se unen a este sitio y cada uno ejerce efectos

distintos. Las estructuras empleadas en este trabajo para caracterizar este sitio de unión

se muestran en la Figura 1.11. Las benzodiazepinas clásicas (BZDs) como diazepam, flura-

zepam, clonazepam y flunitrazepam exhiben un núcleo común 1,4-benzodiazeṕınico con un

sustituyente 5-fenil [105] y todas ellas son moduladores alostéricos positivos (PAM).
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Por su parte, las imidazo-benzodiazepinas (i-BZDs), como el antagonista flumazenil

(Ro15-1788) y el modulador alostérico negativo (NAM) Ro15-4513, poseen en lugar del

sustituyente 5-fenil un anillo imidazol entre las posiciones 1 y 2 del núcleo diazeṕınico. El

flumazenil posee afinidad inusualmente alta por este sitio, por lo que es frecuentemente

utilizado como control en el estudio de otros compuestos.

Además, hay otros ligandos que no pertenecen a esta familia de compuestos que actúan en

el sitio de unión, estos incluyen a la imidazopiridina zolpidem y la ciclopirrolona eszopiclona,

ambos moduladores alostéricos positivos. La ezopiclona se ha establecido firmemente como

un efectivo y tolerado agente sedante para el tratamiento del insomnio [106].

Figura 1.11: Estructuras qúımicas de los ligandos del sitio de unión de las benzodiazepinas elegidos para
realizar este trabajo.

Existen distintas teoŕıas respecto a como los moduladores alostéricos de esta cavidad

afectan la conductividad generada por GABA. Según ciertos trabajos [107, 108] los PAM
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aumentan la actividad de GABA al disminuir la concentración de GABA necesaria para

ejercer la actividad del canal al 50 % de su máximo (EC50). Mediante estudios de unión de

radioligandos y análisis electrofisiológicos se ha demostrado una interacción funcional entre

los sitios de unión ortostéricos y de unión de las benzodiazepinas [109,110]. Sin embargo, la

evidencia estructural sobre la comunicación entre los sitios aún es escasa.

1.5. ACBP - DBI y su interacción con el receptor GABAA

Los receptores GABAA son el blanco de una gran variedad de ligandos aśı como también

de péptidos y protéınas que intervienen en su modulación. Dentro de dichas interacciones

se destaca la unión de la protéına ACBP (acyl-CoA binding protein) también llamada DBI

(del inglés Diazepam Binding Inhibitor) [111,112].

DBI es una protéına de aproximadamente 86 aminoácidos (10 kDa) con capacidad trans-

portadora de ésteres de ácidos grasos [113]. Está formada por cuatro hélices α dispuestas en

forma de cuenco (Figura 1.12) [114]. Se la ha asociado con distintas funciones en el organismo

dependiendo del lugar en el cual se encuentre expresada: es capaz de regular la ingesta de

alimentos, la señalización celular, la expresión genética y la biogénesis de membranas [111].

También controla el metabolismo de ĺıpidos a través de su interacción con ésteres acyl-CoA

de cadena larga a los cuales remueve de la membrana, transporta, almacena y dona [115].

La estructura primaria de DBI se ha preservado a lo largo de la evolución, sugiriendo que

participa en funciones biológicas importantes [116–120].

La digestión, o proteólisis, de DBI genera distintos péptidos: el Triacontatetraneuropep-

tido (TTN) que en el ser humano posee 36 residuos (DBI 18-53), el Octadecaneuropeptido

(ODN) de 20 aminoácidos (DBI 34-53) y el Octapeptido (OP) de 10 aminoácidos en el ser

humano (DBI 44-53). Ellos también actúan alostéricamente sobre el receptor GABAA y el

receptor periférico de benzodiazepinas [121] desplazando a las BZDs. La forma mediante la

cual esta protéına y sus péptidos interactúan con el receptor GABAA es aún desconocida.

Todos ellos se expresan endógenamente en el cerebro, tanto en astrocitos como en neuro-

nas [122,123].
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(a) (b)

Figura 1.12: ACBP/DBI de humano. a. Los residuos correspondientes al péptido ODN están representados
expĺıcitamente [114]. Se ha propuesto que este loop (que une las hélices 2 y 3) es el que interactúa con las
membranas en el transporte de ésteres de ácidos grasos de cadena larga. b. Secuencia canónica de la protéına
en homo sapiens (1-87), Uniprot: P07108.

Se ha observado que en un cultivo primario de astrocitos, estos secretaron a DBI a través

de un camino no convencional a partir de distintos tipos de señales [124,125]. Se ha sugerido

también que los astrocitos son una fuente primaria de endozepinas derivadas de DBI [126].

Es necesario destacar que DBI y sus péptidos tienen la capacidad de modular al receptor

GABAA a través de dos caminos independientes y potencialmente cooperativos [112]. Por

un lado, DBI, ODN y OP actúan alostéricamente sobre el sitio de unión extracelular de

las benzodiazepinas. A partir de estudios de mutagénesis se ha propuesto que DBI se une

al sitio de unión de las benzodiazepinas en forma competitiva y aśı modula directamente

la inhibición fásica. Por otro lado, se ha observado que tanto DBI como TTN se unen al

receptor periférico de benzodiazepinas (TTN no desplaza a flumazenil, es decir, no se une

al receptor GABAA) [127] produciendo la modulación indirecta. El receptor periférico de

benzodiazepinas es una protéına transportadora de colesterol localizada en las membranas

externas de las mitocondrias pertenecientes a tejidos neuronales y no neuronales. La unión a

este receptor de DBI y TTN regula la producción de neuroesteroides [128], los cuales se unen

a los receptores GABAA, a través de un sitio de unión alostérico localizado en el dominio

transmembrana, y regulan la función inhibitoria sináptica y extra-sináptica [129].

Se han propuesto roles como Modulador Positivo [130] y Modulador Negativo del receptor

[128,131]; sin embargo aún no se conocen los mecanismos ni las razones por las cuales actúa de

una u otra manera. En este sentido, śı fue propuesto que es independiente de la composición

de subunidades [130]. Ciertas hipótesis señalan que distintas regiones de DBI y sus péptidos

son responsables por una u otra acción y que las distintas concentraciones de los péptidos
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determinaŕıan cuál respuesta es la dominante; sin embargo, aún no hay evidencia que las

respalde. Estudios muestran efectos pro-convulsivos [121] y ansiogénicos [127] al inyectar

ODN en el cerebro. Aśı mismo, Christian et al. [130], demostraron recientemente que un

péptido derivado de DBI funciona como regulador de ataques epilépticos en el núcleo talámico

reticular (nRt). Tanto ODN como DBI son capaces de desplazar a flumazenil, flunitrazepam

y diazepam de su sitio de unión de gran afinidad [112], y se ha estudiado que DBI no modifica

la unión de GABA.

Por ser moduladores endógenos, o endozepinas, es muy importante descifrar sus meca-

nismos de acción ya que esto permitirá comprender un eslabón más acerca de la regulación

del SNC [132].

1.6. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo consiste en estudiar distintos aspectos de la es-

tructura y función del receptor GABAA α1β2γ2 a través de métodos in silico. Debido a la

complejidad de dicha tarea se ha subdividido la tesis en objetivos intermedios que permitan,

paso a paso, entender más sobre esta protéına:

Desarrollar un modelo por homoloǵıa del receptor GABAAα1β2γ2.

Evaluar el modelo realizado, y caracterizar los sitios de unión ortostéricos y el sitio de

unión de gran afinidad de las benzodiazepinas, ambos ubicados en el dominio extrace-

lular.

Analizar la unión de la protéına Diazepam Binding Inhibitor (DBI), del Octadecaneu-

ropéptido (ODN) y del Octaneuropéptido (OP) al receptor modelado.
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Caṕıtulo 2

Metodoloǵıa

El modelado computacional comprende un conjunto de métodos que intentan describir en

forma simplificada sistemas y procesos reales aplicando principios matemáticos y f́ısicos. Esto

permite interpretar datos experimentales, entender mecanismos intervinientes en procesos

complejos y realizar predicciones.

A lo largo de este trabajo se emplearon técnicas provenientes de la bioinformática y

biof́ısica computacional. La bioinformática es un área de estudio interdisciplinaria que abarca

la bioloǵıa molecular, la genética, las ciencias de la computación, la f́ısica y la estad́ıstica,

entre otras. Consiste en conceptualizar a la bioloǵıa en términos moleculares, f́ısico-qúımicos y

luego aplicar la informática para entender y organizar a gran escala la información asociada a

ellos. Comprende técnicas como análisis de secuencia de ADN y de protéınas, identificación de

homólogos, búsqueda de patrones de secuencia, análisis evolutivos, predicción de estructura,

entre otros. La biof́ısica computacional corresponde al campo en el cual se intenta describir

y predecir el comportamiento de sistemas biológicos empleando algoritmos basados en las

leyes de la f́ısica. La descripción de esta clase de sistemas es altamente compleja debido a la

cantidad de átomos involucrados y a la gran variedad de interacciones presentes. La dinámica

molecular, las simulaciones cuánticas y los cálculos de enerǵıa libre son sólo algunos ejemplos

de técnicas de biof́ısica computacional.

En las secciones siguientes se describen los métodos empleados en este trabajo de tesis. El

modelado por homoloǵıa se realizó empleando el programa Modeller 9.14 [133] y servidores

web de alineamiento de estructuras (SSearch [134], PROMALS [135] y SwissModel [136]).
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Por su parte, el estudio de los modos de unión de los ligandos y péptidos al receptor se

realizó mediante simulaciones de docking molecular a través de los programas HADDOCK

[137] y Autodock Vina [138]. La exploración del espacio conformacional del receptor GABAA

en estado APO y en complejo se realizó mediante simulaciones de dinámica molecular clásica

utilizando el paquete de programas GROMACS [139–141]. Finalmente se aplicaron técnicas

de muestreo avanzado para calcular la enerǵıa de interacción de ciertos complejos haciendo

uso del programa NAMD2.12 [142].

2.1. Modelado por Homoloǵıa

Sólo una fracción de las protéınas existentes posee su estructura depositada en la base

de datos PDB [6, 7]. Por lo tanto, técnicas alternativas han sido desarrolladas para poder

predecir la estructura de aquellas que aún no han podido ser resueltas experimentalmente.

El método de modelado por homoloǵıa, o comparativo, consiste en crear una representa-

ción de la estructura tridimensional de una protéına incógnita empleando como referencia o

template la estructura de otra homóloga que haya sido resuelta experimentalmente. Está ba-

sado en la premisa que a lo largo de la evolución, dentro de una misma familia de protéınas

la estructura terciaria se encuentra más conservada que la secuencia de aminoácidos [143].

La construcción de un modelo por homoloǵıa consta de cuatro etapas principales: i.

Identificación de las estructuras de referencia; ii. Alineamiento de las secuencias de la protéına

incógnita y referencia; iii. Construcción del modelo; y iv. Evaluación de la calidad del modelo.

Estos pasos requieren programas espećıficos integrados con bases de datos de estructuras de

protéınas actualizados.

La identidad de secuencia puede definirse como la cantidad de residuos que coinciden

exactamente entre dos secuencias diferentes. Se ha estudiado el rango de validez de aplicación

de este método, obteniendo como valor cŕıtico el 30 % de identidad de secuencia. Ya que

de ser inferior, el empaquetamiento de las cadenas laterales en los centros hidrofóbicos de

las protéınas no estaŕıan conservados y esto se reflejaŕıa en un descenso de la similitud

estructural dentro del plegamiento conservado [12,143,144]. No obstante, este valor de corte

impide el reconocimiento de homólogos distantes, por lo tanto debe emplearse sólo después de
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establecida la homoloǵıa entre las protéınas, como una medida de la distancia evolutiva [145].

2.1.1. Búsqueda de protéınas homólogas y alineamiento inicial

El punto de partida para realizar un modelo por homoloǵıa es la búsqueda de secuen-

cias homólogas (vinculadas evolutivamente) que puedan ser empleadas como referencia para

modelar la protéına en estudio.

Se infiere la homoloǵıa entre dos secuencias cuando estas comparten más similitud entre

si que con protéınas al azar. Teniendo en cuenta que secuencias homólogas no siempre po-

seen una alta similitud, cuando una búsqueda encuentra una coincidencia estad́ısticamente

significativa, se puede inferir que son homólogas.

Para tal fin se empleó inicialmente el programa SSearch [134, 146]. Éste realiza una

búsqueda de similitud local entre la secuencia incógnita y secuencias pertenecientes a bases de

datos de estructuras de protéınas. En particular, emplea el método de Smith-Waterman [147],

que es uno de los más sensibles que existen para búsquedas de similitud. En pasos posteriores

se utilizó también el programa BLAST integrado en servidores web, que tiene la ventaja de

ser más rápido que el método de Smith-Waterman, aunque menos preciso.

Método de Smith y Waterman

La idea detrás del método consiste en encontrar el menor número de eventos requeridos

para convertir una secuencia en otra. En particular, se busca el par de segmentos de cada

secuencia tal que su similitud sea máxima. Para ello se crea una Matriz de puntaje H,

cuyos casilleros se determinan a partir de la similitud entre dos elementos de la secuencia

y de la presencia de deleciones o huecos, penalizados tanto por su creación como por su

extensión [147]. La similitud entre dos residuos se obtiene a partir de matrices de sustitución

que describen la tasa a la cual un elemento en una secuencia cambia por otro.

Una vez creada la matriz, se encuentra la región de mayor similitud localizando el mayor

elemento de H y realizando un proceso de rastreo, hasta encontrar un elemento igual a cero.

Este valor se denomina puntaje de similitud y representa la mayor similitud local [134]. Luego,

este valor es comparado con aquellos valores obtenidos para alineamientos entre secuencias
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de protéınas no relacionadas o aleatorias. Se realiza una regresión lineal simple respecto al

logaritmo natural de la longitud de la secuencia del grupo de búsqueda para calcular un

puntaje z-normalizado [148].

Dicha distribución de puntajes-z está descrita por la Distribución de valores extremos.

A partir de esa comparación, el valor que se reporta es el Valor Esperado o E-Value que

es el número esperado de veces que el puntaje obtenido podŕıa ocurrir por casualidad o

aleatoriamente. Este valor vaŕıa linealmente con el número de secuencias depositado en la

base de datos [145]. Una vez que se completó la comparación con todas las secuencias, se

obtiene un orden de acuerdo a los mejores puntajes.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

Este programa es empleado por ciertos servidores web para llevar a cabo la búsqueda de

secuencias homólogas. Al igual que el método de Smith-Waterman, realiza una búsqueda lo-

cal de similitud. BLAST emplea un método heuŕıstico en el cual localiza aciertos de pequeñas

regiones (o palabras) entre las dos secuencias. A partir de este acierto, el algoritmo localiza

cada palabra (formada usualmente por tres elementos de la secuencia) en las secuencias de

referencia o en bases de datos. Para quedar en el alineamiento las palabras deben tener un

determinado puntaje, obtenido por comparación mediante una matriz de sustitución (BLO-

SUM62). Luego se extiende el alineamiento y se modifica el puntaje. Para ser presentado

como resultado deberá ser mayor que un determinado valor indicado por el usuario. Este

método es menos preciso que el de Smith-Waterman, pero es mucho más rápido.

Existe una variante denominada PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST ) que

emplea los resultados de búsquedas iterativas con BLAST para armar una matriz de puntaje

de posición espećıfica, para luego usarla en la búsqueda en bases de datos.

2.1.2. Alineamiento final

El correcto alineamiento es esencial para obtener modelos de calidad. Un solo residuo

desalineado puede ocasionar cambios en la orientación relativa de ciertos subdominios o que

residuos del sitio activo modifiquen su accesibilidad al solvente [149]. Usualmente este tipo
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de errores no puede ser salvado en estad́ıos posteriores de la simulación.

Los alineamientos de secuencias de a pares, tales como el empleado por SSearch, pro-

ducen estimaciones muy acertadas y estad́ısticamente significativas, permitiendo encontrar

secuencias homólogas. Sin embargo, para obtener información estructural y funcional sobre

las regiones más conservadas en la protéına se recomienda realizar alineamientos múltiples

de secuencias.

Debido a la importancia de este paso se emplearon dos programas para llevar a cabo el

alineamiento de manera tal de comparar los resultados: PROMALS (PROfile Multiple Align-

ment with predicted Local Structure) [135] y HHpred [150]. Ambos generan alineamientos

múltiples de secuencias de protéınas, mediante el uso de perfiles con información proveniente

de bases de datos y predicciones de estructura secundaria, y se diferencian fundamentalmen-

te en el primer paso. PROMALS realiza inicialmente un alineamiento rápido de secuencias

similares (empleando la matriz de sustitución BLOSUM62 [151]) y con él genera distintos

grupos de alineamientos de los cuales toma una secuencia representativa de cada uno, a estas

secuencias les realiza un alineamiento y búsqueda de homólogos con PSI-BLAST (empleando

la matriz de sustitución uniref90 [152]). Se realiza una predicción de estructura secundaria

para estos homólogos no divergentes y toda esta información se deposita en perfiles de Mo-

delos de Markov Ocultos. HHpred por su parte realiza en primer lugar un alineamiento con

secuencias homólogas a partir de la secuencia incógnita mediante múltiples iteraciones de

PSI-BLAST [153]. Luego, se obtienen predicciones para la estructura secundaria de dichas

secuencias mediante PSI-PRED [154] o bien mediante información de las estructuras tri-

dimensionales con DSSP [155], y es con esta información conjunta que realiza perfiles de

Modelos de Markov Ocultos.

Los Modelos de Markov Ocultos, son modelos de secuencias probabiĺısticos que permiten

inferir, a partir de una determinada secuencia de salida, los estados intermedios posibles. Es

decir, determina el camino de los estados ocultos, donde cada uno posee una determinada

probabilidad de ocurrir [156]. Hay potencialmente muchos caminos que podŕıan generar la

misma secuencia, siendo de importancia sólo el más probable. Como todo proceso de Markov

la probabilidad en un punto depende únicamente del punto anterior, es decir que no tiene

memoria. A partir de los alineamientos múltiples de secuencias se encuentran las matrices
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de transición y emisión del perfil, que representan la probabilidad de encontrar, luego de

un determinado elemento, un acierto, una inserción, o una deleción. Con estos perfiles de

Markov, se realiza un alineamiento con aquellos perfiles obtenidos de las bases de datos, y

finalmente se generan los alineamientos.

A modo de comparación se empleó también el servidor web SwissModel [136, 157, 158],

que permite obtener modelos por homoloǵıa en forma automatizada. En este trabajo se

emplearon únicamente los resultados de los primeros dos pasos: la búsqueda de secuencias

homólogas y el alineamiento de las mismas. Se integraron alĺı los programas BLAST [159] y

HHblits [160] (búsqueda de secuencias de protéınas mediante perfiles de Modelos de Markov

Ocultos). Luego la similitud de secuencia fue calculada a partir de la matriz de sustitución

normalizada BLOSUM62, como la suma de los puntajes de sustitución dividido por el número

de pares de residuos alineados.

2.1.3. Generación del modelo

Una vez que se obtuvo el alineamiento, se procedió a la realización del modelo. Existen

principalmente tres métodos para la generación de modelos tridimensionales de protéınas

[161]: i. Modelado por ensamble de cuerpos ŕıgidos; ii. Modelado por coincidencia de segmento

o reconstrucción de coordenadas; iii. Modelado por restricciones espaciales. En este trabajo

se empleó el programa Modeller 9.14 [133] que realiza el proceso de modelado mediante

la satisfacción de restricciones espaciales (Figura 2.1). Estas pueden provenir de distintas

fuentes, por ejemplo, de la estructura de una protéına homóloga.

En primer lugar se emplea la estructura de referencia para calcular restricciones de dis-

tancia y ángulos diedros en la secuencia incógnita. La forma de estas restricciones provienen

de un análisis estad́ıstico de las relaciones entre pares de estructuras homólogas provenientes

de una base de datos con 416 protéınas cuya estructura tridimensional es conocida [162], es

decir que son de origen emṕırico. Estas relaciones se expresan en una función de densidad

de probabilidad (pdf del inglés probability density function).

A continuación se combinan en una función los términos de las restricciones espaciales

y términos energéticos provenientes del campo de fuerza CHARMM [163] que inducen una

estereoqúımica adecuada (para la definición de campo de fuerza ver la sección 2.3 en la página
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45). Es esta función la que será optimizada en el espacio cartesiano mediante el método de

función blanco variable [164] que utiliza a su vez combinaciones de los algoritmos gradiente

conjugado (ver sección 2.3.4) y dinámica molecular, con el algoritmo simulated annealing1

(sección 2.3.4). El resultado es una estructura tridimensional que satisface las restricciones

espaciales lo mejor posible, conteniendo todos los átomos, excepto hidrógenos, de la cadena

principal y las cadenas laterales.

Figura 2.1: Esquema de funcionamiento de Modeller, adaptado de [161].

2.1.4. Evaluación del modelo

Idealmente la calidad de un modelo teórico debeŕıa medirse por la similitud estructural

con la estructura nativa, la cual se desconoce. Por lo tanto, en general la calidad se estima por

comparación con la estructura empleada como template y por análisis de ciertas propiedades

estructurales generales.

Muchos servidores web ofrecen la posibilidad de evaluar la calidad de las estructuras

tridimensionales, los cuales serán descriptos en la sección 2.4.

1En español la traducción seŕıa “Algoritmo de recocido simulado”, pero usualmente se emplea el término
en idioma inglés.
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2.2. Docking molecular

2.2.1. Introducción

El docking molecular consiste en explorar computacionalmente distintas formas de unión

entre dos moléculas, cuya estructura tridimensional es conocida, e intentar aśı predecir el

o los modos de unión y su afinidad. El docking molecular se puede realizar entre una ma-

cromolécula y una molécula pequeña (docking protéına-ligando) o entre dos macromoléculas

(por ejemplo docking protéına-protéına).

Esta técnica se destaca de los métodos experimentales tradicionales, tales como cristalo-

graf́ıa de rayos X, Resonancia Magnética Nuclar (NMR) y mutagénesis dirigida, por ser más

rápido y menos costoso. Actualmente es una técnica simplemente predictiva; sin embargo,

es una herramienta clave para la bioloǵıa molecular ya que tiene aplicaciones en el diseño de

fármacos a partir de búsquedas en libreŕıas virtuales de compuestos o “Virtual Screening”,

en la caracterización de sitios de unión para entender la acción de determinados compuestos y

también permite predecir los modos de unión cuando no están resueltos experimentalmente.

El docking consta básicamente de dos partes: un método de búsqueda y una función de

puntaje que permite ordenar y clasificar las estructuras encontradas al explorar el espacio de

configuraciones [165]. Los modos de unión resultantes quedan completamente definidos por

la posición de la molécula móvil, su orientación y su conformación (si fuera flexible).

Los métodos de búsqueda pueden ser sistemáticos o estocásticos. Mientras que en los

primeros el muestreo se realiza a intervalos predefinidos y es determińıstico, los segundos

exploran el espacio en forma aleatoria modificando ciertas variables de estado, hasta cumplir

cierta condición determinada por el usuario. Estos métodos también se pueden clasificar

según el tipo de exploración del espacio: los métodos globales buscan aquellas configuraciones

que presentan un mı́nimo global de enerǵıa en el espacio de búsqueda definido. Por otro lado,

los métodos locales simplemente buscan los mı́nimos energéticos cercanos a la conformación

inicial. Idealmente los algoritmos de docking debeŕıan explorar todos los grados de libertad

del sistema y encontrar el mı́nimo global de la enerǵıa de interacción entre el sustrato y la

molécula. Sin embargo, la capacidad predictiva no es aún suficientemente buena.

Una forma de cuantificar la preferencia de un complejo por una determinada conformación
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es a través de la enerǵıa libre de unión, que está directamente relacionada con el cálculo de

potenciales qúımicos. Estos contemplan no sólo el perfil energético del sistema (en búsqueda

del mı́nimo) sino que también incluyen términos relacionados con la forma de los sitios de

unión y la temperatura del sistema. Los programas de docking expresan de forma aproximada

el cálculo de potenciales qúımicos a través de funciones de puntaje o energéticas. Estas se

emplean para clasificar y ordenar las estructuras obtenidas en la búsqueda. Pueden ser

emṕıricas, basadas en campos de fuerza, o basadas en conocimiento (Knowledge based).

Realizar un estudio de docking implica no sólo una buena elección del tipo de docking a

realizar, sino también de una adecuada preparación de las moléculas involucradas y de un

análisis cuidadoso de los resultados obtenidos. Si bien es ideal que la estructura principal

esté determinada experimentalmente, se han realizado numerosos estudios de docking mo-

lecular sobre modelos realizados por homoloǵıa. La calidad y fidelidad se verá directamente

afectada por el modelo que se emplee.

Existen diversos tipos de programas y algoritmos para realizar el docking molecular. La

elección de uno u otro método está sujeta a la información disponible respecto de la inter-

acción y sobre el tipo de moléculas interactuantes. En este trabajo se emplearon AutoDock

Vina [138] y HADDOCK [166]. Se utilizaron ya que ambos son gratuitos, eficientes y de uso

frecuente para el docking ciego [167] y docking guiado [168], respectivamente.

2.2.2. AutoDock Vina

AutoDock Vina (ADV) es un programa que predice en forma automatizada la interacción

entre ligandos y biomacromoléculas. Emplea una función de puntaje energética simple, per-

mitiendo explorar rápidamente el espacio conformacional incluso para sistemas con muchos

grados de libertad.

Los cálculos de docking en este caso consisten en simulaciones independientes. Cada una

de ellas comienza con una conformación aleatoria la cual es perturbada. Luego se realiza una

optimización local (empleando el algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno [169]) con

un proceso de selección, en el cual cada paso se acepta o rechaza. Cada optimización local

requiere repetidas evaluaciones de la función energética y sus derivadas en función de las

coordenadas de posición, orientación y torsión. Mientras que el número de pasos es deter-
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Figura 2.2: Pasos para la evaluación energética de los complejos de docking.

minado heuŕısticamente (dependiendo del tamaño y flexibilidad del ligando y las cadenas

laterales), el número total de simulaciones está determinado por el nivel de exhaustividad fi-

jado por el usuario. Cada simulación produce varios resultados, de los cuales sólo los mejores

son retenidos para luego formar parte de los resultados finales, refinados y agrupados [138].

Hay varios puntos a tener en cuenta que pueden originar que no se encuentre la configu-

ración correcta. Por empezar las estructuras originales del ligando y de la protéına deben ser

confiables y adecuadas. El modelo de interacción de Ajuste Inducido (Induced Fit) predice

cambios conformacionales en las moléculas (Figura 2.2). La estructura del receptor empleado

debe reflejar entonces el estado con el ligando unido. Por otro lado, el estado de protonación

de los residuos es fundamental para un correcto cálculo.

2.2.3. HADDOCK

El programa HADDOCK [137, 170] (High Ambiguity Driven protein-protein Docking)

utiliza información experimental sobre la interacción para establecer los mejores modos de

unión. La información experimental se incorpora a la simulación como restricciones a inter-

acciones ambiguas. El protocolo de docking consiste en cuatro etapas: i. Orientación de los

complejos de manera aleatoria en el sitio de unión; ii. Minimización de la enerǵıa tratando
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a ambas moléculas como cuerpos ŕıgidos (de esta etapa se obtienen 1000 complejos); iii.

Simulación semirŕıgida de los mejores 200 modelos con el algoritmo Simulated Annealing en

el espacio de torsión; iv. Refinamiento de los modelos en el espacio cartesiano con agua como

solvente expĺıcito. En los dos últimos pasos las cadenas laterales de los aminoácidos pueden

moverse libremente.

Las configuraciones finales son agrupadas empleando la desviación cuadrática media en

la interfaz y analizado la función energética de HADDOCK (Ec. 2.1). Esta está compuesta

por la suma ponderada de términos energéticos (Van der Waals y electrostática) junto a un

término emṕırico de desolvatación y un término asociado a las restricciones (EAIRs).

PuntajeHADDOCK = 0,2Eelec + 1,0Evdw + 1,0Edsolv + 0,1EAIRs (2.1)

En general, el docking Protéına-Péptido o Protéına-Protéına presenta mayor dificultad

que el docking de pequeñas moléculas. Esto se debe principalmente a su flexibilidad y el

consecuente gran número de grados de libertad. Estudios realizados con HADDOCK [166]

han demostrado un muy buen desempeño.

2.2.4. Alcances del método

Como en todo trabajo de investigación, al momento de realizar simulaciones de docking es

importante preguntarse cuál es la validez de los resultados obtenidos, teniendo en cuenta que

la estructura de partida es un modelo por homoloǵıa. El análisis será distinto dependiendo

del tipo de docking (protéına-ligando, protéına-protéına) y del programa empleado para

realizarlo.

En el estudio de docking protéına-protéına con HADDOCK, hay básicamente dos paráme-

tros a tener en cuenta: la identidad de secuencia global (que estará directamente relacionada

con la capacidad de reproducir correctamente el plegamiento de la protéına) y la información

disponible sobre la interfaz o interacción. De estos dos, se ha observado que el factor más

importante es la calidad de la información respecto de las regiones interactuantes. Modelos

obtenidos a partir de una baja identidad de secuencia producen buenos resultados de doc-

king (RMSD ≤ 3,5 Å) si los datos sobre la interacción son confiables, mientras que modelos
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obtenidos con una identidad de secuencia del 60 % no producen buenas configuraciones de

docking si los datos experimentales no son suficientes o son ambiguos [171].

Por otro lado, de los parámetros a observar a priori sobre la calidad del modelo, resul-

ta relevante además el iRMSD2 entre el modelo y el template, ya que se ha probado que

está fuertemente correlacionado con la calidad del docking posterior [171].

El docking protéına-ligando presenta otras problemáticas, ya que ha sido probado que

modelos globalmente correctos pueden contener cavidades de unión que no sean adecuadas

para la unión del ligando. Los resultados de Bordogna et. al. del 2011 [172] indican que existe

una relación entre la precisión en el docking y la calidad global del modelo (representada

por parámetros como la identidad de secuencia, RMSD y puntajes de servidores como Mol-

Probity); pero hay una mayor correlación con ı́ndices de calidad local del sitio de unión en

el modelo (identidad de secuencia y RMSD). En este sentido, no existe una relación directa

y absoluta entre la calidad global del modelo y la calidad local del sitio de unión.

2.3. Dinámica molecular

2.3.1. Introducción

La dinámica molecular (DM) se basa en describir estructural y dinámicamente la evo-

lución de un determinado sistema mediante la resolución de la ecuación de movimiento de

Newton (Ec.2.2) para cada part́ıcula del sistema a través del tiempo. Siendo un método

determińıstico, permite predecir los estados futuros a partir del estado actual del sistema.

N∑
i=1

Fij = maj (2.2)

El resultado es una serie de configuraciones sucesivas, descriptas por la posición y veloci-

dad de cada uno de los componentes del sistema, denominadas en su conjunto, trayectoria.

A lo largo de una trayectoria el sistema explora los estados posibles en el espacio de las fases.

2Interface RMSD: desviación cuadrática media del esqueleto de los residuos ubicados en la interfaz de
la interacción. Estos residuos son todos aquellos que se encuentren a una distancia inferior a los 10 Å de
cualquier átomo de la otra molécula.
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La forma en la que el sistema se mueve en este espacio está gobernada por las ecuaciones de

Hamilton:

dri
dt

=
∂H
∂pi

(2.3)

dpi
dt

= −∂H
∂ri

(2.4)

donde r es el vector posición de cada una de las part́ıculas, p es el vector momento de ellas

y H el Hamiltoniano del sistema.

Si el muestreo es suficientemente extenso y por lo tanto se cumple la hipótesis de ergodi-

cidad (Ec.2.5), entonces se podrá relacionar mediante la mecánica estad́ıstica los resultados

a nivel microscópico (trayectoria) con observables macroscópicos tales como enerǵıa libre,

temperatura, capacidad caloŕıfica y presión.

ĺım
τ→∞

1

τ

∫ τ

t=0

A(rN(t),pN(t))dt =

∫ ∫
A(rN ,pN)ρ(rN ,pN)drNdpN (2.5)

A es una determinada propiedad de interés y ρ la densidad de probabilidad.

A diferencia de los métodos cuánticos en los cuales se considera la presencia de los elec-

trones, y por lo tanto son útiles cuando se desea conocer propiedades dependientes de la

distribución electrónica (reacciones qúımicas por ejemplo), la mecánica molecular mantiene

una representación clásica e ignora el movimiento de los mismos. La elección de métodos

menos o más detallados dependerá siempre de las propiedades y del sistema que se preten-

den estudiar, buscando un balance en la eficiencia para resolver las ecuaciones gobernantes y

el detalle requerido. La mecánica molecular adopta la aproximación de Born-Oppenheimer,

que consiste en considerar en forma independiente el rápido movimiento de los electrones y

el relativamente lento movimiento de los núcleos atómicos. En general, el Hamiltoniano para

un sistema de part́ıculas puede escribirse como:

H = KN +Ke + VNN + Vee + VNe (2.6)

siendo KN y Ke las enerǵıas cinéticas de los núcleos y los electrones respectivamente, y VNN ,

Vee y VNe las enerǵıas potenciales de interacción núcleo-núcleo, electrón-electrón y núcleo-
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electrón.

Mediante la aproximación de Born-Oppenheimer se obtiene que la función de onda para

los núcleos Ψ(R) puede expresarse como funciones sólo de las coordenadas de los núcleos R

(Ec.2.7).

[KN + VNN(R) + Ve(R)]Ψ(R) = EΨ(R) (2.7)

Siendo Ve(R) un potencial efectivo ejercido por los electrones. De esta forma se trabaja

solamente con los núcleos de los átomos que conforman el sistema y la fuerza sobre cada

uno de ellos puede expresarse en términos de un potencial efectivo V dependiente de las

posiciones relativas de las N part́ıculas que lo componen:

Fj = −∇jV (r1, r2, ..., rN) (2.8)

Existen distintas formas de definir dicho potencial, la mecánica molecular emplea poten-

ciales semi-emṕıricos como se verá a continuación.

2.3.2. Campo de Fuerzas

Los campos de fuerzas permiten describir en forma simplificada la interacción de cada

una de las part́ıculas con el resto del sistema. Su principal ventaja es la capacidad de trans-

ferencia que poseen, ya que se pueden desarrollar y probar en sistemas simples para luego ser

aplicados en problemas más complejos. La forma básica de los campos de fuerza comprende

interacciones enlazantes y no enlazantes (Figura 2.3).

Longitud de enlace Ángulo de enlace

+ -

Ángulo de torsión

Van der Waals Electrostática

Figura 2.3: Tipos de interacciones representadas en los campos de fuerza.
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La ecuación 2.9 representa la forma funcional t́ıpica de un campo de fuerzas. Tanto la

variación del largo del enlace como el ángulo que forma se encuentran descritos por un

potencial armónico, tal que aumenta la enerǵıa si los valores se desv́ıan respecto de su valor

de referencia. La tercera contribución representa el cambio de enerǵıa a medida que rota

un enlace (potencial torsional). Por último, el cuarto término representa las interacciones a

distancia (o no-enlazantes), calculado entre todos los pares de átomos del sistema separados al

menos por tres uniones. Usualmente se emplea el potencial de Coulomb para las interacciones

electrostáticas y el de Lennard-Jones para las de Van der Waals.

V (rN) =
∑
enlaces

kb,i
2

(li − li,0)2 +
∑

angulos

kθ,i
2

(θi − θi,0)2 +
∑

torsiones

νn
2

(1 + cos(nω − γ))

+
N∑
i=1

N∑
j=i+1

(
4εij

[(σij
rij

)12

−
(σij
rij

)6]
+

qiqj
4πε0rij

) (2.9)

Los campos de fuerza pueden clasificarse de acuerdo al detalle con el que representan los

sistemas. Se denominan All-Atom a aquellos que modelan expĺıcitamente todos los átomos,

United-Atom a los que no describen expĺıcitamente a los hidrógenos no-polares (se modifican

los parámetros de los átomos pesados a los que está unido el hidrógeno ya que se los toma

como un solo átomo) y Coarse-Grained a modelos más simplificados, en los cuales grupos de

átomos se describen mediante una sola part́ıcula. En este trabajo se emplearon los campos

de fuerzas GROMOS53A6 (United-Atom) [173], AMBERSS99B (All-Atom) [174] y SIRAH

(Coarse-Grained) [175,176].

Modelo de agua

Se emplearon distintos modelos de agua de acuerdo a su compatibilidad con los distintos

campos de fuerzas utilizados. Las simulaciones con GROMOS53A6 se realizaron con un

modelo simple de agua: el SPC (Simple Point Charge) (Figura 2.4) [177]. Éste es un modelo

ŕıgido de tres puntos.
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Figura 2.4: Modelo de agua SPC, siendo q = 0,41.

En las simulaciones del tipo All-Atom se empleó el modelo de agua TIP3P, que también es

un modelo ŕıgido de tres puntos. Para las simulaciones Coarse Grained se empleó el modelo

de aguas WT4 que ha sido desarrollado junto al campo de fuerzas SIRAH [178].

2.3.3. Protocolo adoptado

Resumidamente, el protocolo empleado en las simulaciones de dinámica molecular con-

siste en: i. Minimización de la enerǵıa; ii. Equilibrado del sistema; iii. Simulaciones de pro-

ducción; y iv. Análisis de los resultados.

La minimización de enerǵıa realiza, mediante una modificación sistemática de las posi-

ciones de los átomos, una búsqueda en el espacio energético de la molécula hasta alcanzar

un mı́nimo local. Por otro lado, el equilibrado implica una simulación de dinámica molecu-

lar t́ıpica, en la cual la segunda ley de Newton se resuelve para cada átomo y determina

aśı su trayectoria. Se pueden realizar distintos tipos de equilibrado: a presión o volumen

constante, aumentando gradualmente la temperatura y modificando en distinta medida las

restricciones aplicadas sobre determinados grupos de átomos. Cuánto se desea equilibrar es-

tará determinado por el comportamiento de las variables de interés a lo largo del equilibrado.

Las simulaciones de producción son aquellas de las cuales se extraerán los datos que serán

analizados posteriormente.
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2.3.4. Algoritmos relacionados a la dinámica molecular

Minimización de enerǵıa

El modelado molecular enfoca su estudio en puntos mı́nimos de enerǵıa potencial, es decir,

estados estables. La enerǵıa potencial es una función multi-dimensional de las coordenadas,

referida como superficie energética. Estas presentan en general varios mı́nimos locales y un

mı́nimo global (aquel de menor enerǵıa). En el contexto de este trabajo la minimización

de enerǵıa tiene como objetivo preparar al sistema para la dinámica molecular, eliminando

aśı interacciones desfavorables presentes en la configuración inicial.

Dada una función f , que depende de las variables x1, x2, ..., xi, se busca los valores de

estas tal que f alcance un valor mı́nimo. En un punto mı́nimo las derivadas primeras de la

función se anulan y las derivadas segundas son valores positivos (Ec. 2.10):

∂f

∂xi
= 0;

∂2f

∂x2
i

> 0 (2.10)

Para encontrar estos puntos existen diversos algoritmos de Minimización de Enerǵıa

clasificados en aquellos que emplean las derivadas de la enerǵıa respecto a las coordenadas,

y aquellos que no. Los más empleados pertenecen a la primera clase y son el Steepest descent

y el Conjugate gradient. En particular, los mencionados métodos emplean la aproximación

a derivada primera. La enerǵıa potencial puede escribirse en función del vector r, como una

expansión en series de Taylor alrededor del mı́nimo:

V (r) = V (rk) + (r− rk)V
′(rk) + (r− rk)

TV ′′(rk) ·
(r− rk)

2
+ ... (2.11)

donde rk es el mı́nimo, V ′(rk) es el vector gradiente (gk), que indica la dirección del mı́nimo

y su pendiente, y V ′′(rk) es la matriz Hessiana.

El método de Steepest Descent consiste en modificar las coordenadas de los átomos en

forma iterativa hasta encontrar el mı́nimo. La dirección de los movimientos será paralela a

la fuerza neta en el punto (-gk) y la configuración inicial en cada iteración es la obtenida en

el paso anterior. La longitud del primer paso es elegida por el usuario (en este trabajo se

empleó emstep = 0,01 nm), si las iteraciones llevan a una reducción en la enerǵıa entonces el
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paso siguiente será aumentado por un factor multiplicativo, caso contrario, se asume que el

algoritmo pasó por alto un mı́nimo y se reduce en un factor multiplicativo el paso siguiente.

El gradiente y la dirección de cada paso sucesivo son ortogonales. La minimización concluye

cuando la máxima fuerza en el sistema alcanza un determinado valor, o cuando se cumple

una determinada cantidad de pasos. Es robusto y de fácil implementación.

Por otro lado, el método de Gradiente Conjugado (conjugate gradient), emplea gradientes

ortogonales y direcciones conjugadas. Es decir que el sistema se mueve en la dirección vk

calculada a partir del gradiente y la dirección del paso anterior:

vk = −gk + γkvk−1 (2.12)

siendo γk una constante escalar dada por

γk =
(gk − gk−1) · gk

gk−1 · gk−1

(2.13)

Este método es más lento que Steepest descent en los primeros pasos, pero se vuelve más

eficiente cerca del mı́nimo.

Simulated Annealing

Es un protocolo (y no un algoritmo en realidad) que tiene como objetivo encontrar la

mejor solución a problemas que poseen un gran número de soluciones posibles tales como

el análisis de conformaciones. Imita el proceso de Recocido (annealing), en el cual la tem-

peratura de una sustancia fundida se reduce hasta que el material cristaliza en un único

cristal. Este proceso involucra el cambio, cada cierto número de pasos, de la temperatura

de referencia del baño térmico para cada grupo de átomos. Es por ello que se suele emplear

también para termalizar el sistema, llevándolo desde una temperatura de 0 K hasta la de

simulación (310 K).

Integración de las ecuaciones de movimiento

La descripción de sistemas complejos, como los biológicos, mediante potenciales conti-

nuos, implica que los movimientos de las part́ıculas están acoplados entre si, generando aśı un
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problema de más de dos cuerpos que no tiene solución anaĺıtica [179]. Es entonces que se

recurre al Método de Diferencias Finitas. Este método divide la integración en pequeños pa-

sos de tiempo ∆t. La fuerza sobre cada una de las part́ıculas en un determinado tiempo t se

calcula como la suma vectorial de las interacciones con el resto de las part́ıculas del sistema

y se considera constante durante todo el intervalo. A partir de esta fuerza puede calcularse

mediante la segunda ley de Newton (Ec.2.2) la aceleración, la velocidad y posición, para

proceder con una nueva integración.

De la variedad de algoritmos existentes, los más empleados son el algoritmo de Verlet

[180, 181] y sus variaciones. Entre ellas se encuentra el algoritmo Leap-Frog, que es el que

se empleó en este trabajo y se caracteriza por calcular las velocidades cada medio paso de

tiempo. Se puede definir entonces las relaciones:

r(t+ ∆t) = r(t) + ∆tv(t+ ∆t
2

) (2.14)

v(t+ ∆t
2

) = v(t− ∆t
2

) + ∆t a(t) (2.15)

La velocidad en un tiempo t puede escribirse como:

v(t) = 1
2

[
v(t+ ∆t

2
) + v(t− ∆t

2
)
]

(2.16)

Se lo considera un buen método de integración por conservar la enerǵıa y el momento, por

ser reversible en el tiempo y permitir un paso de tiempo pequeño.

Constricciones de las distancias

Se puede considerar el comportamiento de las moléculas flexibles como el resultado de

la superposición de movimientos diferentes: los de alta frecuencia suelen ser de menor in-

terés que los de baja frecuencia, que generalmente corresponden a cambios conformaciona-

les importantes. Sin embargo, el paso de tiempo de una simulación de dinámica molecular

está definido por el movimiento de mayor frecuencia presente en el sistema.

Al momento de realizar simulaciones de DM, es importante elegir un correcto paso de

tiempo ∆t para integrar las ecuaciones de movimiento. Por un lado, cuando más grande sea
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el valor más rápida será la simulación y se cubrirá una mayor parte del espacio de las fases.

Pero si es demasiado grande no sólo se perderá información sobre la trayectoria, sino que

además aparecerán fuerzas divergentes que harán colapsar al sistema. Usualmente se usa

como regla que ∆t sea una décima del menor peŕıodo observado en el sistema. En el tipo de

simulaciones que se realizarán en este trabajo las vibraciones de mayor frecuencia son de 10

fs y ocurren en el alargamiento de los enlaces, especialmente entre los átomos de hidrógeno

y carbono. Sin embargo, estas vibraciones no suelen afectar al comportamiento del sistema

y pueden ser restringidas a su valor de equilibrio mediante distintos algoritmos 3 sin afectar

otros grados de libertad. De esta forma, se puede emplear un paso de tiempo de 2 fs sin

perjudicar la precisión de la simulación.

El algoritmo más conocido es el SHAKE [182], que emplea restricciones holonómicas

sobre las ecuaciones de movimiento y las resuelve mediante el empleo de multiplicadores

de Lagrange. Cada restricción es considerada y resuelta individualmente resultando en el

posible incumplimiento de las demás restricciones. Por lo tanto se debe iterar la resolución

hasta alcanzar un determinado valor de referencia. Se puede aplicar tanto a distancias como

ángulos.

Por su parte, el algoritmo LINCS [183] devuelve los enlaces a su correcta longitud luego

de una actualización sin restricciones. El método es no-iterativo y consta de dos pasos: i. Se

anulan las proyecciones de los nuevos enlaces sobre los anteriores; ii. Se aplica una corrección

al largo de los enlaces debido a la rotación (Figura 2.5). LINCS es más rápido que SHAKE

y sólo puede ser empleado para restringir la longitud de enlaces.

3Es importante destacar que en inglés existen dos términos con significados distintos constraints y res-
traints que se traducen al castellano de la misma forma: como restricciones. Mientras que el primero se refiere
a un requerimiento que se fuerza a cumplir exactamente, el segundo representa un incentivo a que adopte
valores cercanos al de referencia. En esta sección nos referimos al primer término (constraints), mientras que
el segundo se empleará en el contexto del equilibrado.
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Figura 2.5: Esquema de las tres actualizaciones de la posición de los átomos necesarios para un paso de
tiempo mediante el algoritmo LINCS. La linea punteada corresponde al enlace de longitud d, las ĺıneas
sólidas son los nuevos enlaces. I = d cos(θ) y p = (2d2 − I2)1/2. La imagen fue adaptada de la publicación
de Hess et. al. de 1997 [183]

2.3.5. Condiciones periódicas de borde (CPB)

La capacidad de derivar propiedades macroscópicas a partir de simulaciones está estre-

chamente relacionada con el manejo de los efectos de borde. Las simulaciones de dinámica

molecular se llevan a cabo dentro de cajas que pueden presentar distintos tamaños y geo-

metŕıas (cúbica, tricĺınica, octaedro truncado, dodecaedro rómbico, y prisma hexagonal). La

elección de la forma estará condicionada por la geometŕıa del sistema a simular e inten-

tará minimizar, simultáneamente, el número de moléculas de solvente distantes del soluto ya

que conllevan un incremento en el cálculo computacional.

Las condiciones periódicas de borde consisten en representar réplicas del sistema en to-

das las direcciones, con el objetivo de tener un arreglo periódico similar a las simetŕıas

cristalográficas. Se emplean estas condiciones de borde de manera tal que, simulando pocas

moléculas, estas experimenten fuerzas similares a aquellas que sentiŕıan en el seno de un

fluido. Aśı se elimina todo efecto de superficie debido a las dimensiones finitas de la celda:

una part́ıcula que deja la caja durante la simulación es reemplazada por su imagen periódica

entrando por el lado opuesto (Figura 2.6). Entonces el número de part́ıculas en la caja central

permanece constante.
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Figura 2.6: Esquema en dos dimensiones de las condiciones periódicas de borde.

El tamaño de la caja deberá ser suficientemente grande de manera tal que la protéına no

interactúe con su imagen periódica. Esto estará determinado por el rango de acción de los

potenciales involucrados.

2.3.6. Búsqueda de primeros vecinos y descripción de las interac-

ciones no enlazantes

Las interacciones no-enlazantes presentes en los campos de fuerza representan los cálculos

que más tiempo insumen, ya que el número de términos a computar es proporcional a N2

donde N es el número de part́ıculas del sistema.

Las interacciones de Van der Waals, representadas mediante un potencial del tipo Lennard-

Jones, son de corto alcance; su valor decrece rápidamente con la distancia (∼ r−6). Por lo

tanto, es común evitar el cálculo de la interacción entre todas las part́ıculas del sistema

mediante distintas técnicas. La más común es el truncado de los potenciales mediante una

distancia de cut-off (o corte) y aplicar la convención de imagen mı́nima. Esta nos dice que

cada átomo percibe como máximo sólo una imagen de cada átomo en el sistema. Las inter-

acciones para distancias mayores al valor de corte serán tomadas como nulas.

Sin embargo, este método supone también el cálculo de todas las distancias entre pares

de átomos para determinar cuales están dentro del valor de corte, acarreando un gran costo

computacional. Para solucionar este inconveniente, existen métodos de búsquedas de vecinos,

como el esquema de Verlet [184] y el esquema de corte basado en grupos, que permiten

optimizar el cálculo de estas distancias.

El esquema de Verlet permite almacenar los átomos dentro del radio de corte, junto con
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aquellos átomos que se encuentran a una distancia ligeramente mayor a esta. La lista es

estática y se actualiza cada cierto número de pasos. Actualmente es el método más eficiente.

En el esquema de grupos, las moléculas de un sistema son subdivididas en grupos y se

calcula la interacción entre ellos. Éste método es particularmente bueno para moléculas de

agua. Un par de grupos se agregan a la lista de vecinos cuando sus centros geométricos se

encuentran dentro de la distancia de corte, hasta que se actualice nuevamente la lista.

Ambos esquemas introducen errores, principalmente debido a la actualización periódica

de la lista de vecinos y debido a que aparecen discontinuidades en la enerǵıa potencial y las

fuerzas cerca del valor de corte. Sin embargo este error suele ser menor a otros presentes en

las simulaciones.

Interacciones electrostáticas

Las interacciones electrostáticas, representadas por la ley de Coulomb, son de mayor

alcance y por lo tanto introducen grandes errores al ser truncadas. Uno de los métodos más

frecuentemente implementados para facilitar el cálculo de estas interacciones es el Particle

Mesh Ewald (PME) [185,186].

Está basado en el método de sumatoria de Ewald, en el cual cada part́ıcula interactúa con

todas las part́ıculas en la celda de simulación y con todas las imágenes del arreglo periódico

infinito. La sumatoria para el potencial es condicionalmente convergente, por lo tanto se

divide en dos sumatorias cuya convergencia es más rápida (Ec.2.17): la primera es una serie

en el espacio real, la otra en el espacio rećıproco. Adicionalmente se le agregan dos términos

de correcciones:

V =
1

2

N∑
i=1

N∑
j=1

′∑
|n|=0

qiqj
4πε0

erfc(α |rij + n|)
|rij + n|

(2.17)

+
1

2

∑
k 6=0

N∑
i=1

N∑
j=1

1

πL3

qiqj
4πε0

4π2

k2
exp

(
− k2

4α2

)
cos(k · rij)

− α√
π

N∑
k=1

q2
k

4πε0

+
2π

3L3

∥∥∥∥∥
N∑
i=1

qi
4πε0

ri

∥∥∥∥∥
2
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donde qi son las cargas de los átomos, erfc es la función error, ε0 es la permitividad en el

vaćıo, k son los vectores rećıprocos y L es el lado de la caja de simulación. La constante α es

elegida lo suficientemente grande de manera tal de despreciar aquellos pares cuya distancia

rij sea mayor a un determinado valor de corte en el espacio real. La expresión correspondien-

te al espacio rećıproco se aproxima mediante interpolación multidimensional y resolución

mediante la Transformada Rápida de Fourier. En consecuencia, el tiempo de computo para

este algoritmo es de NlnN .

2.3.7. Control de la temperatura y la presión

Por defecto, los algoritmos básicos de dinámica molecular resuelven las ecuaciones clásicas

de movimiento de Hamilton y predicen propiedades en el ensamble microcanónico (NVE).

Sin embargo, la mayoŕıa de los experimentos se llevan a cabo a temperatura y volúmen

o presión constantes (ensambles canónico y NPT, respectivamente). Cada ensamble posee

un desarrollo teórico particular y para poder describir datos experimentales se emplean

algoritmos de control de temperatura y presión. Existe una gran variedad de algoritmos que

llevan a cabo esta tarea. En este trabajo se emplearon los termostatos de Berendsen [187],

V-rescale [188], Nosé-Hoover [189,190] y Langevin [191], y los barostatos de Berendsen [187],

Parrinello-Rahman [192] y Langevin [193].

GROMACS permite realizar el acoplamiento a los baños térmicos por grupos. De esta

forma se asegura que cada uno de los grupos (generalmente protéına, membrana y solvente)

se mantengan a la temperatura deseada.

Termostatos

La temperatura de un sistema se encuentra relacionada con la enerǵıa cinética a partir

del principio de equipartición (Ec. 2.18):

〈K〉NV T =
3

2
NkBT (2.18)

donde K es la enerǵıa cinética, kB es la constante de Boltzmann y T la temperatura.

El termostato de Berendsen [187] mantiene la temperatura constante mediante el aco-
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plamiento del sistema a un baño térmico externo que actúa como una fuente de enerǵıa

térmica. Esto se logra multiplicando a las velocidades por un factor λ (Ec. 2.19) en cada

paso de tiempo de manera tal que el cambio de temperatura sea proporcional a la diferencia

en temperatura entre el baño y el sistema (Ec. 2.20). Aśı el sistema llega a la temperatura

deseada mediante un decaimiento exponencial.

λ2 = 1 +
∆t

τ

(
Tref
T (t)

− 1

)
(2.19)

∆T =
∆t

τ
(Tref − T (t)) (2.20)

La constante τ nos indica que el acoplamiento será débil cuanto mayor sea su valor. Se

sugiere, para pasos de tiempo ∆t de 2 fs, un τ ∼ 0,8 ps. Aśı la temperatura del sistema

fluctúa al rededor del valor deseado. Si bien este termostato es altamente eficiente para

los pasos de equilibrado, no se aconseja usar en etapas de producción ya que no logra un

muestreo adecuado de los ensambles canónicos y NPT. En cambio, los termostatos V-rescale,

Nosé-Hoover y Langevin śı logran reproducir correctamente los ensambles.

El termostato V-rescale [188] es una variación del termostato de Berendsen en el cual

se incorpora un término estocástico, continuo en el tiempo (dW ), que asegura una correcta

distribución de enerǵıa cinética. El término estocástico está representado por un proceso de

Wiener, donde el valor inicial es nulo y el incremento es una Gaussiana de media 0 y varianza

t− s para 0 6 s < t. Posee además la ventaja que las desviaciones de la temperatura poseen

un decaimiento de primer orden y no hay oscilaciones. El cambio en la enerǵıa cinética (K)

en cada paso está dado por la ecuación 2.21:

∆K = (K0 −K)
∆t

τ
+ 2

√
KK0

g

dW√
τ

(2.21)

donde g es el número de grados de libertad.

El algoritmo de Nosé-Hoover [189, 190] permite mantener la temperatura promedio del

sistema en el valor deseado mediante la incorporación de una variable dinámica adicional

s, en las ecuaciones de movimiento, empleando el formalismo de Lagrange extendido [194].

Esta variable extra garantiza que los grados de libertad del sistema representan correcta-
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mente al ensamble canónico. Su principal ventaja radica en que todas las ecuaciones son

determińısticas y reversibles en el tiempo. La relajación con este termostato es oscilatoria.

Las ecuaciones de movimiento de esta formulación (Ec. 2.22, 2.23, 2.24 y 2.25) dependen de

las variables del sistema original y del sistema extendido.

dri
dt

=
pi
mi

(2.22)

dpi
dt

= −∂V (rN)

∂ri
− ξpi (2.23)

ξ =
∂ln(s)

∂t
(2.24)

dξ

dt
=

1

Ms

( N∑
i=1

p2
i

2mi

− gkbT
)

(2.25)

donde s es el factor de escala entre las variables reales y virtuales, Ms es un parámetro de

inercia térmica que determina el acoplamiento del termostato (en GROMACS se define a

partir del tiempo τ =
√

4π2Ms

T0
, propuesto por el usuario), ξ es el coeficiente de fricción termo-

dinámica y g es el número de grados de libertad del sistema extendido (3N+1). La ecuación

2.25 representa el balance de enerǵıa que incluye las componentes cinética y potencial del

reservorio térmico (variable extendida).

El termostato de Langevin [191], o dinámica de Langevin, controla la temperatura me-

diante la incorporación a las ecuaciones de movimiento de un término estocástico y una

constante de fricción (Ec. 2.26 y 2.27 ) [195].

dri
dt

=
pi
mi

(2.26)

dpi
dt

= −∂V (rN)

∂ri
− γipi +

√
2miγikbT

dWi

dt
(2.27)

siento γi el coeficiente de fricción y dWi un vector de g procesos de Wiener normalizado

como
〈
dWi(t)
dt

,
dWj(t′)
dt

〉
= δ(t− t′)δij.
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Barostatos

En las simulaciones que emplean el ensamble isobárico-isotérmico (NPT) la presión se

mantiene constante al modificar el volumen de la celda de simulación y las coordenadas

atómicas. La fluctuación del volumen está directamente relacionada con la compresibilidad

isotérmica κ (Ec. 2.28)

κ = − 1

V

(
∂V

∂P

)
T

(2.28)

Al igual que en el termostato, en el barostato de Berendsen [187] la presión se mantiene

constante al acoplar el sistema con un baño de presión (Ec. 2.29), re-escalando el volumen

en cada paso de tiempo.
dP (t)

dt
=

1

τP
(Pref − P (t)) (2.29)

donde τP es la constante de acoplamiento y Pref la presión deseada. El volumen de la caja de

simulación será escalado por un factor λ que depende del paso del tiempo y la compresibilidad

isotérmica (Ec. 2.30) y las nuevas posiciones serán r′i = λ
1
3 ri.

λ = 1− κ∆t

τP
(P − Pref ) (2.30)

Puede aplicarse en forma isotrópica (se modifica por igual en todas las direcciones), o an-

isotrópica (el factor de escala se calcula independientemente para cada eje).

El barostato de Parrinello-Rahman [192], capaz de simular correctamente el ensamble

NPT, aplica una formulación similar al termostato de Nosé-Hoover. Las ecuaciones de mo-

vimiento describen el comportamiento de los lados de la caja de simulación (b) y de las

part́ıculas del sistema.

d2b

dt2
= VW−1b′−1(P(t)−Pref ) (2.31)

dri
dt

=
pi
mi

(2.32)

dpi
dt

= −∂V(rN)

∂ri
−Mpi (2.33)

M = b−1

(
b
db′

dt
+
db

dt
b′
)

b′−1 (2.34)
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donde V es el volumen del sistema, el potencial se representa aqúı como V para diferen-

ciarse del volumen, W determina la intensidad del acoplamiento y los valores primados

corresponden a las matrices transpuestas. Puede definirse W−1
ij =

4π2κij
3τPL

en función de la

compresibilidad isotérmica κ, la constante de tiempo (τP ) y del mayor elemento de la caja

(L). En la mayoŕıa de los casos el barostato de Parrinello-Rahman se emplea en conjun-

to con el termostato de Nosé-Hoover para realizar las simulaciones de producción, previo

equilibrado con los algoritmos de Berendsen.

NAMD ofrece además un método para controlar la presión denominado Nosé-Hoover Lan-

gevin piston pressure control, en el cual se emplea el método extendido de Nosé-Hoover [193]

aplicando la dinámica de langevin para controlar las fluctuaciones de presión en el barosta-

to [196]. Permite, al combinarse con el termostato de Langevin, simular en el ensamble NPT.

Se introduce a las ecuaciones de movimiento un grado de libertad extra, correspondiente al

volumen de la caja V (Ecuaciones 2.35, 2.36, 2.37). La enerǵıa cinética de este grado de

libertad es equivalente a un pistón actuando en el sistema, el cuál también tiene una enerǵıa

potencial asociada.
dri
dt

=
pi
mi

+
dV

dt

1

3V
ri (2.35)

dpi
dt

= −∂V(rN)

∂ri
− dV

dt

1

3V
ri − γpi +W (t) (2.36)

d2V

dt2
= − 1

M
(P (t)− Pref )− γV

dV

dt

1

3V
+
WV (t)

M
(2.37)

tal que V es el volumen de la caja de simulación, M la masa 3Nτ 2kBT , τ el periodo de

oscilación, γ es la frecuencia de colisión de los átomos del sistema y γV la del pistón, W y WV

las funciones de ruido para el sistema y el pistón respectivamente. Estas son distribuciones

gaussianas con media nula y varianza 〈W (t),W (t′)〉 = δ(t−t′)2γkBT/m y 〈WV (t),WV (t′)〉 =

δ(t − t′)2γV kBT/M . El usuario especifica la presión deseada y los tiempos de oscilación y

decaimiento del pistón. En este caso no se precisa la compresibilidad isotérmica.
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2.4. Herramientas de análisis

El análisis de los resultados obtenidos y la realización de cálculos complementarios se

llevó a cabo mediante herramientas computacionales adicionales que se detallan a continua-

ción.

Herramientas de Visualización

Las simulaciones de dinámica molecular permiten analizar cambios conformacionales a

lo largo del tiempo. Una de las formas más simples de analizar dichos cambios es a través

de peĺıculas (secuencia de archivos con la posición de cada uno de los átomos) reproducidas

mediante programas de visualización. Esto permite tener una idea del espacio de las configu-

raciones explorado en cada simulación, las cuales se correlacionan con la evolución temporal

a partir del teorema ergódico. En esta tesis se emplearon los programas VMD [197, 198] y

Chimera [199] tanto para visualizar las trayectorias como para crear las imágenes aqúı pu-

blicadas.

Análisis de estructuras

Analizar la calidad estructural de los modelos es fundamental y puede realizarse con un

gran abanico de programas y servidores web. En este trabajo se empleó una combinación de

los programas VMD, Chimera, Coot [200] y los servidores web Molprobity [201], Procheck

[202] y Q-Mean [203].

Los Cα son los puntos más importantes para evaluar la distorsión de la geometŕıa en

estructuras de protéınas ya que aqúı se conectan las cadenas laterales con el esqueleto de

la protéına. El gráfico de Ramachandran [204], a través del análisis de ángulos diedros,

constituye una buena medida de la calidad estructural. El gráfico representa la combinación

de ángulos diedros Phi y Psi para cada residuo de la protéına. Dichas combinaciones podrán

estar localizadas dentro de regiones favorables (es decir, que ha sido demostrado en estudios

que ese par de ángulos es frecuente) o no. Sin embargo, en muchos casos este criterio no

es suficiente y también se debe tener en cuenta los rotámeros de las cadenas laterales y los

ángulos diedros del Cβ, que también poseen preferencias por ciertos valores [205].
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Molprobity permite agregar hidrógenos, optimizar las redes de puentes de hidrógeno y

controlar las cadenas laterales de Asparagina, Glutamina e Histidinas. Además analiza la geo-

metŕıa y los contactos de cada uno de los átomos, identificando el número de sobreposiciones

estéricas (> 0,4 Å), evalúa los rotámeros, realiza gráficos de Ramachandran identificando

aquellos aminoácidos que se encuentran dentro de las regiones probables, computa las des-

viaciones de los carbonos β, y las distancias y ángulos de enlaces por fuera de los valores

esperados.

PROCHECK realiza un análisis estad́ıstico de la calidad estereoqúımica de la estructura

proteica. El estudio incluye estad́ısticas respecto del gráfico de Ramachandran, los ángulos

diedros adicionales y, el largo y ángulo de los enlaces. Los resultados son expresados en

función de porcentajes y G-factors. Estos últimos son una medida de que tan inusual es una

determinada propiedad estereoqúımica. PROCHECK calcula estos valores basándose en el

análisis de 163 estructuras de alta resolución, no homólogas, obtenidas mediante cristalograf́ıa

de rayos X con una resolución superior a los 2 Å y un factor R menor al 20 %, y los resultados

de Engh y Huber, 1991 [206]. Valores inferiores a -0,5 son considerados inusuales y menores

a -1 muy inusuales.

QMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis) [203], por su parte, estima a partir de

propiedades geométricas la calidad global y local del modelo. El z-score da una idea de la

similitud del modelo a la estructura nativa. Se compara el puntaje QMEAN con aquellos ob-

tenidos en estructuras de similar tamaño resueltas experimentalmente. Un modelo será mejor

cuanto más cercano sea su z-score a cero [207]. QMEAN consiste en cuatro términos indi-

viduales: i. Potencial de interacción entre los Cβ; ii. Potencial de interacción entre todos los

átomos; iii. Potencial de solvatación; y iv. Potencial de ángulos de torsión.

Parametrización de ligandos

Los estudios de docking requieren conocer los parámetros que describen a los ligandos

y su interacción con otros átomos. Se emplearon tres programas/servidores web para dicha

tarea: ATB (Automated Topology Builder) [208], ACPYPE [209] y PRODRG [210].

ATB [208] emplea una combinación de cálculos cuánticos y enfoque basado en el conoci-

miento para determinar los parámetros. Se pueden cargar moléculas nuevas o bien descargar
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las que se encuentran en su repositorio. El protocolo consiste en una optimización inicial a

nivel semi-emṕırico, luego se re-optimizan mediante la aplicación de DFT (Teoŕıa del fun-

cional de la densidad) con potencial h́ıbrido (B3LYP) y base 6-31G∗ con aguas impĺıcitas.

De esta estructura se calcula el potencial electrostático y las cargas parciales. El último paso

consiste en un refinamiento de los términos de distancias y ángulos de enlace mediante el

cálculo de la matriz Hessiana.

ACPYPE (AnteChamber PYthon Parser interfacE ) [209, 211] es una interfaz para la

creación de topoloǵıas con el programa Antechamber [212]. Los parámetros para los com-

puestos están basados en el campo de fuerza General Amber Force Field (GAFF) y deben

ser empleados junto a un campo de fuerza AMBER. Identifica enlaces y tipos de átomos,

analiza la equivalencia entre los átomos del compuesto y los existentes en el campo de fuerza,

genera archivos de topoloǵıa para los residuos, y de no encontrar parámetros particulares,

emite sugerencias razonables.

PRODRG [210] genera topoloǵıas, para ser empleadas en distintos programas de simula-

ción, y archivos estructurales, a partir de una estructura inicial de la molécula. Aśı mismo,

realiza opcionalmente una minimización de enerǵıa. Trabaja dividiendo a la molécula en gru-

pos de carga conocidos, los cuales poseen asignado un valor de carga entero. Este programa

es empleado por el webserver HADDOCK y fue además empleado, en este trabajo, para

obtener los archivos estructurales para realizar las simulaciones de DM.

Modos Normales

El análisis de modos normales en macromoléculas biológicas permite analizar los movi-

mientos a gran escala (o movimientos colectivos) que realiza la estructura. Estos movimientos

pueden correlacionarse con cambios conformacionales relevantes para la funcionalidad de las

mismas [213]. El análisis de modos normales permite expresar la dinámica del sistema como

una superposición de variables colectivas: las coordenadas de los modos normales alrededor

de un mı́nimo. En el 50 % de los casos en los cuales existen al menos dos conformaciones

para la estructura de una protéına, el movimiento relativo se puede describir con uno o dos

modos normales de baja frecuencia [214].

El cálculo de modos normales está basado en la aproximación armónica de la función
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enerǵıa potencial alrededor de un mı́nimo conformacional. Esta aproximación permite la

solución anaĺıtica de las ecuaciones de movimiento mediante la diagonalización de la matriz

Hessiana (compuesta por las derivadas segundas de la enerǵıa potencial sopesando la masa).

Los modos normales son los autovectores de esta matriz, cuyos autovalores representan el

cuadrado de las frecuencias de los modos. Se empleó para este análisis el servidor web elNémo

[215].

elNémo emplea el método de Elastic Network Model (ENM) para calcular los modos nor-

males de baja frecuencia de macromoléculas a partir de una estructura all-atom en formato

.pdb. El programa permite analizar la colectividad de los modos, observar animaciones de

ellos, ver las mayores fluctuaciones, comparar los factores β calculados y los experimentales

(para observar la diferencia en flexibilidad respecto a la conformación cristalográfica).

Herramientas de análisis de datos

Para finalizar, GROMACS cuenta con diversos sub programas que brindan la posibili-

dad de analizar distintos aspectos de las estructuras y simulaciones. Estos incluyen g rms

para calcular la desviación cuadrática media, g rmsf para obtener la fluctuación cuadrática

media de los residuos en las simulaciones, g energy que informa variables macroscópicas

como temperatura y presión, g cluster que permite agrupar las estructuras obtenidas de la

trayectoria en función de su RMSD, y g filter aplica un filtro pasa-bajos a la simulación

reteniendo únicamente los movimientos de menor frecuencia.

2.5. Técnicas de muestreo avanzado

Las simulaciones de Dinámica Molecular son ampliamente usadas en distintos campos

de la ciencia. Sin embargo, los resultados obtenidos sólo poseen sentido si la simulación es

suficientemente larga de manera tal que el sistema pueda recorrer todas las configuraciones

energéticamente relevantes (es decir, si se cumple la ergodicidad del sistema en la escala de

tiempo de la simulación). Muchas veces esta condición no se cumple ya que las conforma-

ciones relevantes se encuentran separadas por barreras energéticas demasiado altas o bien el

sistema difunde muy lentamente en el espacio de las configuraciones. Afortunadamente, las
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denominadas técnicas de muestreo avanzado permiten solucionar este problema [216].

Entre dichas técnicas existe un subtipo en el cual el muestreo es facilitado mediante

la adición de un potencial adicional que actúa en ciertos grados de libertad a través de las

denominadas variables colectivas (VC); en este trabajo se empleó el método Adaptive Biasing

Force.

2.5.1. Adaptive Biasing Force - ABF

El método de Adaptive Biasing Force forma parte del conjunto de algoritmos diseñados

para calcular la diferencia de enerǵıa libre entre dos estados f́ısicos mediante transformacio-

nes geométricas. A diferencia de las denominadas transformaciones alqúımicas, que modifican

continuamente las especies qúımicas para obtener otras distintas [217], éstas contemplan mo-

dificaciones geométricas a través de variables colectivas cuidadosamente seleccionadas. Las

variables colectivas son coordenadas generalizadas cuya evolución puede ser descripta me-

diante las ecuaciones de movimiento de Hamilton. Las mismas pueden representar desde

cambios en los grados de libertad internos de las moléculas hasta fenómenos de reconoci-

miento y asociación [218].

La idea detrás de esta metodoloǵıa es mejorar la eficiencia de las simulaciones de dinámica

molecular en las cuales la superficie de enerǵıa potencial es muestreada en forma ineficiente

debido a altas barreras energéticas. Para ello se le incorpora a las ecuaciones de movimiento

a lo largo de la simulación una fuerza sesgada que se actualiza a cada paso, de manera tal

de obtener para tiempos suficientemente largos un Hamiltoniano que no contenga la fuerza

promedio actuando a lo largo de la coordenada de interés [219]. Se denomina coordenada

de reacción a aquellos parámetros geométricos unidimensionales que miden el progreso de

una reacción [220]. Son funciones expĺıcitas de las coordenadas del sistema y representan

los grados de libertad del sistema a lo largo de los cuales se encuentran dichas barreras

energéticas. Es fundamental elegir las variables colectivas correctas que describan los eventos

lentos del sistema para que los cálculos converjan y los valores de la enerǵıa libre obtenidos

sean confiables.

La enerǵıa libre a lo largo de una coordenada de reacción puede ser descripta como

el potencial resultante de una fuerza promedio actuando sobre esta coordenada (de ah́ı el
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nombre de Potencial de Fuerza Media, o PMF). Esta relación entre la fuerza actuando en la

coordenada de reacción y la derivada de la enerǵıa libre ∂G(ξ)
∂ξ

ha sido probada teniendo en

cuenta la influencia del muestreo del espacio de configuraciones [221]. La fuerza media a lo

largo de la coordenada de reacción ξ (Ec.2.38) se estima a partir del promedio tomado en

un pequeño intervalo.

〈Fξ|ξ∗〉 = −∂G(ξ∗)

∂ξ
(2.38)

La fuerza puede ser calculada dividiendo el rango de variación de la coordenada de transi-

ción en pequeños intervalos. Si se denominan N (Nstep, k) al número de muestras recolectadas

en el intervalo k luego de Nstep pasos de simulación, entonces la fuerza queda definida como:

Fξ(Nstep, k) =
1

N (Nstep, k)

N (Nstep,k)∑
i=1

Fi(t
k
i ) (2.39)

donde Fi(t
k
i ) es la i-ésima fuerza muestreada cuando la variable se encuentra en el intervalo

k y tki es el tiempo en el cual dicha fuerza fue muestreada, tal como se muestra en la ecuación

Ec.(2.40)

Fi(t
k
i ) =

d

dt

(
Mξ

dξ

dt

)∣∣∣∣
tki

(2.40)

Luego se aplica una fuerza externa de forma −〈Fξ|ξ∗〉∇ξ que se opone a la fuerza pro-

medio. Este procedimiento resulta en la obtención, luego de una pequeña equilibración, de

una fuerza promedio actuando en dicha coordenada cercana a cero. De esta forma, el sistema

puede desplazarse a lo largo de la coordenada de transición en forma difusiva, sin barreras

energéticas y por lo tanto su muestreo se vuelve uniforme [222]. A partir del cálculo de esta

fuerza es que se reconstruye la enerǵıa libre G(ξ) empleando el método de Integración Ter-

modinámica. Aśı la diferencia de enerǵıa libre entre dos estados a y b del sistema ∆Ga→b se

obtiene a partir de la ecuación 2.41 suponiendo un único parámetro ξ.

∆Ga→b = −
∫ ξb

ξa

Fξdξ ≈ −
ξb − ξa
kmax

kmax∑
k=1

Fξ(Nstep, k) (2.41)
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La variación de enerǵıa libre debeŕıa ser determinada idealmente a partir de N simula-

ciones independientes.
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Caṕıtulo 3

Parte I: Modelado del Receptor

GABAA α1β2γ2

3.1. Objetivos

Obtener un modelo del receptor GABAA α1β2γ2.

Evaluar el modelo según propiedades estereoqúımicas.

Describir sus modos esenciales.

Analizar la estabilidad del modelo mediante simulaciones de dinámica molecular atomı́sti-

cas y de grano grueso, contemplando además su entorno acuoso y la membrana celular.

3.2. Métodos

3.2.1. Modelado por homoloǵıa

Se eligió el subtipo α1β2γ2 para modelar ya que es el más estudiado a nivel fisiológico

y farmacológico, y por lo tanto existe abundante información experimental sobre su funcio-

nalidad e interacción con ligandos, lo cual permitió la contrastación de los resultados de los

métodos computacionales.
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El primer paso para realizar el modelo por homoloǵıa fue la búsqueda de las secuencias

de las subunidades α1, β2 y γ2 de humano en la base de datos de Uniprot [223]: P14867,

P47870 y P18507, respectivamente. Luego, para cada subunidad, se realizó una búsqueda

de secuencias homólogas con SSearch [134]. Se empleó para la búsqueda la base de datos

PDBe Protein Structure Sequences y la matriz de sustitución BLOSUM50, que se emplea

para detectar homólogos distantes y posee relativamente bajas penalidades para residuos

distintos. Se adoptó una penalidad de −10 para la apertura de un gap y −2 para su extensión.

Se computaron 50 alineamientos y puntajes. El mayor Valor Esperado posible se determinó en

10. Estos son los valores por defecto en el servidor web.

Las dos estructuras con mejor puntaje fueron el receptor GABAA homopentámero de

subunidades β3 de humano (PDB ID: 4COF) [2] y el receptor de Glicina homopentámero de

subunidades α3 de humano (PDB ID: 5CFB) [40]. Ambos se encuentran en un estado cerrado,

sin embargo se diferencian en que el receptor GABAA está en el estado desensibilizado y

posee el agonista benzamidina unido en cada uno de sus cinco sitios de unión, mientras que

el receptor de Glicina posee antagonistas unidos. En cuanto al porcentaje de identidad de

secuencia entre las estructuras cristalizadas y las subunidades a modelar, PDB ID: 4COF

presenta mayor porcentaje de identidad: 40,8 % con α1, 91,1 % con β2 y 43,2 % con γ2; en

contraste con PDB ID: 5CFB que comparte 41,52 % con α1, 45,4 % con β2 y 41,84 % con γ2.

Otro aspecto a tener en cuenta al momento de elegir el template es la calidad con la que

están resueltas las estructuras. Los dos sistemas poseen una resolución similar, siendo 2,97

Å para PDB ID: 4COF y 3,04 Å para PDB ID: 5CFB. Por lo tanto, la resolución no fue

determinante en la selección y se eligió la estructura del receptor homopentámero GABAA

como plantilla, priorizando el porcentaje de identidad de secuencia.

A continuación se realizaron alineamientos múltiples de las secuencias de las subuni-

dades a modelar con la secuencia de la subunidad β3 y secuencias de otros miembros de

la familia empleando distintos programas: PROMALS [135], HHPRED [150] y Swissmo-

del [136, 157, 158]. Los resultados de los tres servidores fueron comparados, encontrando

discrepancias únicamente en la alineación del loop F de la subunidad α1. En esta región

se realizaron ajustes manuales de dos gaps para ajustar el alineamiento con información

experimental [1]. Además fue necesario modificar la región intracelular (ICD), la cual fue
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reemplazada por el conector -SQPARAA-, el mismo que fue empleado para obtener la es-

tructura cristalográfica del receptor [2]. En el proceso del modelado por homoloǵıa, el correcto

alineamiento de las secuencias es fundamental para obtener resultados de calidad. Es por

eso, que una cuidadosa evaluación de los mismos fue realizada para detectar posibles errores

producto de los algoritmos empleados.

La confección de los modelos fue realizada mediante el software Modeller 9.14 [133] em-

pleando el tipo de modelado “Automodel”, que incluye en el modelo restricciones espaciales

obtenidas del alineamiento. Se empleó el nivel más exhaustivo de refinamiento, “refine slow”.

500 modelos fueron realizados y calificados según dos funciones: DOPE (Discrete Opmimized

Protein Energy) [224] y Modeller Objective Function (molpdf).

Se inspeccionaron visualmente los mejores 20 modelos según estas dos funciones para

detectar posibles errores. El mejor modelo se seleccionó como aquel con la mayor cantidad

de residuos en la región más favorable del gráfico de Ramachandran (Figura 3.2). También se

tuvieron en cuenta los resultados de evaluación estructural obtenidos mediante los servidores

web Q-mean [203] y PROCHECK [202].

El modelo elegido fue refinado con el programa Coot [200] que ofrece distintas herramien-

tas para la optimización de rotámeros e interacciones entre cadenas laterales. Se empleó el

programa PROPKA a través de su servidor web [225–227] para asignar los estado de proto-

nación de los residuos (a pH fisiológico) y optimizar las redes de puentes de hidrógeno.

3.2.2. Modos Normales

Se analizaron los modos normales del modelo a través del servidor ElNémo [215]. Para el

cálculo de los 20 primeros modos se emplearon sólo los Cα. Para los otros parámetros fueron

empleados los valores por defecto.

3.2.3. Simulaciones de dinámica molecular

Se realizaron simulaciones de dinámica molecular para analizar la estabilidad del modelo.

En primer lugar se simuló atomı́sticamente al receptor modelado, embebido en una mem-

brana de POPC (palmitoyl-oleoyl phosphatidylcholina), rodeado por solvente expĺıcito. Este
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sistema, aśı como también uno formado por el receptor cristalizado (PDB ID: 4COF), fueron

simulados posteriormente empleando un campo de fuerza de grano grueso.

Simulaciones atomı́sticas

Se eligió el campo de fuerzas GROMOS53A6 [173] para describir la protéına, y el modelo

de aguas SPC [177] para el solvente. Se incorporaron contra-iones para neutralizar la carga

del sistema y se agregaron iones de sodio y cloruro para obtener un concentración efectiva

de 0,15 M. En todas las simulaciones el receptor GABAA fue insertado en una membrana

de 648 moléculas de POPC pre-formada y pre-equilibrada empleando MemBuilder [228]. Se

eligió este fosfoĺıpido principalmente porque ha sido usado previamente en simulaciones de

dinámica molecular de receptores de la misma familia [229,230]. Se emplearon los parámetros

de Berger para caracterizar los fosfoĺıpidos [231].

El sistema fue colocado en una caja ortorrómbica de dimensiones 14,0 x 14,0 x 16,5

nm3 de forma tal que los átomos pertenecientes a la protéına y a los ligandos no fueran

afectados por sus imágenes. Los sistemas completos (de aproximadamente 210.000 átomos)

fueron sometidos en primer lugar a una minimización de enerǵıa empleando el algoritmo

Steepest Descent, hasta alcanzar una fuerza de 500 kJ/mol.nm, empleando como paso inicial

0,01 nm. Seguidamente, los sistemas fueron sometidos a una termalización, en la cual se

aumentó progresivamente su temperatura desde 0 K hasta alcanzar los 310 K en 500 ps

mediante el algoritmo Simulated Annealing. Esta simulación fue realizada a presión constante

debido a la presencia de la membrana, ya que estos sistemas son inestables en simulaciones en

el ensamble canónico. Adicionalmente, se aplicaron restricciones al movimiento del átomo P8

(fosfato) de los fosfoĺıpidos, de manera tal de asegurar que estos se mantengan en el plano de

la membrana. La constante de fuerza empleada para la restricción fue de 1000 kJ/mol.nm2.

El segundo paso de equilibrado consiste en simulaciones de 10 ns en el ensamble NPT

aplicando restricciones sólo al movimiento de los átomos pesados de la protéına, permitiendo

una relajación de las interacciones con el solvente y con la membrana. Durante el equilibrado

se emplearon el termostato y barostato de Berendsen [187], ya que permiten equilibrar el

sistema eficientemente.

Finalmente se realizaron las simulaciones de producción de 100 ns. La temperatura se
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mantuvo contante a 310 K mediante el empleo del termostato de Nosé-Hoover [189, 190],

empleando una constante de acoplamiento de τ=0,8 ps, y la presión en 1 bar mediante el

baróstato de Parrinello-Rahman [192] con una constante de acoplamiento de τ=10,0 ps y

una compresibilidad de 4,5 105 bar.

Las interacciones de Van der Waals se limitaron mediante un valor de corte de 1,2 nm y se

empleó el algoritmo PME [185,186] para los cálculos de interacciones electrostáticas, también

con un valor de corte de 1,2 nm. La frecuencia de actualización de vecinos se estableció en

10 pasos, mediante el método GRID, con un corte de 1,2 nm. El algoritmo de Verlet [184]

se utilizó para la búsqueda de vecinos, mientras que las longitudes de los enlaces fueron

restringidas mediante el código LINCS [183].

Simulaciones de grano grueso

Se empleó el campo de fuerzas SIRAH para simular el modelo del receptor y la estructura

experimental del homopentámero, nuevamente en un entorno acuoso y embebidos en una

membrana de POPC. Cada una de las simulaciones fue de 1 µs. El paso de tiempo empleado,

al ser simulaciones de grano grueso, fue aumentado hasta 20 fs.

El protocolo seguido para estas simulaciones fue elaborado en conjunto con los desarro-

lladores del campo de fuerzas y consistió en una minimización inicial de la enerǵıa con el

algoritmo Steepest Descent hasta alcanzar una fuerza menor a 100 kJ/mol.nm con un paso

inicial de 0,05 nm; un equilibrado de 10 ns en el ensamble NPT con restricciones al movi-

miento iguales a las aplicadas en las simulaciones atomı́sticas; y finalmente las simulaciones

de producción de 1 µs. Para el equilibrado se emplearon el termostato V-rescale y el baros-

tato Berendsen, mientras que en la producción se emplearon V-rescale y Parrinello-Rahman.

La distancia de corte para los primeros vecinos fue de 1,4 nm. El análisis de las simulaciones

realizó mediante el paquete SIRAH tools [232].
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3.3. Resultados

3.3.1. Desarrollo y evaluación del modelo

El primer paso para confeccionar el modelo fue la creación del alineamiento de secuencias.

En la Figura 3.1 se puede observar el resultado final del alineamiento entre las subunidades

α1, β2, γ2 y β3. Los dominios modelados, el ECD y TMD, están constituidos por 333 residuos

en α1 y 332 en β2 y en γ2. Se incluyeron en el modelo las hélices α del extremo N-terminal

del receptor, las cuales son importantes para la expresión de los receptores en la superficie

celular [233].

Figura 3.1: Alineamiento de la subunidad β3 de humano (4COF) con las tres subunidades α1, β2 y γ2 del
receptor α1β2γ2 GABAA de humano. La numeración de la secuencia corresponde a las protéınas en su forma
madura. Los residuos están coloreados de acuerdo al porcentaje de identidad con la secuencia consenso. El
azul oscuro representa una identidad del 80 % o más, el azul se corresponde con más del 60 %, mientras que el
celeste representa una identidad superior al 40 %. Los loops que forman los sitios de unión están subrayados
en color verde, mientras que el emblemático Cys-loop con amarillo. El conector intracelular está señalado
con las siglas ICL (Intra-cellular Loop) y subrayado en color celeste.

74



El modelo final fue elegido de las 500 estructuras iniciales considerando parámetros es-

tructurales, tales como distancias y ángulos de enlace, y ángulos diedros, y los resultados de

servidores web de evaluación de estructuras. Los resultados obtenidos con el programa Q-

mean (Sección 2.1.4) muestran que el modelo elegido es levemente mejor que un reconocido

modelo previo [1], y aceptable en relación a la estructura cristalográfica (Tabla 3.1). Esto se

determina mediante el Z-score, que será más cercano a cero cuanto mejor sea el modelo.

Tabla 3.1: Puntajes Q-mean y Z-score correspondientes al modelo presentado en este trabajo, un modelo
previo [1] y la estructura cristalizada 4COF.

Estructura Q-mean Z-score

Modelo 0,572 -2,11

Modelo previo 0,507 -2,88

Estructura cristalográfica 0,581 -2,04

Aśı mismo, el gráfico de Ramachandran (Figura 3.2) confirma la buena calidad de la

geometŕıa del esqueleto del receptor, con un 99, 8 % de los aminoácidos en las regiones fa-

vorables. El 94, 2 % de los residuos se encuentran en las regiones más favorables, 5, 6 % en

las regiones permitidas adicionales y 0, 2 % en las zonas generosamente permitidas. En este

modelo ningún aminoácido presenta combinaciones de ángulos diedros prohibidas.

Los G-factors correspondientes a parámetros estereoqúımicos (ángulos diedros, largo de

enlaces y ángulo de enlaces) fueron obtenidos y analizados con el servidor web PROCHECK

(Sección 2.4). Estos ı́ndices muestran que el modelo mantiene una buena estructura global

(Tabla 3.2).
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Figura 3.2: Gráfico de Ramachandran para el receptor GABAA modelado. En rojo se representan las
regiones más favorables, en amarillo las regiones permitidas y en beige las zonas generosamente permitidas.
Los residuos que se observan en el fondo blanco (conformaciones no permitidas) corresponden a glicinas. El
gráfico fue realizado con PROCHECK [202].

Tabla 3.2: Parámetros estereoqúımicos del modelo.

Parámetro G-factor

Phi-Psi 0,11

Chi1-Chi2 0,22

Chi1 0,34

Chi 3-Chi 4 0,54

Omega -0,14

Largo de enlaces (cadena principal) -0,06

Ángulo de enlaces (cadena principal) -0,11

Promedio general 0,03

A partir de una cuidadosa inspección visual se confirmó que el modelo elegido representa

correctamente las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias del receptor.
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Perfil del Poro

El perfil del poro a lo largo del eje z fue medido con el programa HOLE [234]. Tal como

se puede observar en la Figura 3.3, existe una constricción de radio 1, 5 Å delimitada por los

residuos α1Pro240, β2Ala239 y γ2Pro239 pertenecientes a las hélices M2, a la altura del anillo

-2 (Figura 1.6). Este radio no permite el paso de iones cloruro a través del canal, ya que el

radio de Van de Waals de los aniones es de ∼ 1, 75 Å [235]. Por lo tanto, el modelo representa

al receptor en un estado cerrado. En particular, los ángulos de las hélices M2, respecto del

eje del canal, corresponden a un estado cerrado desensibilizado [2,34,46]. Este es el resultado

esperado ya que el template empleado fue obtenido en dicho estado de activación.

Figura 3.3: Perfil del canal. a. Radio del poro a lo largo del eje del canal; b. Visualización del poro como
una superficie, el color azul representa radios mayores a 2Å, el verde representa valores inferiores. Se señalan
los aminoácidos que forman los tres anillos relevantes para la apertura y el cierre del canal.

Interacción entre subunidades

En la bibliograf́ıa [236] se cuestiona el uso de la estructura PDB ID:4COF como plan-

tilla para realizar modelos del receptor debido a que la interacción entre subunidades vaŕıa

energéticamente para las distintas combinaciones. El homopentámero de subunidades β3 es

el subtipo que forma las interacciones más favorables y esto modificaŕıa la forma y dispo-
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sición de las cadenas laterales en los sitios de unión. Sin embargo, al momento de realizar

el modelo todas las estructuras disponibles de la familia de los receptores Cys-Loop eran

homopentaméricas.

Se llevó a cabo un análisis de la interacción entre subunidades mediante el servidor web

PISA [237] para el receptor modelado (Tabla 3.3), para el receptor α1β2γ2 experimental PDB

ID: 6D6U (Tabla 3.4) y para el homopentámero PDB ID: 4COF (Tabla 3.5). Se calculó el área

correspondiente a la interfaz, los residuos de la interfaz, la enerǵıa libre de interacción entre

las dos subunidades y su valor P (el cual representa que tan usual es dicha interfaz, valores

menores a 0,5 corresponden a interfaces frecuentes), el número de puentes de hidrógeno

y de puentes salinos. En ninguno de los tres casos se observaron puentes disulfuro entre

subunidades.

Tabla 3.3: Propiedades de las interfaces en el modelo del receptor α1β2γ2.

Interfaz Nro. Residuos Área [Å2] ∆G [kcal/mol] ∆G P-Value Nro. PH Nro. PS

A/B (α1/β2) 75/75 2509 -37,3 0,20 18 8

B/C (β2/α1) 73/68 2341 -27,3 0,51 19 1

C/D (α1/β2) 69/74 2503 -32,3 0,30 17 2

D/E (β2/γ2) 73/75 2347 -29,1 0,41 18 0

E/A (γ2/α1) 70/67 2360 -31,2 0,27 19 1

Tabla 3.4: Propiedades de las interfaces en el receptor α1β2γ2 obtenido experimentalmente.

Interfaz Nro. Residuos Área [Å2] ∆G [kcal/mol] ∆G P-Value Nro. PH Nro. PS

D/C (α1/β2) 77/79 2642 -43,8 0,08 15 6

C/B (β2/α1) 52/53 1678 -12,8 0,78 13 1

B/A (α1/β2) 62/63 1967 -22,4 0,48 13 3

A/E (β2/γ2) 71/70 2313 -29,6 0,36 15 0

E/D (γ2/α1) 60/61 1962 -24,2 0,28 9 2
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Tabla 3.5: Propiedades de las interfaces en el receptor homopentámero β3 de humano (PDB ID:4COF)

Interfaz Nro. Residuos Área [Å2] ∆G [kcal/mol] ∆G P-Value Nro. PH Nro. PS

A/B 75/74 2590 -36,3 0,28 22 8

B/C 65/69 2446 -33,6 0,32 22 5

C/D 71/71 2513 -31,9 0,38 27 5

D/E 69/71 2492 -31,8 0,37 22 4

E/A 70/67 2445 -30,3 0,42 18 5

Las interfaces entre subunidades del homopentámero son similares en cuanto a la enerǵıa

libre de formación, el área expuesta, el valor P y la cantidad de puentes de hidrógeno y

salinos. Por otro lado, en los dos receptores α1β2γ2 las interfaces son claramente diferentes,

reflejando su formación heterogénea. Para ambos sistemas la interfaz más favorable es la

α1+/β2-, coincidente con el sitio de unión de GABA en la posición vecina al sitio de unión

de las benzodiazepinas. Aśı mismo, en ambos receptores la interfaz menos favorable es la

formada por las subunidades β2+/α1-.

Las diferencias entre las enerǵıas de formación de los dos receptores α1β2γ2 no siguen

ningún patrón espećıfico que indique que la mayor enerǵıa de las interfaces del homopentáme-

ro se refleje en el modelo. De hecho, la interfaz α1+/β2- resultó ser más favorable en ambos

heteropentámeros, en comparación con la interfaz correspondiente en el receptor PDB ID:

4COF.

Empleo de modelos por homoloǵıa en simulaciones de docking molecular

Ha sido fuente de debate la aptitud de los modelos obtenidos mediante modelado por

homoloǵıa para estudios posteriores tales como docking molecular, que requieren una des-

cripción detallada de las posiciones y orientaciones de las cadenas laterales.

Cuando el docking no está guiado por datos experimentales se ha probado que la identidad

de secuencia, en particular la identidad local, está altamente correlacionada con la calidad

de los resultados obtenidos [172]. Por lo tanto, se calculó la identidad de secuencia para los

seis loops que participan en la unión de ligandos en las dos cavidades estudiadas.
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Tabla 3.6: Identidad de secuencia local entre la plantilla (PDB ID: 4COF) y las subunidades α1, β2 y γ2.

Loop α1 β2 γ2

Loop A 60 %* 100 %** 60 %

Loop B 50 %* 100 %** 63 %

Loop C 33 %* 66 %** 25 %

Loop D 40 %** 80 % 40 %*

Loop E 46 %** 100 % 54 %*

Loop F 30 %** 77 % 22 %*

* Loops involucrados en la cavidad de unión de las Benzodiazepinas.

** Loops involucrados en la cavidad de unión ortostérica.

El loop F de la subunidad γ2, aunque no contiene huecos en su alineamiento, posee baja

identidad de secuencia con el mismo loop de la subunidad β3. Los otros loops que participan

en la unión presentan al menos un 30 % de identidad de secuencia con el template empleado,

dando aśı mayor confianza a los resultados de docking. Estas diferencias en la estructura

primaria son consistentes con una especificidad respecto de los compuestos que se unen a

cada sitio de unión.

3.3.2. Modos Normales

Se ha propuesto que la transición entre estados de activación del receptor se manifiesta

globalmente como el movimiento relativo de rotación entre los dominios extracelulares y

transmembrana, actuando cada dominio como un cuerpo ŕıgido que gira en sentidos opuestos

[34]. Mediante el análisis de modos normales se observó este fenómeno en el modo de menor

frecuencia (Figura 3.4).

80



(a) (b)

Figura 3.4: Modo normal de menor frecuencia. a. Desplazamiento cuadrático medio del Cα para cada
residuo. Son particularmente móviles los aminoácidos de la región transmembrana; b. Representación del
movimiento.

Los modos siguientes, de mayor frecuencia, corresponden principalmente a movimientos

relativos del ECD y TMD respecto del ángulo que forman con el eje perpendicular a la

membrana (modos 8 y 9), y a movimientos del ECD en los cuales, a lo largo de dos direcciones,

el receptor se alarga y aplasta alternadamente, similar a una respiración (modos 10 y 11).

Los dos primeros reflejan una asimetŕıa respecto al plano de la membrana, mientras que el

segundo par de modos muestra un tipo de movimiento que refleja la falta de simetŕıa absoluta,

observada tanto experimentalmente como in silico a partir de simulaciones de grano grueso

y el análisis de interfaces.

3.3.3. Simulaciones de dinámica molecular

Simulación Atomı́stica

La simulación atomı́stica del receptor modelado muestra que a lo largo de los primeros 100

ns éste conserva su estructura global, si bien se observan cambios a nivel local, especialmente

en los sitios de unión en el ECD. El primer análisis fue el de la desviación cuadrática media

(RMSD) de los átomos Cα (Figura 3.5), que indica un movimiento del esqueleto de la protéına

acorde a su tamaño y al protocolo de dinámica molecular. El RMSD alcanza un valor estable
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cercano a 0,5 nm, del orden de magnitud esperable para este tipo de sistema.

Figura 3.5: RMSD para la simulación del receptor en estado APO.

Un aspecto importante a tener en cuenta a lo largo de las simulaciones es el comporta-

miento de la membrana. El área por ĺıpido resultó en promedio 0,61 ± 0,01 nm2, similar

al valor experimental obtenido para membranas de POPC a la misma temperatura (0,64

± 0,01 nm2) [238]. El espesor de la membrana plasmática se calculó en 3,5 ± 0,1 nm en

contraposición con el valor experimental 3,9 ± 0,1 nm [238].

Se pudo observar movimientos de apertura y cerrado del loop C y una gran movilidad

del loop F, que es propuesto como muy móvil e importante para la acción de los fármacos

[239,240] (Figura 3.6).

El radio a lo largo del canal vaŕıa durante la simulación de manera tal que la parte

superior de la región transmembrana adquiere valores menores que la constricción inferior

inicial, cuyo radio aumenta levemente (Figura 3.7). Esta transformación, podŕıa deberse a

un paso intermedio en el cierre del canal causado por la ausencia de agonistas. Las hélices

M2, adoptan una ángulo menor respecto del eje del receptor, cerrando el canal en el extremo

superior.
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(a) Loop C (b) Loop F

Figura 3.6: Fluctuación cuadrática media calculada para los loops C y F de las subunidades involucradas
en las cavidades ortostéricas y de unión de gran afinidad de las benzodiazepinas.

Figura 3.7: Radio del canal para las estructuras obtenidas de la dinámica molecular luego de 1 ns, 64 ns
(estructura representativa de la clusterización) y de 100 ns.

Simulación de Grano Grueso

La simulación de grano grueso para el receptor modelado mostró que este experimenta

cambios en la estructura global (Figura 3.8.a); más espećıficamente, se observó que las héli-

ces M4 del dominio transmembrana se abren hacia la membrana. Esta modificación podŕıa
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deberse al efecto de simular con grano grueso sumado al hecho que en el receptor modelado

falta el loop intracelular que conecta las hélices M3 y M4, que podŕıa estabilizar una deter-

minada orientación espacial de la hélice. Aśı mismo, el extremo C-terminal del receptor que

debeŕıa ubicarse en la región extracelular, no se ha modelado completamente y por lo tanto

facilita el movimiento de M4.

La simulación de grano grueso del receptor 4COF mostró un comportamiento similar al

del receptor modelado. Los RMSD son del mismo orden de magnitud, siendo el del receptor

experimental levemente superior (Figura 3.8.b). El RMSD de ambos receptores a lo largo de

estas simulaciones son superiores a aquellos observados en las simulaciones atomı́sticas.

(a) Modelo (b) PDB ID: 4COF

Figura 3.8: Desviación cuadrática media para el receptor representado con un campo de fuerza de grano
grueso. Se calculó cada 20 pasos, empleando los beads que representan al esqueleto de la protéına.

La estructura secundaria del modelo (Figura 3.9.a) se mantuvo estable a lo largo de

la simulación. En los primeros nanosegundos disminuyó del porcentaje de hélices alfa (H)

y láminas beta (B), y se incrementó el tipo coil (C). La identificación de una estructura

secundaria como coil puede corresponderse con regiones desestructuradas, o bien con otras

estructuras no comprendidas en la clasificación anterior.

Inicialmente, los porcentajes correspondientes a cada una de las estructuras secundarias

en la simulación del modelo fueron H= 37 %, B= 31 %, C= 32 %, y adquirieron los valores

finales H= 35 %, B= 27 %, C= 38 %. La estructura secundaria del receptor cristalográfico

posee un comportamiento similar (Figura 3.9.b). Los porcentajes correspondientes a cada

estructura fueron H= 36 %, B= 31 % y C= 33 % inicialmente, y al finalizar la simulación
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H= 33, 5 %, B= 27, 5 % y C= 39, 0 %.

(a) Modelo (b) PDB ID: 4COF

Figura 3.9: Evolución de la estructura secundaria a lo largo de las simulaciones de grano grueso. a. El modelo
presenta en promedio H= 35, 1±0, 4 %, B= 26, 9±0, 7 %, C= 38, 0±0, 8 %; b. El receptor cristalizado presenta
en promedio H= 34, 6± 0, 5 %, B= 26, 4± 0, 9 %, C= 39± 1 %.

Tal como era esperado, no se observó el pasaje de cloruros a lo largo del canal en ninguno

de los dos receptores. Ambos receptores se encuentran en un estado desensibilizado y sin

ligandos, por lo tanto, en caso de cambiar de estado, pasaŕıan al estado cerrado basal. Śı se

observó la modificación de la orientación relativa de las hélices M2, que se cierran en el

extremo superior. En la simulación del modelo se observó que los iones cloruro ubicados en

la región extracelular del canal permanecen alĺı a lo largo de la trayectoria. En la simulación

de la estructura cristalográfica (PDB ID: 4COF) uno de los iones llega a la región superior

del dominio transmembrana, mostrando que esta ubicación es estad́ısticamente probable. El

poro en la región transmembrana se mantiene deshidratado durante toda la simulación, con

moléculas de agua llegando hasta el primer anillo de este dominio.

En cuanto a las propiedades de la membrana, en la simulación del modelo esta mani-

festó un espesor de 3,8 ± 0,1 nm (Figura 3.10.a), valor muy cercano al experimental 3,9 ±

0,1 nm [238]. El área por ĺıpido se calculó en 0,70 ± 0,01 nm2, levemente superior al valor ex-

perimental 0,64 ± 0,01 nm2. En la simulación de PDB ID: 4COF los valores correspondientes

al espesor de la membrana (Figura 3.10.b) y el área por ĺıpido fueron 3,7 ± 0,1 nm y 0,71 ±

0,02 nm2 respectivamente. El área por ĺıpido nuevamente es mayor al valor experimental.

Se observó que en la región correspondiente a la membrana la densidad de agua e iones es
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prácticamente nula (Figura 3.10). Además, la presencia de la protéına modifica la densidad

del agua en la región donde está ubicada.

(a) Modelo (b) PDB ID: 4COF

Figura 3.10: Densidades de las distintas especies que componen al sistema formado por el receptor mem-
brana de POPC, agua e iones. a. Modelo; b. Receptor PDB ID: 4COF.

3.3.4. Comparación con el receptor PDB ID: 6D6U

Se realizó una comparación estructural del modelo del receptor con la estructura resuelta

mediante criomicroscoṕıa electrónica. Se calculó la desviación cuadrática media de los áto-

mos Cα de cada subunidad entre los dos receptores (Figura 3.11.a). Se observa que el ECD

se encuentra conservado, mientras que el TMD (residuos 215-336) muestra diferencias muy

marcadas, especialmente en las subunidades β2 y γ2. La subunidad γ2 muestra las varia-

ciones más pronunciadas, con valores inusualmente altos de RMSD. Esta tendencia puede

ser explicada por los distintos estados de activación de los receptores, junto con la falta de

los loops pre-M1 y M2-M3 en la subunidad γ2 de la estructura experimental, sumado a la

pérdida de simetŕıa del receptor PDB ID: 6D6U. Aśı mismo, Zhu, et. al. advirtieron en la

publicación de la estructura, que la conformación del TMD está afectada por la presencia de

detergentes y la falta del ICD [57].

La superposición del backbone del ECD del modelo in silico y de los receptores obtenidos

experimentalmente PDB ID: 6D6U y 6D6T, mostró que no hay diferencias apreciables entre

ellas (Figura 3.11.b).

86



(a) (b)

Figura 3.11: Comparación entre el modelo por homoloǵıa y las estructuras experimentales del receptor
GABAA α1β2γ2. a. RMSD por residuo calculado entre la estructura modelada y PDB ID: 6D6U; b. Su-
perposición realizada con Chimera [199] de los ECD de la estructura modelada (beige) y las estructuras
determinadas experimentalmente PDB ID: 6D6U (celeste) y 6D6T (lila).

3.4. Conclusiones

Luego de la evaluación del modelo mediante funciones energéticas provistas por el pro-

grama de modelado, y analizando parámetros estructurales diferentes tales como ángulos

diedros y distancia entre enlaces, es posible asegurar que el modelo posee suficiente calidad

estereoqúımica.

Las enerǵıas de las interfaces son comparables con aquellas obtenidas para el receptor

experimental PDB ID: 6D6U, y las interacciones están ligeramente alteradas respecto del

homopentámero, como es esperado por ser una estructura heteromérica.

Los movimientos globales observados en las simulaciones, como el cierre del poro en la

región superior y la pérdida de simetŕıa, pueden ser identificados como una caracteŕıstica

general del receptor y no como una peculiaridad del modelo. Por un lado, se observa el

mismo tipo de comportamiento en las simulaciones del homopentámero; y por otro lado, se

correlacionan con los primeros modos normales calculados. La pérdida de la simetŕıa ha sido

observada no solo en las simulaciones de grano grueso del modelo y del homopentámero, sino

que además es caracteŕıstica en las estructuras resueltas experimentalmente, particularmente

en aquellas que poseen la subunidad γ2. En ellas se observó una pérdida parcial de la pseudo-
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simetŕıa del canal debido a la presencia de dicha subunidad [57].

Todas las simulaciones muestran, mediante el RMSD, que la estructura del modelo es

estable.

La comparación con la reciente estructura experimental del receptor GABAA α1β2γ2(PDB

ID: 6D6U), muestra que el ECD no presenta grandes cambios respecto del modelo, mien-

tras que el TMD es notablemente distinto. Debido a que no se pudo caracterizar el estado

de activación de la estructura experimental y a la baja resolución de la misma, un modelo

por homoloǵıa como el presentado en este trabajo, ampliamente caracterizado, sigue siendo

de utilidad para el estudio de los receptores GABAA. Por otra parte, la contrastación en-

tre el modelo y la estructura experimental sirvió para establecer la validez de los métodos

computacionales empleados a lo largo de todo el trabajo.

Por los motivos expuestos anteriormente, la estructura del homopentámero es adecua-

da para modelar el receptor α1β2γ2. El modelo confeccionado durante este trabajo de tesis

posee suficiente calidad como para ser empleado en estudios posteriores de docking y dinámi-

ca molecular para evaluar su interacción con moléculas de interés biológico como ligandos

endógenos, compuestos farmacológicos y otras protéınas.
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Caṕıtulo 4

Parte II - Interacción con ligandos

4.1. Objetivos

Corroborar la capacidad de los sitios de unión de contener ligandos conocidos.

Encontrar los modos de unión de ligandos relevantes.

Evaluar la estabilidad de los modos de unión.

Calcular la enerǵıa libre de interacción de los complejos.

4.2. Métodos

Para llevar a cabo el análisis de interacción de distintos ligandos con el modelo del receptor

GABAA se emplearon tres técnicas distintas: Docking Molecular, simulaciones de Dinámica

Molecular y el método de Adapting Biasing Force (ABF).

Por un lado se estudió la unión de los ligandos GABA, muscimol, bicuculina y gabazine

(Figura 1.9) a los sitios de unión ortostéricos. Por otro, se analizaron los modos de unión

de diazepam, flurazepam, clonazepam, flunitrazepam, flumazenil, Ro15-4513, zolpidem y

eszopiclona (Figura 1.11) a la cavidad de las benzodiazepinas.
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4.2.1. Docking Molecular

AutoDock Vina

Se empleó AutoDock Vina para obtener posibles modos de unión de ligandos mencionados

anteriormente. En cada caso se aplicó una grilla de 24 x 24 x 24 Å3 centrada en el sitio de

unión correspondiente. Se emplearon cargas Gasteiger para el receptor y para los ligandos. Se

calcularon 50 modos de unión, con el nivel 50 de exhaustividad en la búsqueda (superior al

valor por defecto) y se estableció como criterio de corte un máximo de diferencia de enerǵıa

entre el mejor modo y el peor de 3 kcal/mol (valor por defecto).

HADDOCK

Paralelamente se utilizó el programa HADDOCK [137, 170], que incorpora información

experimental sobre la interacción para predecir los modos de unión. Estos datos fueron

obtenidos a partir de una exhaustiva búsqueda bibliográfica que dió como resultado las

tablas A.1, A.2, A.3 y A.4 del Apéndice A. La información experimental se incorporó a la

simulación determinando una serie de residuos activos y pasivos en el receptor (el ligando

se considera como un único residuo activo). En todos los casos se definieron como activos

aquellos aminoácidos para los cuales hab́ıa evidencia clara de interacción con el ligando y los

residuos pasivos fueron definidos por el programa como aquellos circundantes a los activos.

El docking se realizó a través de la interfaz Gurú del servidor de HADDOCK, mante-

niendo la mayor parte de las opciones por defecto, excepto el ĺımite para la formación de

grupos, que se estableció en 2 Å y se impidió que se eliminen los hidrógenos no polares

(siguiendo las recomendaciones del manual de usuario). La parametrización del ligando fue

realizada automáticamente por PRODRG [210] y el estado de protonación de las Histidinas

fue obtenido mediante el servidor MolProbity [201].

Para cada ligando se obtuvieron como máximo 200 modelos, previamente refinados me-

diante simulaciones cortas de DM con solvente expĺıcito. En este paso se permitió el movi-

miento libre de las cadenas laterales de los aminoácidos.
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Análisis

Los mejores modos de unión, clasificados mediante ambos programas de Docking Mole-

cular, fueron sometidos a un análisis de las interacciones entre los ligandos y los residuos

del receptor. Para dicho análisis se establecieron ciertas definiciones: los átomos vecinos son

aquellos separados por una distancia menor que la suma de su radio de Van der Waals más

2,75 Å (diámetro aproximado de una molécula de agua). Después de identificar todos aquellos

residuos que poséıan átomos a una distancia de contacto, se identificaron las interacciones

genuinas, es decir aquellas que efectivamente ocurren en la naturaleza: puentes de hidrógeno,

puentes salinos, interacciones hidrofóbicas, interacciones cation−π y π-stacking.

Estas interacciones fueron tabuladas y comparadas con las observadas experimentalmente

(Ver Apéndice A). Luego se clasificaron los residuos interactuantes en Verdaderos Positivos

(VP), Falsos Positivos (FP) y Falsos Negativos (FN). Los VP son aquellos aminoácidos en

los cuales coincide la interacción predicha por nuestro modelo y la propuesta experimen-

talmente. Existen dos clases de FP: aquellos residuos identificados en nuestro modelo como

interactuantes con el ligando pero que contradice la información experimental, y aquellos

ubicados a una distancia de contacto pero cuya interacción no es genuina. Finalmente, los

FN son aminoácidos propuestos en la literatura como interactuantes, pero que no lo hacen

en nuestro modelo.

Una vez clasificados los aminoácidos se computaron dos ı́ndices estad́ısticos: precisión y

sensibilidad, que han sido empleados en trabajos para evaluar la calidad de modos de unión

obtenidos computacionalmente [241–245].

Precisión =
V P

V P + FP
(4.1)

Sensibilidad =
V P

V P + FN
(4.2)

Para la evaluación de las poses encontradas se tuvo en cuenta la correlación existente

entre la similitud estructural de ligandos, sus modos de unión y sus funciones [246, 247]. El

ı́ndice de Tanimoto es considerado una de las mejores métricas para el cálculo de similitud

(Ec. 4.3):
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TC(A,B) =
c

a+ b− c
(4.3)

donde c es el número de caracteŕısticas que comparten los compuestos A y B, y a y b

corresponden al número de caracteŕısticas presentes en cada compuesto [247]. Para evaluar

los ı́ndices de Tanimoto entre cada ligando se empleó el programa OpenBabelGUI V.2.4.1

[248,249].

4.2.2. Dinámica molecular

Los protocolos de docking son de naturaleza estática y, en general, no consideran expĺıci-

tamente al solvente, o lo hacen en simulaciones muy breves. Por este motivo, las simulaciones

de dinámica molecular permitieron que tanto los ligandos como las cadenas laterales de los

receptores se adaptaran a la nueva conformación del complejo. Se ha demostrado recien-

temente, en estudios de interacción protéına-ligando de GPCRs basados en modelos por

homoloǵıa (con baja identidad de secuencia), que las simulaciones de dinámica molecular

mejoran la calidad de las poses en relación a los datos experimentales [243,250,251].

Se simuló, mediante DM, secuencialmente al receptor con distintos ligandos unidos a sus

correspondientes sitios de unión. Los sistemas elegidos fueron:

Receptor con un GABA unido al sitio G2.

Receptor con un Muscimol unido al sitio G2.

Receptor con un Gabazine unido al sitio G2.

Receptor con un Bicuculina unido al sitio G1.

Receptor con dos GABA y un Diazepam.

Receptor unido a Diazepam.

Receptor unido a Flurazepam.

Receptor unido a Clonazepam.

Receptor unido a Flunitrazepam.
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Receptor unido a Flumazenil.

Receptor unido a Ro15-4513.

Receptor unido a Zolpidem.

Receptor unido a Eszopiclona.

En todos los casos se simularon los complejos con mejores ı́ndices de precisión y sensibili-

dad. Adicionalmente, algunos complejos (GABA, diazepam, Ro15-4513 y flumazenil) fueron

simulados con conformaciones iniciales alternativas a modo de comparación.

Tanto el protocolo como las condiciones de simulación fueron las mismas que aquellas

empleadas para simular al receptor en estado APO (Ver sección 3.2.3 en página 72). Los

parámetros que describen las propiedades de los ligandos fueron obtenidos a partir del repo-

sitorio Automated Topology Builder repository (ATB) [252].

Todas las simulaciones fueron filtradas con g filter y clusterizadas con g cluster para

obtener las estructuras representativas de la simulación. Aśı mismo, las propiedades ma-

croscópicas del sistema fueron monitoreadas mediante el uso de g energy.

4.2.3. ABF

El método de Adaptive Biasing Force, o ABF, fue implementado a través del programa

NAMD2.12 [142,253,254] que posee un módulo espećıficamente diseñado para estos cálculos

(Módulo de Variables Colectivas) [255]. Debido al alto costo computacional que implican

estas simulaciones se trabajó solamente con los ECDs de las subunidades α1 y γ2.

Las interacciones atómicas de la protéına fueron descriptas a través del campo de fuerza

AMBER99SB. Es un campo de fuerza del tipo All atom y representa detalladamente las

interacciones con el ligando, lo cual es requerido para este tipo de análisis. El ligando fue

parametrizado con el software ACPYPE [209, 211] empleando el campo de fuerzas GAFF

(del inglés Generalized Amber Force Field) [256]. Se empleó el modelo de agua TIP3P [257],

que al igual que el SPC es un modelo de tres puntos, y además es compatible con campos

de fuerza AMBER.

El protocolo a seguir fue distinto respecto de aquel empleado para realizar las simulaciones
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de dinámica molecular, ya que el objetivo y los requerimientos son diferentes. En primera

instancia se realizó una minimización de enerǵıa de 10.000 pasos empleando el algoritmo

de Gradiente Conjugado. Luego se realizó un equilibrado de 5 ns en el ensamble NPT. En

todos los casos se aplicaron restricciones al movimiento de los átomos del esqueleto de la

protéına con fuerza armónica de constante 2 kcal/mol.Å2. Las fuerzas de restricción son

ortogonales a la dirección en la cual se calculó el gradiente de la enerǵıa libre, tal que la

medición fue efectivamente realizada en grados de libertad sin restricciones. La temperatura

se mantuvo constante en 310 K mediante el termostato de Langevin empleando un coeficiente

de amortiguamiento de 1 ps−1; la presión se mantuvo en 1 atm mediante el empleo del

barostato de Langevin con el peŕıodo del pistón de 200 fs y constante de decaimiento 100

fs. Los termostatos y barostatos empleados, aśı como los parámetros que los acompañan son

los recomendados para este tipo de simulaciones. Se eligió un tiempo de integración de 2

fs, y para ello todos los enlaces fueron restringidos mediante el algoritmo SHAKEH. Las

interacciones electrostáticas fueron tratadas con el algoritmo Particle Mesh Ewald (PME)

tomando una grilla con un espaciado de 1 Å. Las interacciones de Van der Waals se truncaron

con un valor de corte de 1 nm.

Se eligió como variable colectiva la distancia d entre los centros de masa del dominio

ECD de la protéına, y los ligandos (Figura 4.1) para representar la salida de los mismos. En

todos los casos se tomaron intervalos de 0,1 Å y 1000 muestras por cada intervalo previas a

la aplicación de la fuerza. Además se empleó un potencial de 10 kcal/mol para delimitar los

extremos inferior y superior de cada ventana.

Se recomienda que las simulaciones realizadas empleando este método se estratifiquen,

es decir, que se dividan en pequeñas ventanas para alcanzar la convergencia en un tiempo

menor. Debido a que las estructuras que se emplearon para cada paso de la estratificación

debieron estar equilibradas, se realizó una simulación de ABF previa para toda la trayectoria.

En cada sistema la simulación inicial, de 5 ns, se realizó variando la distancia d entre 8 Å y 40

Å (Fig.4.1). De dicha simulación se adquirieron estructuras cada 2 Å y se simularon en forma

secuencial hasta obtener la convergencia energética luego de 20 ns. En ciertos casos, en los

que el muestreo de las regiones más cercanas al mı́nimo no fueron suficientes, se emplearon

ventanas de 1 Å.
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Figura 4.1: ABF. a. Vista frontal de la configuración inicial; b. Vista lateral esquemática de la variación
de la distancia a lo largo de la coordenada de reacción. En la simulación el ligando puede moverse en un
casquete esférico de radio d y espesor 2 Å.

La convergencia está definida por la desviación cuadrática media de la enerǵıa (RMSE,

Ec.4.4), que se consideró realizada si es del orden de 2 kcal/mol.

RMSE =

√∑N
i,j(xi − xj)2

N
(4.4)

Debido a los tiempos de cálculo se realizaron simulaciones de ABF sólo para diazepam,

zolpidem y flumazenil. Se eligieron estos ligandos ya que poseen valores de enerǵıa libre de

unión experimentales publicados.

4.3. Resultados

4.3.1. Sitio de unión ortostérico

Se analizaron las interacciones presentes para cada uno de los modos de unión obtenidos

y se contrastaron con los datos experimentales (Tablas A.1 y A.2). Con esta información

se calcularon los ı́ndices de precisión y sensibilidad, y se seleccionaron las poses más repre-

sentativas. Se analizó la unión de ligandos en los dos sitios ortostéricos y se obtuvieron, en

general, configuraciones similares, aśı como también puntajes del mismo orden de magnitud.

En general, todos los estudios mostraron ı́ndices de precisión y sensibilidad altos (Tabla

4.1), indicando que hay pocos residuos en el sitio de unión que no son reconocidos por los
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protocolos de docking o no están disponibles para la interacción en los modelos aqúı pro-

puestos. Sin embargo, la bicuculina representa una excepción ya que posee mejor ı́ndice de

sensibilidad que de precisión. Una posible causa de este fenómeno es el tamaño del ligando,

ya que ocupa una gran fracción del sitio de unión.

Tabla 4.1: Índices de precisión y sensibilidad de los modos de unión obtenidos mediante simulaciones de
docking molecular y dinámica molecular de ligandos de la cavidad Ortostérica.

Ligando Software Precisión Sensibilidad

GABA

ADV 1,00 0,81

HADDOCK 1,00 0,81

DM 1,00 0,78

Muscimol

ADV 0,85 0,79

HADDOCK 1,00 0,75

DM 1,00 1,00

Bicuculina

ADV 0,73 0,85

HADDOCK - -

DM 0,50 0,08

Gabazine

ADV 0,93 0,72

HADDOCK 1,00 0,76

DM 0,89 0,44

Como caracteŕıstica general, los ı́ndices de precisión y sensibilidad revelan que las poses

de los agonistas de la cavidad ortostérica fueron mejoradas o se mantuvieron igual a lo

largo de las simulaciones de DM. Los antagonistas, por su parte presentan una disminución

marcada de ambos ı́ndices.

Mientras que las poses de GABA y muscimol no presentan falsos positivos (Tabla 4.2), los

antagonistas no logran acomodarse en el sitio de unión y las cadenas laterales circundantes no

logran re-organizarse alrededor de los ligandos. En cuanto a los Falsos Negativos de GABA,

β2Ser156 forma un puente de hidrógeno con el ligando por un corto peŕıodo de tiempo

y no puede considerarse un VP. Sin embargo, simulaciones más largas podŕıan mejorar

estad́ısticamente el contacto. β2R207 interactúa con un residuo del loop F (Figura 4.6) y
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con β2Glu155 (Figura 4.7), por lo tanto, si bien no está interactuando directamente con el

ligando, tiene una participación activa en el modo de unión.

Tabla 4.2: Residuos de la cavidad Ortostérica clasificados de acuerdo a su interacción con los ligandos para
los complejos obtenidos de las simulaciones de DM.

Ligando Verdaderos Positivos Falsos Positivos Falsos Negativos

GABA

β2Tyr97, β2Glu155,
β2Tyr157, β2Gly158,
β2Phe200, β2Ser201,
β2Thr202, β2Tyr205,
α1Phe65, α1Thr130

-
β2Ser156, β2R207,

α1Arg67

Muscimol

β2Tyr97, β2Glu155, β2Ser156,
β2Tyr157, β2Phe200,
β2Thr202, β2Tyr205,

β2Arg207 α1Phe65, α1Arg67,
α1Arg120, α1Thr130

- -

Bicuculina α1Val181 α1Arg173

β2Tyr97, β2Leu99,
β2Tyr157, β2Phe200,
β2Thr202, β2Tyr205,
β2Arg207 α1Phe65,
α1Arg67, α1Leu118,
β2Ser156, α1Arg132

Gabazine

β2Phe200, β2Tyr205,
α1Phe65, α1Arg67, α1Ser69

α1Leu118, α1Arg120,
α1Thr130

α1Arg173

β2Tyr97, β2Leu99,
β2Ser156, β2Tyr157,
β2Gly158, β2Ser201,
β2Thr202, β2Gly203,
α1Asp63, α1Val181

Para evaluar la estabilidad de las uniones se calculó la desviación cuadrática media

(RMSD) de los átomos de cada uno de los ligandos y de los átomos del esqueleto del re-

ceptor a lo largo de las simulaciones (Figura 4.2). Los agonistas son estables en el sitio de

unión mientras que los antagonistas son muy móviles. El RMSD del receptor es similar en

los cuatro complejos entre si, y respecto de la estructura APO.
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(a) Ligandos (b) Complejo

Figura 4.2: a. Desviación cuadrática media de los átomos de los ligandos que se unen al sitio de unión
ortostérico a lo largo de las simulaciones de DM. El ajuste previo al cálculo se realizó sobre los átomos del
esqueleto de la protéına; b. Desviación cuadrática media de los Cα del receptor a lo largo de las simulaciones
de DM con ligandos unidos a la cavidad ortostérica.

GABA

El docking con HADDOCK dió como resultado, en ambos sitios, dos clusters los cuales

conteńıan el 95 % de todos los modelos refinados, siendo el más numeroso el cluster de menor

puntaje, que es el que contiene los complejos más favorables. En la mejor configuración el

ácido carbox́ılico de GABA forma un puente salino con α1Arg67 y un puente de hidrógeno con

β2Thr202. Uno de los carbonos laterales está en contacto con β2Tyr205 y β2Tyr97. Además,

este último residuo interactúa con la amina protonada, la cual está en contacto con β2Glu155

y β2Ser156. α1Phe65 es parte de la base de la cavidad, muy cercana al ligando (< 4 Å) y

forma parte de la denominada caja aromática compuesta por β2Phe200, β2Tyr157, β2Tyr97 y

β2Tyr205. Todas estas caracteŕısticas están de acuerdo con lo observado experimentalmente.

Los resultados de ADV fueron similares para los dos sitios de unión, en los cuales se

pueden observar las interacciones anteriormente nombradas. La afinidad calculada en los dos

sitios de unión es la misma (−5,0 kcal/mol).
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Figura 4.3: Modo de unión del ligando GABA obtenido mediante el programa HADDOCK.

La simulación del receptor con una molécula de GABA unida al sitio G2 de la estructura

obtenida por HADDOCK mostró que el ligando permanece unido al sitio de unión los 100

ns. Sin embargo, perdió el contacto de α1Arg67 que se supone vital para la unión. A lo largo

de esta simulación mantiene los puentes de hidrógeno con β2Glu155 y con los residuos del

loop C β2Ser201 y β2Thr202.

Figura 4.4: Pose de GABA en la estructura representativa de la dinámica molecular realizada con el ligando
en el sitio G2.

En forma independiente, se simuló al receptor unido a dos moléculas de GABA y una

de diazepam. La conformación inicial del sistema fue obtenida a partir de HADDOCK. En

esta simulación, diazepam permaneció en su sitio de unión (Ver sección 4.3.2) al igual que

la molécula de GABA en G1. Sin embargo, la otra molécula de GABA sale de la cavidad

G2 a los 15 ns. A lo largo de la simulación GABA en G1 interactúa mediante puentes de
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hidrógeno con α1Arg67, α1Thr130, β2Tyr97, β2Glu155, β2Ser156, y con los residuos del loop

C β2Ser201, β2Thr202 y β2Tyr205.

En general, los resultados obtenidos para este ligando luego de la DM no mejoran los

obtenidos en el docking. Estos resultados, más allá de las interacciones espećıficas que posean

inicialmente, nos indican que el entorno del ligando contribuye a que este se mantenga en

determinada conformación y en el sitio de unión.

La publicación de las estructuras PDB ID: 6D6U y 6D6T, en las cuales el receptor GABAA

α1β2γ2 se encuentra unido a dos moléculas de GABA, permitió la comparación de los modos

de unión obtenidos in silico con información estructural experimental. Al comparar las poses

de GABA en ambas cavidades se observó que, si bien las cadenas laterales se superponen

casi completamente, GABA posee un pequeño cambio en su orientación (RMSD 0,8Å) que

modifica ciertos contactos. Esto indica que el ligando no se une de una única forma a las

distintas cavidades. En ambos casos GABA mantiene interacciones hidrofóbicas con α1Phe65,

β2Tyr157 y β2Tyr205 (al igual que en el modo de unión predicho in silico) y un puente salino

con α1Arg67. Sin embargo, en uno de los dos casos mantiene un puente de hidrógeno con

β2Thr130 (al fondo de la cavidad) y en el otro con β2Tyr97.

La comparación entre los modos de unión de GABA en la cavidad G2 para la pose

encontrada con AutodockVina, HADDOCK y la estructura 6DGU mostró que el modo de

unión provisto por HADDOCK se asemeja más al experimental (Figura 4.5). RMSD = 1,3

Å vs RMSD = 3,3 Å. Aśı mismo, el rotámero de la α1Arg67 presenta diferencias, entre el

complejo experimental y el complejo de HADDOCK. Esta diferencia en la disposición de la

cadena lateral podŕıa causar el desacople posterior entre la arginina y el ligando.
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Figura 4.5: Comparación de los modos de unión de GABA según ADV (celeste), HADDOCK (lila) y la
estructura experimental PDB ID: 6D6U (beige).

Es interesante destacar el comportamiento, a lo largo de las simulaciones de DM, de

ciertos residuos del sitio de unión. Si GABA permanece en su sitio de unión, el loop F se

acerca a la subunidad principal. Dicho acercamiento se puede observar en la Figura 4.7, que

compara la distancia entre los aminoácidos β2Arg207 y α1Asp184, pertenecientes a los loop

C y F respectivamente, en presencia y ausencia de GABA. Estos aminoácidos se encuentran

a una distancia semejante en la estructura PDB ID: 6D6U (∼ 7,7 Å), lo que refuerza la

evidencia a favor del acercamiento del loop F.
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Figura 4.6: Distancia entre β2Arg207 y α1Asp184 para los dos sitios de unión ortostéricos a lo largo de la
simulación de DM. Cuando el ligando se encuentra en el sitio de unión (celeste) se produce un acercamiento
del loop F hacia la cara principal del sitio.

La red de interacciones entre β2Arg207, β2Glu153 y β2Glu155 parece independiente de la

presencia de GABA (Figura 4.7). En la estructura experimental se observan también puentes

de hidrógeno entre estos residuos.

Figura 4.7: La cercańıa entre los grupos cargados de los residuos β2Arg207, β2Glu153 y β2Glu155 es un
indicador de una posible interacción del tipo puente salino.
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Muscimol

Mediante HADDOCK se encontró un único modo de unión para muscimol, representando

el 98,5 % de las estructuras refinadas. En este caso, la configuración revela dos puentes de

hidrógeno: entre el grupo cetona y α1Arg67, y entre la amina protonada y el esqueleto

de β2Ser156. Dos puentes salinos se forman entre la amina protonada y los aminoácidos

β2Glu155 y β2Tyr97. Es factible también que se establezca una interacción cation-π con

β2Tyr97 y π-stacking con β2Phe200 (Figura 4.8).

El modelo de unión obtenido mediante ADV, muestra puentes salinos con α1Arg67,

β2Glu155 y β2Tyr97; interacciones hidrofóbicas con α1Phe65 y π-stacking con β2Phe200.

Existe evidencia experimental de que estos residuos interactúan con el ligando (Tablas A.1 y

A.2). Las configuraciones de los modelos anteriores [1,56] coinciden en la ubicación entre los

residuos α1Arg67 y β2Glu155, aunque no se ajustan completamente a la posición propuesta

aqúı.

Figura 4.8: Estructura del complejo receptor GABAAmuscimol obtenida con HADDOCK.

Finalmente, la dinámica molecular realizada a partir de la estructura obtenida con

HADDOCK, mostró interacciones del tipo puentes de hidrógeno con α1Arg120, α1Thr130,

β2Glu155 y β2Thr202 (ocupancias de 1 %, 61 %, 0,4 % y 53 %, respectivamente), además π-

stacking con α1Phe65 y β2Tyr205. Aśı mismo, a lo largo de la simulación muscimol estable-

ció interacciones del tipo puente salino con α1Arg67 (ocupancia 1 %) y puente de hidrógeno

con β2Tyr97, β2Ser156 y β2Ser201 (ocupancias de 13 %, 3 % y 24 %, respectivamente). Tam-
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bién se observaron interacciones hidrofóbicas con β2Phe200.

Figura 4.9: Estructura representativa de la unión del ligando muscimol durante la dinámica molecular. La
estructura se obtuvo de la clusterización de la simulación de producción.

Bicuculina

Establecer los posibles modos de unión del ligando bicuculina resultó dificultoso por

dos razones: la escasa información experimental sobre las interacciones que establece con el

receptor y debido a que no fue posible realizar el docking de bicuculina mediante HADDOCK.

En el modelo de unión obtenido mediante ADV, el residuo α1Phe65, hipotéticamen-

te importante, se ubicó paralelo al anillo benzénico de bicuculline en un plano 3,6 Å por

debajo del ligando interactuando, posiblemente, mediante π-stacking tal como se ha predi-

cho experimentalmente. El ligando interactua con los residuos β2Tyr97, β2Leu99, β2Tyr157,

β2Phe200, β2Thr202, β2Tyr205, β2Arg207, α1Arg67, α1Leu118 y α1Val181. Sander y cola-

boradores [56], mostraron una posición que no está en concordancia con nuestros resultados,

pero no presentaron información experimental que valide dicha hipótesis.
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Figura 4.10: Modo de unión de Bicuculina hallado con ADV.

Bicuculina exploró distintas posiciones y orientaciones a lo largo de la simulaciónde DM,

tal como se revela en su RMSD (Fig. 4.2). En algunas de ellas se encuentra parcialmente

fuera de la cavidad de unión. Presentó únicamente interacciones hidrofóbicas con α1Phe46

y α1Val181, y un puente salino con α1Arg173. La simulación de DM puso de manifiesto que

la pose encontrada inicialmente no es estable, al menos para la disposición de las cadenas

laterales correspondiente a un estado con agonista unido.

Figura 4.11: Configuración representativa de la dinámica molecular de bicuculina.

Gabazine

Gabazine, el otro antagonista analizado, es más pequeño y esto permitió que se encon-

traran modos de unión factibles por medio del empleo de ambos programas de docking
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molecular.

Mediante HADDOCK se encontraron modos de unión clasificados en 10 conjuntos que

conteńıan el 68 % de los complejos obtenidos. En el complejo más favorable, si bien el ligando

interactúa con α1Arg67 mediante un puente salino y está a una distancia de contacto de

β2Arg207, como se ha establecido experimentalmente, la supuesta interacción con α1Asp63

no está presente. Gabazine establece interacciones hidrofóbicas con α1Phe65 y β2Leu99, π-

stacking con β2Phe200 y β2Tyr 205, aśı como también puentes de hidrógeno con β2Thr202

y β2Tyr157.

Curiosamente, ambos antagonistas mantuvieron contactos con residuos de la región de la

lámina β1: α1Phe46, α1Val47 y α1Thr48 que no han sido explorados aún mediante métodos

experimentales.

Figura 4.12: Mejor modo de unión para el complejo formado por gabazine y el receptor GABAA. Este fue
obtenido mediante HADDOCK.

Debido a que la estructura obtenida mediante HADDOCK posee mejores indices de

precisión y sensibilidad se realizó una simulación de DM con dicha configuración inicial.

Durante la simulación el ligando exploró distintas posiciones e interacciones con el receptor,

ubicándose en mayor medida en una posición superior a la inicial, por encima del loop C

(Figura 4.13). En concordancia con el modo de unión de la estricnina en el GlyR (PDB ID:

5CFB) [40], gabazine se posicionó en el extremo superior del sitio de unión. El loop C se abrió,

favoreciendo la salida de gabazine de la cavidad, si bien el ligando se mantuvo unido a la cara
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complementaria del sitio. Debido a que el ligando fue inestable a lo largo de la simulación

y que no logró acomodarse en un modo correlacionable con los datos experimentales, no fue

posible proponer un modo de unión para este ligando.

Figura 4.13: Configuración representativa de la dinámica molecular. El ligando está en la parte superior
del sitio de unión.

4.3.2. Sitio de unión de las benzodiazepinas

En general, las benzodiazepinas clásicas (Figura 4.14.a) comparten una gran similitud

en sus propiedades estereoqúımicas, lo cual se refleja en los altos indices de Tanimoto (Fig.

4.16). Se ha observado experimentalmente que estos moduladores alostéricos positivos se

unen al receptor en cercańıas de los residuos γ2Ala79 y α1His102. De hecho, el actual modelo

de farmacóforo1 [259] sugiere que el 7-sustituyente de las benzodiazepinas clásicas debeŕıa

estar localizado entre los residuos α1Val203, α1Val212 y α1Tyr210 del loop C, y α1His102

del loop A [260].

1El farmacóforo es una abstracción que contempla aquellos aspectos estéricos y electrónicos comunes a un
grupo de compuestos, responsables de establecer interacciones supramoleculares con estructuras biológicas
espećıficas. Se definen a través de descriptores farmacofóricos: puentes de hidrógeno, sitios de interacción
electrostática e hidrofóbica, definidas por átomos, centros de anillos y puntos virtuales. [258]
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(a) Benzodiazepinas Clásicas (b) Imidazo-Benzodiazepinas

Figura 4.14: Numeración de los átomos de las BDZs e i-BDZs de acuerdo con IUPAC [261].

Por otro lado, las i-BDZs (Figura 4.14.b) son muy similares entre śı, pero el coeficiente

de Tanimoto es my pequeño respecto de las BDZs clásicas, lo que confirma que existen

diferencias a nivel estructural, funcional y en su modo de unión. A pesar de ser agonistas,

zolpidem y eszopiclona presentan coeficientes de Tanimoto muy bajos, lo cual es esperado

debido a la prominente diferencia en sus geometŕıas.

Las benzodiazepinas clásicas y las i-BDZs, existen en dos conformaciones energéticamente

favorables: M y P (Figura 4.15). Se ha concluido que la conformación M es la que posee mayor

afinidad al receptor GABAA [266].

Figura 4.15: Conformación M y P para flurazepam. Estas se distinguen a partir del ángulo diedro de los
átomos C2-C3-N4-C5: la conformación M posee un ángulo diedro negativo, mientras que el de la conformación
P es positivo.
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Figura 4.16: Índices de Tanimoto calculados para los residuos del sitio de unión de gran afinidad de las
benzodiazepinas.

Se calcularon los ı́ndices de precisión y sensibilidad para los resultados del docking de

cada ligando (Tabla 4.4). La mejor conformación, de acuerdo a estos ı́ndices, fue simulada

mediante DM y se re-calcularon dichos ı́ndices para la estructura representativa de cada

simulación. La estructura representativa se obtuvo mediante la clusterización de la corrida

de producción.
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Tabla 4.4: Índices de precisión y sensibilidad de los modos de unión, obtenidos mediante docking molecular
y DM, de ligandos del sitio de unión de las benzodiazepinas. Con * se señalan las mejores estructuras del
docking.

Ligando Software Precisión Sensibilidad

Diazepam

ADV * 0,81 0,76

HADDOCK 0,81 0,81

MD 1,00 0,83

Clonazepam

ADV * 0,92 0,65

HADDOCK 0,71 0,59

MD 0,92 0,92

Flunitrazepam

ADV * 0,92 0,80

HADDOCK 0,78 0,43

MD 0,93 0,88

Flurazepam

ADV * 0,75 0,75

HADDOCK 0,87 0,81

MD 0,93 0,81

Ro15-4513

ADV * 0,88 0,94

HADDOCK 0,88 0,94

MD 1,00 0,93

Flumazenil

ADV 0,88 0,83

HADDOCK* 0,93 0,83

MD 1 0,79 0,73

MD 2 1,00 0,87

Zolpidem

ADV 0,87 0,93

HADDOCK* 0,88 0,94

MD 1,00 0,88

Eszopiclona

ADV * 0,93 0,93

HADDOCK 0,50 0,77

MD 1,00 0,81

Ambos ı́ndices fueron en general mejorados mediante las simulaciones de DM. Los residuos

involucrados en las interacciones putativas obtenidas en los modos de unión con mejores
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indices se encuentran en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5: Residuos del sitio de unión de las benzodiazepinas clasificados según su interacción con los
ligandos.

Ligando Verdaderos Positivos
Falsos

Positivos
Falsos

Negativos

Diazepam
α1Phe100, α1His102, α1Asn103, α1Tyr160,
α1Val203, α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58,

γ2Asn60, γ2Phe77
-

α1Thr207,
γ2A79

Clonazepam

α1Phe100, α1His102, α1Tyr160, α1Val203,
α1Ser206, α1Thr207, α1Tyr210, α1Val212,
γ2Tyr58, γ2Phe77, γ2Ala79, γ2Met130,

γ2Thr142

γ2Asn60 α1Ser159

Flunitrazepam

α1Phe100, α1His102, α1Ser159, α1Tyr160,
α1Val203, α1Ser205, α1Tyr210, α1Val212,
γ2Tyr58, γ2Phe77, γ2Ala79, γ2Met130,

γ2Arg132, γ2Thr142

γ2Asn60
α1Thr207,
γ2Ser61

Flurazepam

α1Phe100, α1His102, α1Ser159, α1Tyr160,
α1Val203, α1Ser205, α1Thr207, α1Tyr210,
γ2Tyr58, γ2Asn60, γ2Phe77, γ2Arg132,

γ2Thr142

γ2Asp192
α1Gly201,
γ2Ala79,
γ2Met130

Ro15-1543

α1Phe100, α1His102, α1Gly158, α1Ser159,
α1Tyr160, α1Val203, α1Ser205, α1Thr207,
α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77,

γ2Met130, γ2Thr142

γ2Thr81

Flumazenil

α1Phe100, α1His102, α1Ser159, α1Tyr160,
α1Val203, α1Ser205, α1Thr207, α1Tyr210,
α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77, γ2Ala79,

γ2Thr142

-
α1Ser206,
γ2Thr81

Zolpidem

α1Phe100, α1His102, α1Gly158, α1Ser159,
α1Tyr160, α1Val203, α1Ser205, α1Thr207,
α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77,

γ2Ala79, γ2Thr142

-
γ2Thr81,
γ2Met130

Eszopiclona

α1Phe100, α1His102, α1Gly158, α1Ser159,
α1Tyr160, α1Val203, α1Ser205, α1Thr207,
α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77,

γ2Ala79, γ2Thr142

-
γ2Arg132,
γ2Arg144,
γ2Met130
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Resultados generales de la dinámica molecular

La estabilidad de las simulaciones de Dinámica Molecular del receptor en complejo con

los distintos ligandos fue evaluada mediante el cálculo del RMSD tomando como referencia la

estructura inicial. El cálculo fue realizado a partir de los átomos Cα y realizando un ajuste a

la traslación y rotación. Como se puede observar en la Figura 4.17, todos los sistemas excepto

el de eszopiclona y la primera simulación con diazepam, se mantuvieron estables luego de

los 60 ns aproximadamente y el valor del RMSD nunca superó los 0,5 nm. Los valores fueron

del mismo orden de magnitud que aquellos obtenidos para la simulación del modelo APO

simulado bajo las mismas condiciones.

Figura 4.17: Gráfico de Cα− RMSD para cada una de las simulaciones realizadas para los complejos
formados por el receptor GABAA y los ligandos. Luego de un gran aumento inicial, los sistemas se estabilizan
hacia la mitad de las simulaciones.

Con el objetivo de evaluar los movimientos globales de los ligandos dentro de los sitios de

unión se calculó el RMSD de los ligandos respecto de las conformaciones iniciales (Fig. 4.18).

Se realizaron ajustes respecto de la traslación y la rotación de la protéına. Los resultados

resaltaron la estabilidad de los ligandos en su sitio de unión, una propiedad estrechamente

relacionada con la confiabilidad del modelo de interacción propuesto [262].
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Los ligandos diazepam y flurazepam presentaron las mayores desviaciones (Figura 4.18),

debido a un cambio drástico inicial en la conformación, si bien luego se mantuvieron esta-

bles. El mismo análisis de puede realizar cualitativamente mediante la visualización de las

trayectorias. La re-orientación inicial podŕıa estar relacionada con los valores inferiores de

sensibilidad, en comparación con los de otros ligandos. A pesar de que se pueden conside-

rar altos, los contactos considerados Falsos Positivos podŕıan generar fuerzas repulsivas que

conduciŕıan a los movimientos observados.

El resto de los compuestos sufrieron cambios menores en la posición y orientación dentro

de la cavidad y los valores de RMSD se podŕıan correlacionar con pequeños movimientos

debido a la relajación de las cadenas laterales de los residuos vecinos.

Figura 4.18: Desviación cuadrática media de los ligandos respecto de su conformación inicial a lo largo de
la simulación de dinámica molecular.

Además, con el fin de evaluar cambios conformacionales en los ligandos, se calculó el

RMSD de la posición de los átomos de los ligandos, a partir del ajuste sobre ellos mis-

mos (Figura 4.19). Eszopiclona, flurazepam y flunitrazepam son los ligandos que mayores

modificaciones presentan.
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Figura 4.19: Desviación cuadrática media de los ligandos respecto de su conformación inicial a lo largo de
la simulación de dinámica molecular, calculado a partir de la superposición sobre los propios átomos.

Diazepam

Para el docking de diazepam se empleó evidencia experimental que indica que el átomo

de cloro de este ligando interactúa con el residuo α1His102, y que el átomo C3 interactúa

con el extremo del loop C a través de α1Thr207 y α1Ser206. Dichas interacciones fueron

incorporadas a la simulación de docking guiado como residuos activos.

De los 200 modelos generados por HADDOCK, un 98,0 % fue agrupado en 7 conjuntos.

En el complejo de menor HADDOCK score el anillo fenil de diazepam se ubica dentro de la

cavidad, como se ha predicho experimentalmente [259].

En el modelo seleccionado, el anillo se encuentra ubicado en una cavidad hidrofóbica con-

formada por los residuos α1Phe100, γ2Phe77, α1Tyr160 y α1Tyr210. Además el sustituyente

N-metil (Figura 4.14.1) está orientado hacia afuera de la cavidad de unión [263] y el carboxilo,

número 2 en la figura 4.14.1, está en contacto con α1Ser206. Diazepam interactúa mediante

π-stacking con γ2Tyr58 y γ2Phe77, e hidrofóbicamente con γ2Thr142. Aśı mismo, son pre-

servadas las restricciones impuestas: el átomo de cloro apunta hacia α1His102, α1Asn103 y

γ2Asn60, y el átomo C3 se ubica en cercańıas de los residuos α1Thr207 y α1Ser206.
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Modelos computacionales publicados anteriormente orientaban al anillo fenil en un plano

paralelo a la membrana y a los anillos aromáticos de α1Phe100 y γ2Phe77. En contraste,

en nuestro modelo el anillo fenil se orienta en forma paralela a γ2Phe77 y α1Tyr160 pero se

dispone perpendicular al anillo de α1Phe100 y a la membrana.

Por otro lado, γ2Arg194 no está ubicado en el sitio de unión en nuestro modelo. γ2Met130,

ubicada en la parte posterior y superior del sitio, no está en contacto directo con diazepam,

pero śı lo está con residuos que interactúan directamente con el ligando como α1Tyr210 y

α1Tyr160.

Figura 4.20: Modo de unión de diazepam obtenido mediante HADDOCK.

Los valores de precisión y sensibilidad son altos para el mejor modelo. Además, esta

configuración concuerda con aquellas propuestas en estudios in silico previos [264, 265]. La

pose encontrada para diazepam se corresponde con una de las propuestas por Richter et.al.

[266], aunque no la más probable. Ellos propusieron que el modo de unión más favorable

contiene al anillo fenil afuera de la cavidad de unión, en contraste con la ubicación de dicho

anillo en el centro de la cavidad hidrofóbica en nuestro modelo.

El mejor modo de unión obtenido mediante ADV posee un ı́ndice de sensibilidad inferior.

En este caso el ligando está involucrado en interacciones de tipo hidrofóbicas con los residuos

α1Tyr160, α1Thr207, γ2Tyr58 γ2Phe77 y γ2Thr142.

Se realizaron tres simulaciones de DM que involucran este ligando. En primer lugar, la

simulación con dos moléculas de GABA (ver sección 4.3.1), en segundo lugar la pose obtenida

mediante HADDOCK, y por último la pose generada por ADV. En los tres casos diazepam
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se acomodó de manera muy similar en la cavidad (Figura 4.21). Sin embargo, las diferencias

tanto en el ligando como en las cadenas laterales generaron que la configuración obtenida de

la simulación de la pose de ADV presente mayores ı́ndices de precisión y sensibilidad.

El modo de unión de diazepam determinado por la clusterización de la DM de la estruc-

tura de ADV, no presenta falsos positivos. En cuanto a los falsos negativos, se observó que en

la trayectoria α1Thr207 y γ2Ala79 se mantuvieron alejados de ligando; el primero debido a

una apertura de la punta del loop C, el segundo debido a la reorientación de diazepam en la

cavidad. Diazepam mantuvo interacciones hidrofóbicas con α1Phe100, α1Tyr160, α1Val203,

α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58 y γ2Phe77, puentes de hidrógeno con α1Ser205, γ2Asn60 y

π-stacking con α1His102.

Figura 4.21: Los modos de unión de diazepam de acuerdo con las simulaciones de dinámica molecular a
partir de las estructuras obtenidas con HADDOCK (celeste) y ADV (beige). Para realizar la comparación
se superpusieron las subunidades α1, observando una clara correspondencia en la pose de diazepam. Sin
embargo, es necesario aclarar que la subunidad γ2 no queda superpuesta sino que, entre las simulaciones,
hay una rotación de esta subunidad que imposibilita la superposición simultánea de las dos subunidades y el
ligando. La rotación respecto del modelo inicial de la subunidad γ2 se produjo en sentido anti-horario para
la estructura de ADV (y la simulación con moléculas da GABA) y en sentido contrario para la estructura
de HADDOCK.

Clonazepam

El docking de clonazepam mediante HADDOCK y AutoDock Vina dio como mejores

resultados modelos similares, que difieren únicamente en la orientación del anillo cloro-fenil.

Aśı mismo, dichos modelos pueden correlacionarse con información experimental.
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El docking guiado produjo 9 grupos de configuraciones conteniendo el 80,5 % de los

modelos refinados. En el complejo con el mejor puntaje según HADDOCK el grupo nitro se

ubica vecino a α1His102, α1Val203 y γ2Tyr58, el átomo C3 se encuentra cercano a α1Thr207,

el carbonilo forma un puente de hidrógeno con α1Ser206. El anillo cloro-fenil interactúa con

α1Tyr160 y α1Thr207. Se observan interacciones hidrofóbicas con α1Tyr160, α1Tyr210 y

γ2Phe77. Por otro lado los residuos α1Val212, α1Lys156 y α1Ser159 rodean al ligando pero

no establecen contactos con éste.

Si bien el mejor modelo de acuerdo a AutoDock Vina es posible, el segundo representa

más adecuadamente los datos experimentales. El grupo nitro forma un puente de hidrógeno

con α1His102 y γ2Tyr58, mientras que α1Tyr210 forma dicho enlace con el NH del anillo

benzodiazeṕınico. El anillo cloro-fenil se ubica cercano a γ2Tyr58 y forma una interacción

del tipo π-stacking con γ2Phe77. El extremo del loop C interactúa con el ligando a través

de distintos puntos, en particular, mediante un puente de hidrógeno con α1Ser206. Presenta

interacciones del tipo hidrofóbicas con los residuos α1Phe100, γ2Asp56, γ2Ala79, γ2Met130,

γ2Leu140 y γ2Thr142. Por el contrario, α1Val203 y α1Val212 bordean la cavidad de unión

pero no contactan directamente al ligando.

Figura 4.22: Modo de unión de clonazepam obtenido mediante el docking realizado con ADV.

La pose de clonazepam mejoró considerablemente a lo largo de la trayectoria de DM.

A partir de la estructura representativa se observó que mantiene interacciones hidrofóbi-

cas con α1Phe100, α1Tyr160, α1Val203, α1Ser206 α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77,

γ2Ala79, γ2Met130 y γ2Asp192; que establece puentes de hidrógeno con α1Tyr160, α1Thr207,
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α1Tyr210 y γ2Thr142; e interactúa mediante π-stacking con α1His102. El modo de unión de

clonazepam obtenido de la DM exhibe un falso positivo debido a que γ2Asn60 está a una

distancia de contacto del ligando pero no establece ninguna interacción natural con él. Por

el contrario, α1Ser159 constituye un falso negativo ya que en analoǵıa con la unión de fluni-

trazepam, debeŕıa interactuar con el ligando pero no lo hace.

Figura 4.23: Durante de la simulación de DM del complejo obtenido con ADV clonazepam adoptó distintas
conformaciones permitiendo a los contactos mejorar considerablemente. La orientación de clonazepam se
asemeja a la hipotetizada para las BDZs clásicas: el anillo principal yace en un plano paralelo a la membrana,
el sustituyente 7, cercano a α1His102, apunta hacia afuera de la cavidad y el anillo fenil se ubica dentro de
la denominada caja hidrofóbica.

Flunitrazepam

El docking de flunitrazepam con HADDOCK produjo 13 grupos representando el 83,0 %

de los modelos refinados. Sin embargo, los mejores modelos mostraron ı́ndices de precisión

y sensibilidad bajos. El complejo de mejor puntaje presenta unas pocas interacciones con

α1Lys156, α1Val203, α1His102 y γ2Tyr58.

En el segundo mejor resultado, de acuerdo con AutodockVina, flunitrazepam se orienta

de manera tal que su grupo nitro realiza un puente de hidrógeno con α1His102, y se encuentra

a una distancia considerada de contacto de γ2Tyr58 y γ2Phe77. El anillo fenil interactúa con

γ2Tyr58 y residuos del extremo del loop C. El anillo benzodiazeṕınico está en contacto con

γ2Met130, γ2Ala79 y γ2Thr142. Además, γ2Leu140 y γ2 Asp56 rodean al sitio junto con los

residuos α1Phe100, α1Tyr210 y α1Tyr160.

Por comparación con diazepam, el anillo fluoro-fenil debeŕıa estar localizado dentro de la
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cavidad hidrofóbica en la región posterior del sitio de unión. Esta diferencia podŕıa deberse a

que la qúımica del grupo difiere por la presencia del fluor y, por lo tanto, alteŕıa la forma en la

que se une. Aśı mismo, podŕıa ser una forma alternativa de unión para las benzodiazepinas

clásicas, ya que esta orientación del ligando dentro de la cavidad se correlaciona con la

orientación obtenida por Richter y colaboradores [266] para diazepam.

Figura 4.24: Modo de unión de flunitrazepam obtenido mediante ADV.

Se empleó el complejo obtenido mediante ADV para realizar una simulación de DM. La

trayectoria fue clusterizada, y se encontró que la configuración representativa está caracte-

rizada por la interacción de flunitrazepam, mediante puentes de hidrógeno, con α1His102,

γ2Arg132 y γ2Thr142, y mediante interacciones hidrofóbicas con α1Phe200, α1Ser159, α1Tyr160,

α1Val203, α1Ser205, α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77 y γ2Met130 (Figura 4.25). De-

bido a la apertura del extremo del loop C, el ligando no interactúa con α1Thr207. Aśı mismo,

γ2Asn60 y γ2Ser61 pertenecen al sitio de unión, aunque se encuentran a una distancia mayor

a la de contacto. Durante la simulación las cadenas laterales de los residuos circundantes

se acomodaron en la cavidad, mientras que el ligando mantuvo su posición y orientación; el

resultado es una sutil mejora de ambos ı́ndices.
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Figura 4.25: Modo de unión de flunitrazepam luego de la clusterización de la simulación de DM.

Flurazepam

A pesar de la escasez de datos experimentales sobre el modo de unión de flurazepam, los

complejos obtenidos mediante HADDOCK y AutoDock Vina coinciden con ellos.

Un 85 % de los modelos obtenidos mediante HADDOCK pudo ser agrupado. El cluster

más numeroso se destacó de los demás por la cantidad de estructuras y el bajo puntaje

energético. La estructura representativa orienta al átomo de flúor hacia el interior de la

cavidad y se encuentra cercano a α1His102 y γ2Tyr58, mientras que el átomo de cloro se

ubica próximo a α1Phe100. El grupo dietilamino-etil está en contacto con γ2Phe77 y se

orienta hacia γ2Asp56, γ2Ala79 y γ2Thr142. El anillo benzodiazeṕınico está orientado de

manera tal que el grupo carbonilo apunta hacia la subunidad γ2, particularmente hacia

γ2Tyr58.

Por otro lado, el mejor modelo obtenido con AutoDock Vina presenta una orientación

similar a la adoptada por el bromoflurazepam al interactuar con el receptor procariótico

ELIC en una de sus estructuras cristalográficas (PDB ID: 4A98) [267]. Si bien los ı́ndices de

precisión y sensibilidad calculados fueron levemente inferiores, se seleccionó este modo de

unión para continuar el análisis.
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Figura 4.26: Modo de unión de flurazepam obtenido con ADV.

El modo de unión de flurazepam obtenido mediante DM, a partir la clusterización de

la simulación, muestra al ligando estableciendo interacciones hidrofóbicas con α1Phe100,

α1Ser159, α1Ty160, α1Val203, α1Ser205, γ2Tyr58, γ2Asn60 γ2Phe77, γ2Thr142 y γ2Asp192,

puentes de hidrógeno con α1Ty160 y πstacking con α1His102. Adicionalmente, se sabe que

la γ2Arg132 al ser mutada por una cistéına reduce la afinidad de unión de este ligando. Este

residuo se encuentra en el rango de contacto sin participar en una interacción particular. Por

otro lado, α1Gly201, γ2Ala79 y γ2Met130 aparecen lejanos respecto del ligando.

Figura 4.27: Modo de unión de flurazepam luego de la clusterización de la simulación de DM.
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Ro15-4513

Ro15-4513 es una i-BZD que actúa como modulador alostérico negativo mediante la

inhibición de la acción del neutrotransmisor GABA. Las simulaciones de docking molecular

dieron como mejores resultados dos poses con iguales puntajes de precisión y sensibilidad

que difieren entre śı por una rotación de 180o respecto de su eje principal, orientando el anillo

imidazo hacia adentro (ADV) o hacia afuera de la cavidad (HADDOCK) (Figura 4.28). En

ambos modelos el sustituyente 3’ del anillo se encuentra dentro de la distancia de contacto del

residuo γ2Ala79, el grupo azido apuntando hacia α1His102, α1Val203, α1Val212, α1Gly158

del loop B y α1Tyr210. Se ha observado in vitro que este residuo interactúa directamente

con el ligando [268].

Debido a que los puntajes eran iguales, se procedió a la simulación de DM de los dos

sistemas. El modelo que posee el anillo imidazo apuntando hacia adentro de la cavidad

mostró una mejora en la precisión y la sensibilidad y se estabilizó en una configuración

con el loop C en una conformación ligeramente más abierta. Por otro lado, el modelo de

HADDOCK presentó una disminución en los ı́ndices y por lo tanto fue descartada.

Los resultados obtenidos en la DM son consistentes con modelos previos, ya que predicen

una orientación del anillo imidazo hacia el interior de la cavidad, dejando los átomos de las

posiciones 4 y 5 del anillo principal expuestos hacia el exterior, similar al comportamiento

de los grupos N-metil y carbonil del diazepam. Este modo de unión es también consistente

con el encontrado para flumazenil en la estructura experimental PDB ID: 6D6U.

Figura 4.28: Modo de unión de Ro15-4513.
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El modo de unión extráıdo de la clusterización de la DM (Figura 4.29) presenta inter-

acciones hidrofóbicas entre el ligando y α1Phe100, α1His102, α1Gly158, α1Ser159, α1Tyr160,

α1Val203, α1Ser205, α1Thr207, α1Tyr210, α1Val212, γ2Tyr58, γ2Ala79, γ2Met132 y γ2Thr142,

y un puente salino con γ2Arg97, sobre el cual no hay información experimental.

Figura 4.29: El modo de unión del modulador negativo Ro15-4513 obtenido de la DM.

Con el objetivo de evaluar la influencia del rotámero de la α1His102, que difiere del

observado en la estructura experimental y del hallado en modos de unión de diazepam y

flurazepam, se realizó el docking de este ligando en el receptor PDB ID: 6D6U. No se encon-

traron diferencias apreciables en el modo de unión (Figura 4.30), por lo tanto la orientación

del α1His102 no seŕıa determinante para la unión de ro15-4513.
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Figura 4.30: Comparación de los mejores modos de unión, calculados con ADV, de ro15-4513 y el receptor
GABAA α1β2γ2 modelado (celeste) y experimental (beige).

Flumazenil

Las mejores poses obtenidas para flumazenil con ambos programas mostraron una orien-

tación del ligando tal que el sustituyente 3’ del anillo imidazol se halla cercano al aminoácido

γ2Ala79, el sustituyente 7 apunta hacia α1His102, α1Val203, α1Val212 y α1Gly158 del loop

B y el anillo imidazo está orientado hacia afuera de la cavidad. Todo de acuerdo con la

información experimental [259,268–270] (ver Tablas A.3 y A.4).

Sin embargo, al realizar la simulación de dinámica molecular del complejo, los ı́ndices

decrecieron, indicando un deterioro de las interacciones. Al comparar la configuración inicial

con la obtenida para ro15-4513 se observó que la única diferencia es una rotación de 180o

respecto de su eje principal: en un caso el anillo imidazo apuntaba hacia el interior de la

cavidad (estos complejos resultaron ser más estables), en el otro apuntan hacia el exterior

(tal es el caso de la conformación obtenida mediante HADDOCK, que es inestable en las

simulaciones de DM).
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Figura 4.31: Modo de unión de flumazenil obtenido con HADDOCK. Este fue seleccionado inicialmente
para realizar las simulaciones de DM.

En consecuencia, se seleccionó el modo de menor enerǵıa de ADV que presentara dicha

orientación. Esta configuración presenta interacciones hidrofóbicas con α1Phe100, α1His102,

α1Tyr160, α1Val203, α1Val212 γ2Tyr58, γ2Phe77, γ2Ala79, γ2Met130, γ2Thr142 y puentes

hidrógeno con α1Ser159 y α1Ser205. En este caso los ı́ndices de precisión y sensibilidad fueron

similares a los obtenidos para las otras poses (Tabla 4.5). Se simuló mediante dinámica

molecular dicha estructura demostrando ser más estable. A partir de la clusterización se

obtuvo el complejo representativo, el cual se encuentra caracterizado por las interacciones

de tipo hidrofóbico entre el ligando y α1Phe100, α1Ser159, α1Tyr160, α1Val203, α1Val212,

α1Tyr210, γ2Tyr58, γ2Phe77, γ2Ala79 y γ2Thr142, y puentes de hidrógeno con α1Ser205 y

α1Thr207. No se contabilizó al residuo γ2Ser61 como falso negativo, dado que no hay forma

en la cual el ligando pueda interactuar simultáneamente con este residuo y con, por ejemplo,

γ2Ala79 o α1Tyr160.

Este modo de unión fue corroborado finalmente con la reciente publicación de la estruc-

tura del receptor α1β2γ2, en la cual se observa al ligando en una pose similar a la obtenida

mediante docking (Figura 4.32a).
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(a) (b)

Figura 4.32: Comparación del complejo receptor-flumazenil experimental (PDB ID: 6D6U) y los obtenidos
in silico. a. Modelo de interacción extráıdo de la DM del mejor complejo según ADV; b. Modelo de interacción
obtenido con ADV previa modificación del rotámero de α1His102.

Mediante la comparación con la estructura experimental se detectó que la conformación

de flumazenil utilizada corresponde a la conformación tipo P, mientras que la observada en

PDB ID: 6D6U es tipo M (Figura 4.15). Ante este resultado, se realizó un estudio de docking

con ADV con la estructura de flumazenil experimental y el receptor modelado, introduciendo

un único cambio en éste: el rotámero de la α1His102, que tanto en el receptor experimental,

como en otros modos de unión hallados (diazepam y flurazepam), es distinto al propuesto

por el modelo. Este docking resultó en un complejo muy similar al experimental; el RMSD,

calculado a partir de la superposición de las subunidades α1, para las dos poses de flumazenil

fue de 1,6 Å, un valor que refleja conformaciones muy similares (Figura 4.32b).

Se compararon las interacciones observadas tanto en la estructura experimental como

las observadas en las dos poses propuestas (Tabla 4.7). De aqúı se pudo concluir en primer

lugar que realizar las simulaciones de docking con la estructura en el estado M mejora los

contactos, esto está en concordancia con estudios que proponen que esta conformación es la

de mayor afinidad [266]. Si bien los residuos con los que interactúa son los mismos, difieren

en el tipo de interacciones que son fuertemente dependientes de la conformación de las

cadenas laterales. Por otro lado, se observaron discrepancias entre los datos provenientes de

otras técnicas experimentales (Photoaffinity-labelling, SCAM, mutaciones, etc.) en relación

a la estructura obtenida por criomicroscoṕıa electrónica. Esto se debe a que los residuos
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propuestos experimentalmente no necesariamente interactúan con el ligando, sino que pueden

ser parte importante del sitio de unión o del camino de activación por su interacción con

otros aminoácidos; o bien su mutación puede generar impedimentos estéricos para la unión del

ligando. Independientemente de la causa de su importancia para la acción de flumazenil, de

la larga lista de aminoácidos propuestos como interactúantes, no todos lo son en la estructura

experimental. Finalmente, es necesario hacer la salvedad de que la estructura experimental

posee una resolución baja (∼3,9 Å), por lo tanto, el detalle de las interacciones debe tomarse

como una gúıa pero no como un dato exacto.

Tabla 4.7: Residuos involucrados en la interacción con flumazenil para tres complejos: el obtenido a partir
de la dinámica molecular del docking inicial con ADV (Modelo DM), el proveniente del docking de la
conformación M con ADV (Modelo Vina) y el de la estructura PDB ID: 6D6U (Experimental).

Interacciones Modelo DM Modelo ADV Experimental

Hidrofóbicas

α1Phe100, α1Ser159,
α1Tyr160, α1Val203,
α1Val212, α1Tyr210,
γ2Tyr58, γ2Phe77,
γ2Ala79, γ2Thr142

α1Phe100, α1His102,
α1Val203, α1Ser205,
α1Ser206, α1Thr207,
α1Tyr210, α1Val212,
γ2Tyr58, γ2Phe77,

γ2Ala79

α1Phe100, α1His102,
α1Tyr160, α1Val203,
α1Ser205, α1Thr207,
α1Tyr210, α1Val212,
γ2Tyr58, γ2Ala79,
γ2Met130, γ2Thr142

Puentes de
Hidrógeno

α1Ser205, α1Thr207
α1Ser205, γ2Tyr58,

γ2Thr142
α1Ser206

π-stacking - - γ2Phe77

Zolpidem

Los estudios de docking dieron como resultado conformaciones muy similares con ı́ndices

de sensibilidad y precisión comparables (Tabla 4.5). La mayoŕıa de las interacciones obser-

vadas fueron del tipo hidrofóbicas, lo cual haŕıa que la unión de este ligando se vea más

afectada por el tamaño y forma de la cavidad que por la interacción con un aminoácido

particular [106].

La mejor configuración se pudo relacionar con estudios computacionales previos realizados

a partir de un modelo diferente [54] y con el modelo del farmacóforo [259]. Sin embargo, en

la pose propuesta, no hay interacción directa entre el ligando y el loop F a diferencia de lo

propuesto en la literatura. Se observan interacciones de tipo hidrofóbicas con los residuos
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α1Phe100, α1His102, α1Gly158, α1Ser159 α1Tyr160, α1Val203, α1Val212, γ2Asp56, γ2Tyr58,

γ2Ala79, γ2Met130 y γ2Thr142, π-stacking con α1Tyr210 y γ2Phe77, y puentes de hidrógeno

con α1Ser206, α1Thr207 y α1Tyr210.

Figura 4.33: Modo de unión de zolpidem obtenido a partir de HADDOCK.

El ligando se mantuvo estable a lo largo de la simulación de DM y conservó su orienta-

ción a lo largo de la misma (Figura 4.34). En la simulación el ligando interactuó mediante

contactos hidrofóbicos con α1Phe100, α1His102, α1Gly158, α1Ser159, α1Val203, α1Tyr210

α1Val212, γ2Tyr58, γ2Ala79 y γ2Thr142, π-stacking con γ2Phe77, y puentes de hidrógeno

con α1Tyr160, α1Ser205 y α1Thr207.

Figura 4.34: Complejo receptor-zolpidem obtenido a partir de la DM de la estructura provista por HAD-
DOCK.
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Eszopiclona

El mejor modo de unión de eszopiclona (Figura 5.1) posee altos ı́ndices de precisión y

sensibilidad (Tabla 4.5). Aśı mismo está de acuerdo con el modelo propuesto en el farmacóforo

[259] y la orientación es similar a aquella adoptada por su enantiómero R-zopiclona unido al

receptor procariótico ELIC [267] (PDB ID: 4A97). Dichos ligandos comparten interacciones

comunes con residuos aromáticos conservados, si bien la disposición espacial de las cadenas

laterales no está exactamente preservada. El átomo de cloruro está orientado hacia la parte

posterior de la cavidad, entre α1Tyr160 y α1Tyr210, y el grupo metil-piperazina se encuentra

cercano a α1His102 y α1Phe100, mientras que el anillo piridina interactúa con γ2Phe77 y

α1Thr207. El anillo pirrol-pirazina se ubica debajo del extremo del loop C y sobre γ2Tyr58.

El carbonilo libre interactúa con γ2Tyr58 a través de un puente de hidrógeno. Un modo

similar al propuesto por Hanson et. al. [106] se encontró con ADV con el mismo puntaje.

Figura 4.35: Modo de unión de eszopiclona obtenido a partir del docking con ADV.

Eszopiclona se mantuvo unida a lo largo de la simulación de DM, explorando otras con-

formaciones ligeramente distintas. Al igual que para otros de los sistemas, la DM aumentó el

ı́ndice de precisión; sin embargo, el ı́ndice de sensibilidad disminuyó. En esta pose establece

puentes de hidrógeno con α1Tyr160 y α1Ser205, e interacciones hidrofóbicas con α1Phe100,

α1His102, α1Gly158, α1Ser159, α1Val203, α1Tyr210 α1Val212, γ2Tyr58, γ2Phe77, γ2Ala79 y

γ2Thr142 (Figura 4.36).
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Figura 4.36: Complejo receptor-eszopiclona obtenido a partir de la DM de la estructura provista por
HADDOCK.

4.3.3. Cálculo de la enerǵıa libre de unión

Se realizaron simulaciones empleando el método ABF para diazepam, zolpidem y fluma-

zenil en complejo con el receptor GABAA α1β2γ2. Se eligieron estos tres complejos ya que se

conoce el valor experimental de la enerǵıa libre de unión. Para los dos primeros ligandos se

emplearon como configuraciones iniciales los mejores complejos obtenidos mediante docking

molecular. Flumazenil, en cambio, se simuló en dos complejos: el obtenido a partir del doc-

king con ADV de flumazenil en su conformación M y el complejo experimental (PDB ID:

6D6U).

Las simulaciones mediante ABF permitieron la evaluación de la enerǵıa libre de inter-

acción entre el ligando y el receptor. De cada simulación se obtuvo información sobre la

trayectoria, las muestras tomadas en cada punto, el valor del gradiente de la enerǵıa libre y

el potencial de fuerza media. El gradiente de enerǵıa libre es, en este contexto, la fuerza en

función de la coordenada de reacción, la cual se integra para obtener los perfiles de enerǵıa

de unión (Figura 4.37).

130



Figura 4.37: En el cálculo mediante el método ABF, el programa devuelve como resultado la fuerza media
(ĺıneas negras). Estos valores son integrados para obtener el potencial de fuerza media que equivale, en este
contexto, a la enerǵıa libre (ĺıneas rojas). Como ejemplo se muestra el resultado para 20 ns del complejo
receptor-diazepam.

El tiempo de simulación fue de 20 ns por ventana, para que el ligando consiga explorar

diferentes conformaciones hasta alcanzar un muestreo suficientemente homogéneo. Cerca del

punto de equilibrio fue necesario subdividir las ventanas para lograr un mejor muestreo.

La cantidad de ventanas dependió principalmente de alcanzar distancias para las cuales

la enerǵıa de interacción no-ligada entre el receptor y el ligando se anulasen (Figura 4.38).

En todos los casos se incorporaron ventanas en las simulaciones de 15 o 20 ns para alcanzar

dicho estado.
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Figura 4.38: a. Configuración inicial del receptor en complejo con diazepam. b. Conformación obtenida de
la simulación de la ventana que representa la distancia entre moléculas variando entre 38 y 40Å

A partir del perfil de enerǵıa libre, se pudo obtener la enerǵıa libre de unión calculando la

diferencia entre el mı́nimo y el valor para el cual el ligando ya no interactúa con la protéına.

En la tabla 4.8 se comparan los valores obtenidos para la enerǵıa libre de interacción a partir

de este método y los valores encontrados en la bibliograf́ıa.

Tabla 4.8: Enerǵıa libre de interacción para los ligandos estudiados.

Ligando ∆Gexp [kcal/mol] ∆GABF [kcal/mol]

Diazepam -11,0 ± 1,0 -6,4 ± 1,8

Zolpidem -9,9 ± 0,4 -3,1 ± 0,4

Flumazenil -11,8 ± 0,2 -9,2 ± 1,6 †

-11,3 ± 0,6 ‡

† a partir del docking con ADV en la conformación M
‡ estructura experimental.

La enerǵıa libre de unión de diazepam calculada in silico es ∆GABF = -6,4 ± 1,8 kcal/mol

(Fig. 4.39). Este valor difiere notablemente de los obtenidos experimentalmente que son

cercanos a ∆Gexp ≈-11 kcal/mol [271, 272]. Como se puede observar del perfil de enerǵıa

libre, existen otros mı́nimos locales en el camino de salida del ligando. El mı́nimo corresponde

a una distancia entre los centros de masa de las moléculas d = 10,05 ± 0,10 Å.
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Figura 4.39: Arriba: comparación de los perfiles de enerǵıa libre para los distintos tiempos simulados. Abajo:
gráfico de muestreo a lo largo de las simulaciones de ABF. El muestreo debe ser uniforme y suficientemente
grande para poder asumir que, en este ĺımite, la enerǵıa libre es igual al potencial de fuerza media calculado.

En cuanto a zolpidem, se simularon también 20 ns para cada ventana, obteniendo una

enerǵıa libre de ∆GABF = -3,1 ± 0,4 kcal/mol (Figura 4.40). El valor hallado es muy inferior a

los valores experimentales. Evidentemente, a pesar de que la pose encontrada con el docking

tuviese altos ı́ndices de precisión y sensibilidad, la misma no refleja completamente una

situación real. Los métodos de cálculo de la enerǵıa libre mediante muestreo avanzado son

muy sensibles a la configuración inicial de los complejos, a la parametrización del ligando y

al estado de protonación de los resiudos.

El mı́nimo corresponde a una distancia entre los centros de masa de d = 11,45 ± 0,10 Å.
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Figura 4.40: Arriba: perfiles de enerǵıa libre para el complejo formado por el receptor y zolpidem. Abajo:
muestreo realizado en cada una de las simulaciones.

Se simuló el complejo de flumazenil (conformación M) con el receptor encontrado me-

diante ADV. El valor obtenido para la enerǵıa libre de unión fue de ∆GABF = -9,2 ± 1,6

kcal/mol (Figura 4.41). Este resultado se acercó al valor experimental propuesto, indican-

do una mejora sustancial en la conformación de partida respecto de los otros ligandos. La

distancia en la cual se obtiene un mı́nimo energético es d = 8,25 ± 0,10 Å.
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Figura 4.41: Arriba: perfiles de enerǵıa libre para el complejo formado por el receptor y flumazenil. Abajo:
muestreo realizado en cada una de las simulaciones.

Por último, se comprobó el método mediante el cálculo de la enerǵıa libre de unión del

complejo flumazenil-receptor obtenido mediante criomicroscoṕıa electrónica. En este caso la

estimación fue muy buena: ∆GABF = -11,3 ± 0,6 kcal/mol (Figura 4.42), con mı́nimo en d

= 7,65 ± 0,10 Å.
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Figura 4.42: Arriba: perfiles de enerǵıa libre para el complejo formado por el receptor y flumazenil. Abajo:
muestreo realizado en cada una de las simulaciones.

La enerǵıa libre de unión fue estimada para los complejos elegidos, encontrando distintos

grados de concordancia con los datos experimentales. Este método es altamente dependiente

de la conformación y orientación inicial, aśı como también de la coordenada de reacción

elegida. El valor predicho para flumazenil está de acuerdo en ambos casos, con los datos

experimentales, mostrando que el protocolo y la variable colectiva elegida son adecuados para

el problema en cuestión. Las discrepancias observadas para los otros ligandos se explican por

una configuración inicial que no es la adecuada, producto de las incertezas asociadas al modo

de unión obtenido mediante docking en un modelo por homoloǵıa.

4.4. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de este caṕıtulo, se propone que el modelo

presentado reproduce correctamente los sitios de unión. Mediante Docking Molecular fue

posible hallar modos de unión para compuestos farmacológicamente relevantes que se unen a

las cavidades de las benzodiazepinas y ortostéricas. Los modos obtenidos mediante docking
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molecular fueron contrastados con datos experimentales y sometidos a un análisis dinámico

mediante simulaciones de dinámica molecular. Se encontró para cada ligando, al menos una

configuración que puede relacionarse con la información experimental disponible. Por lo

tanto, se concluye que este modelo puede ser empleado en estudios futuros que se enfoquen

en estos sitios de unión.

Sitio de unión ortostérico

Los resultados de las simulaciones de docking molecular fueron similares en el caso de

los agonistas. Ambos programas presentaron modos de unión con ı́ndices altos de precisión

y sensibilidad. Las poses halladas para GABA y muscimol son similares entre si y ambas se

asemejan a modelos previos. En los resultados del docking los grupos cargados interactúan

con β2Tyr97, β2Glu155 y α1Arg67. Estos residuos han sido predichos como los principales

puntos de unión de los agonistas. También se destaca la presencia de β2Ser156, β2Phe200,

β2Thr202 y α1Phe65.

En cuanto al modo de unión de GABA, se destacó la participación de la β2Arg207, que

establece interacciones tanto con β2Glu153 y β2Glu155, como con el loop F de las subunidad

α1. Un estudio del acercamiento de el loop F a la cara principal del sitio de unión a través

de β2Arg207 y α1Asp184 podŕıa dar indicios sobre un mecanismo de transmisión de la señal

de unión de agonistas. Por su parte, se concluye en este trabajo que si bien el aminoácido

α1Arg67 no es fundamental para la estabilidad del ligando, lo cual no implica que no sea

fundamental desde una perspectiva funcional, una modificación de su rotámero causa el

desacople de GABA.

Sin embargo, no fue posible proponer un modo de unión estable para los antagonistas,

bicuculina y gabazine, si bien las poses del docking fueron concordantes con la información

experimental . La causa radicaŕıa en su mayor tamaño (respecto de GABA y muscimol) y

a que el receptor fue modelado a partir de una estructura con un agonista pequeño unido a

las cavidades del ECD, y por lo tanto con el loop C cerrado. Por otra parte, se detectaron

posibles interacciones con residuos de la subunidad complementaria α1Phe46, α1Val47 y

α1Thr48 que no han sido reportados aún en la bibliograf́ıa. Seŕıa importante, para una

mejor caracterización de la interacción de estos ligandos, realizar estudios experimentales
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que evalúen la influencia de dichos aminoácidos.

A partir del RMSD se observó que los agonistas se mantuvieron estables en el sitio de

unión a lo largo de la simulación de DM, mientras que los antagonistas exploran diversas

conformaciones y orientaciones dentro del sitio de unión. Esto es compatible con la propuesta

que los modos de unión encontrados para los agonistas son factibles, mientras que para los

antagonistas, por poseer mayor tamaño no logran acomodarse en el sitio de unión tal como

está modelado.

Sitio de unión de gran afinidad de las benzodiazepinas

La información actual sobre la cavidad de las benzodiazepinas permitió, a través de dife-

rentes protocolos de docking molecular, proponer un modo de unión para las benzodiazepinas

clásicas, como diazepam. En las simulaciones de dinámica molecular diazepam modifica su

orientación inicial y se acomoda de forma semejante en los tres complejos resultantes. Se des-

tacó la interacción con los aminoácidos α1Phe100, α1His102, α1Ser205, α1Tyr160, α1Tyr210,

γ2Tyr58, γ2Asn60 y γ2Phe77, todos ellos propuestos por estudios experimentales previos.

De las simulaciones de dinámica molecular se destacó también la rotación diferenciada de la

subunidad γ2 en uno de los casos, movimiento que podŕıa estar relacionado con el mecanismo

de señalización del ligando.

En cuanto al resto de las benzodiazepinas clásicas, la pose de flurazepam, si bien es muy

móvil a lo largo de la simulación de DM, resulta similar a la adoptada por el bromoflurazepam

en la estructura cristalográfica de ELIC [267]. Los residuos destacados para flurazepam,

flunitrazepam y clonazepam son compartidas con diazepam. En este contexto, la pose de

flunitrazepam, que se diferencia del resto de las benzodiazepinas clásicas por ubicar el anillo

fenil en el exterior de la cavidad, probó que es posible un modo de unión alternativo. Este

ha sido propuesto en el pasado en estudios in silico [266].

Los modos de unión para las i-BZDs también pudieron ser hallados, mostrando que,

en el modelo, esta cavidad es capaz de unir no sólo moduladores positivos, sino también

antagonistas y moduladores alostéricos negativos. Además, resulta destacable que mediante

la comparación de los modos de unión propuestos para ambos ligandos y a partir del análisis

de estabilidad de las DM, se pudo predecir correctamente la orientación correcta de flumazenil
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en el sitio de unión. Esta pose fue luego corroborada con la estructura del receptor PDB ID:

6D6U. Las simulaciones de los complejos con ro15-4513 muestran que el aminoácido γ2Arg97

forma una interacción importante con el ligando, por lo tanto se propone su estudio mediante

técnicas experimentales.

Por otro lado, los ligandos zolpidem y eszopiclona exhibieron modos de unión que están de

acuerdo con modelos previos y datos experimentales. Los resultados para zolpidem presentan

mayor ambigüedad que el resto de los ligandos por dos motivos; al ser estructuralmente muy

distinto no se pueden establecer analoǵıas con los modos de unión del resto de los ligandos

y además los contactos que mantiene son principalmente hidrofóbicos, y por lo tanto podŕıa

adoptar una gran variedad de orientaciones dentro de la cavidad, en especial dentro de la

caja aromática. En cuanto a eszopiclona, el modo de unión aqúı propuesto se corresponde

con el adoptado por su enantiómero R-zopiclona al unirse al receptor ELIC [267].

Es importante destacar que todos los ligandos de la cavidad de las benzodiazepinas se

mantuvieron en su sitio de unión, validando la estabilidad de los modos de unión propuestos

a partir del docking.

La conformación de las benzodiazepinas es determinante para encontrar el modo de unión

correcto. Luego de analizar las diferencias entre los complejos con flumazenil, resulta claro

que la conformación M es más favorable que la P, esto está en concordancia con información

experimental [273–275]. Se encontró que las conformaciones de los ligandos obtenidas a partir

de la minimización no siempre respetan esta conformación. Por lo tanto, esta es una fuente

de error en ligandos como clonazepam y flunitrazepam.

A partir de la contrastación con los resultados de la estructura experimental PDB ID:6D6U

se infirió que la correcta orientación de la cadena lateral de la α1His102 es fundamental para

la unión de ciertos ligandos. No sólo se pone en evidencia en los cálculos de enerǵıa libre,

sino que además, a lo largo de las tres simulaciones de DM del complejo con diazepam,

flurazepam y flumazenil, la cadena lateral de la histidina se acomoda como se muestra en la

estructura experimental. En contraposición, se desprendió de las simulaciones de ro15-4513

que este rotámero no tiene influencia en la unión de este ligando.
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Cálculo de enerǵıa libre

A partir de este trabajo se pudo estimar computacionalmente la enerǵıa libre de inter-

acción entre receptor GABAA y ligandos del sitio de unión de las benzodiazepinas. Si bien

los resultados para diazepam y zolpidem difieren de las cifras obtenidas experimentalmente,

estos se encuentran dentro de los valores esperados considerando en primer lugar que se parte

de una estructura del receptor obtenida mediante modelado por homoloǵıa y que las posi-

ciones iniciales de los ligandos fueron obtenidas mediante técnicas computacionales (docking

molecular). Por otro lado, cabe destacar que los resultados experimentales presentados en la

literatura son también variables [276,277].

Por su parte, la enerǵıa libre de unión de flumazenil pudo ser muy bien estimada en ambas

simulaciones, en particular para la del complejo experimental. Esto indicaŕıa que la variable

colectiva elegida y las condiciones de simulación son adecuadas para el tipo de sistema y

análisis realizado.

Desaf́ıos

La principal desventaja al contrastar datos experimentales con resultados obtenidos del

docking molecular proviene del hecho que, generalmente, los primeros no proveen información

precisa sobre las interacciones entre los ligandos y los aminoácidos. A través de estudios

de mutación, photolabelling, sustitución de cistéınas, etcétera, se detectan los residuos que

participan, de alguna forma, de la interacción o son parte del sitio de unión; sin embargo, esto

no significa necesariamente que están interactuando en forma directa con los compuestos;

ellos podŕıan estar afectando la forma de la cavidad o formando redes de interacción con

aminoácidos que debeŕıan estar en contacto con los ligandos. A pesar de ser una fuente

valiosa de información sobre la relación estructura-función de los receptores, los resultados de

estudios de mutagénesis dirigida presentes en la literatura suelen no contemplar las posibles

modificaciones alostéricas estructurales al postular la importancia de un determinado residuo

en la unión.

Si bien las simulaciones de dinámica molecular empleadas abarcan tiempos del orden

de los 100 ns y permiten analizar la estabilidad del mismo, aśı como el re-acomodamiento
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de cadenas laterales generada por la presencia de los ligandos, esta escala de tiempo es

insuficiente para analizar los cambios conformacionales globales inducidos en el receptor

por la unión de los ligandos. Por lo tanto, no es posible formular hipótesis referidas a la

funcionalidad del receptor y apertura del canal.
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Caṕıtulo 5

Parte III - Interacción del receptor

GABAA con la protéına DBI y sus

fragmentos pept́ıdicos

5.1. Objetivos

Estudiar si es factible la interacción entre el receptor GABAA del subtipo α1β2γ2 con

la protéına DBI y los péptidos derivados de su digestión tŕıptica.

Identificar los aminoácidos involucrados en las interacciones con DBI y sus fragmentos

pept́ıdicos.

Analizar la posibilidad de unión de diazepam a la protéına DBI.

5.2. Métodos

La metodoloǵıa aplicada es similar a la empleada en los caṕıtulos previos para el análisis

de la unión de ligandos pequeños, sin embargo presenta ciertas diferencias que serán aclaradas

posteriormente.

En la actualidad existe escasa información experimental sobre la interacción entre estas

protéınas, a pesar de ser un sistema de gran interés para la salud humana. Con el objetivo
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de superar esta dificultad, se subdividió el estudio en cuatro secciones, permitiendo analizar

progresivamente la interacción con fragmentos pept́ıdicos de mayor tamaño hasta la protéına

completa.

La métodos empleados para este estudio incluyen simulaciones de docking molecular y

de dinámica molecular. Se empleó para todos los cálculos la estructura de ACBP de humano

PDB ID: 2FJ9, obtenida con una resolución de 1,6 Å en estado APO (sin ligando) [114].

Se utilizó el programa HADDOCK a través de su servidor web, ya que se encuentra espe-

cialmente preparado para el docking protéına-protéına. Se utilizó la interfaz Gurú dejando

todos los valores por defecto. Luego se empleó el servidor web FlexPepDock [278, 279], que

refina complejos protéına-péptido, para mejorar las conformaciones obtenidas.

Se realizaron distintas simulaciones de dinámica molecular all atom con solvente expĺıcito.

Por un lado se simularon ODN y los fragmentos pept́ıdicos menores en un entorno acuoso

para obtener las posibles conformaciones que adoptan estos péptidos cuando no forman parte

de la protéına. Por otro lado se realizaron simulaciones del receptor GABAA embebido en una

membrana de POPC, en complejo con DBI, ODN y los péptidos más pequeños. Por último

se analizó la dinámica molecular de la protéına DBI junto con moléculas de diazepam.

En general, el protocolo seguido es el mismo que el descrito en el caṕıtulo 3.2.3 y las

condiciones de simulación fueron iguales. Las simulaciones que no involucran al receptor se

diferencian por el empleo de cajas dodecaedricas, para optimizar el sistema, y el proceso de

equilibrado realizado en el ensamble NVT ya que no hay membrana presente.

5.2.1. Interacción con fragmentos pept́ıdicos derivados de ODN

Se analizaron 12 péptidos derivados de DBI: Asn41-Thr51, -Gly52 y -Lys53, Thr42-Thr51,

-Gly52 y -Lys53, Glu43-Thr51, -Gly52 y -Lys53 y Arg44-Thr51, -Gly52 y -Lys53. Se eligieron

los distintos péptidos como variaciones del OP propuesto en la literatura, ya que en humano

difiere en longitud respecto del de rata. El objetivo que impulsa la elección de los distintos

fragmentos es la búsqueda de patrones de interacción.

El protocolo consistió en recortar cada uno de los péptidos de la estructura de PDB

ID: 2FJ9 (ACBP de humano), minimizar y simular cada fragmento pept́ıdico por 50ns,

clusterizar la trayectoria para obtener conformaciones estad́ısticamente relevantes, realizar

143



Figura 5.1: A partir de la secuencia de ODN se seleccionaron 12 péptidos de longitudes de entre 13 y
10 residuos. En violeta está subrayado el péptido OP y en verde los residuos adicionales que se estudiaron
debido a que están muy conservados en las secuencias de las distintas especies.

una simulación de docking molecular con HADDOCK, refinar los complejos con FlexPepDock

y analizar los complejos obtenidos en ambos estad́ıos (pre- y post-refinamiento) con los

servidores web Prodigy (PROtein binDIng enerGY prediction) [280] y HyPPI [281].

En todos los casos se fijó como residuo activo de la protéına la α1His102, y todos los

residuos de los péptidos se definieron como activos para estos. Se extrajeron de HADDOCK

los complejos con mejor puntaje general, con mejor puntaje y perteneciente a algún cluster,

y el mejor modelo del cluster más numeroso.

Primeramente se analizaron los contactos comunes para los mejores modelos correspon-

dientes a cada uno de los péptidos. A continuación, se simuló mediante DM el complejo que

presenta los mejores puntajes.

5.2.2. Interacción ODN - receptor GABAA

Se realizaron simulaciones de DM del péptido ODN en una solución de agua e iones al 0,15

M con el objetivo de observar el comportamiento y la estructura de este fragmento cuando es

separado de la protéına completa. Se clusterizó la dinámica de producción (método linkage

y valor de corte 0,1 nm) y se eligió la estructura representativa del cluster mayor para seguir

con el docking. A continuación se realizó el docking de ODN con HADDOCK en el modelo

confeccionado en este trabajo.

Paralelamente se realizó el docking de ODN extráıdo directamente de la protéına, sin

minimizar, mediante HADDOCK. Finalmente, se seleccionó un complejo para simular me-

diante DM, tomando en consideración los puntajes de los servidores Prodigy y HyPPI, y las

interacciones presentes en cada uno de los complejos obtenidos anteriormente.
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5.2.3. Interacción DBI - receptor GABAA

Se descargaron las estructuras de DBI resueltas mediante difracción de rayos X del PDB

(Tabla 5.1 y se analizaron los posibles modos de unión de ellas con el receptor modelado.

Se emplearon para el docking molecular guiado las siguientes condiciones: α1His102 como

residuo activo y aquellos circundantes como residuos pasivos para el receptor. El residuo

activo en DBI fue Glu43 y nuevamente los residuos pasivos fueron aquellos lindantes. A

partir de las estructuras obtenidas se realizaron simulaciones de dinámica molecular.

Tabla 5.1: Estructuras de ACBP/DBI empleadas en este trabajo.

PDB ID Caracteŕıstica

2FJ9 ACBP de h́ıgado de humano, sin ligando

2CB8 ACBP de h́ıgado de humano, con ligando

1HB8 ACBP bovina

2FDQ ACBP armadillo de glándula de Harder

Se llevaron a cabo tres simulaciones de DM a partir de los dos mejores complejos según

HADDOCK: del Complejo 1 correspondiente al modelo de menor enerǵıa, del Complejo

2 correspondiente al complejo con la segunda menor enerǵıa, y del complejo tal que DBI

estaba orientado según el Complejo 2 pero ubicado a una distancia de ∼1,5 nm del recep-

tor. Se simularon los tres sistemas ya que el segundo mejor complejo, según el puntaje de

HADDOCK, es similar a los complejos más favorables hallados para las otras estructuras de

DBI.

5.2.4. Interacción DBI - Diazepam

A pesar de no contar con información experimental acerca una posible interacción entre

DBI y diazepam, tras la observación de que DBI puede ser sustrato de distintos ligandos,

se hipotetizó una posible interacción entre dicha protéına y diazepam como un mecanismo

alternativo de inhibición. En primer lugar se realizó un estudio de docking molecular mediante

Autodock Vina, empleando como posible región de unión un cubo de 2,5 nm de lado (que

encierra a toda la protéına). La posición de menor enerǵıa muestra a diazepam en el sitio
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de unión de los ácidos grasos. En segundo lugar, se realizó una dinámica molecular de este

sistema de 220 ns, para analizar su estabilidad.

Se realizó una simulación de DM con cinco moléculas de diazepam dispuestas aleato-

riamente alrededor de DBI para evaluar la posibilidad de que diazepam se una al sitio

espontáneamente, independientemente de su estabilidad dentro del mismo.

5.3. Resultados

5.3.1. Interacción con fragmentos pept́ıdicos derivados de ODN

Como tendencia general los resultados del análisis con Prodigy y HyPPI, fueron mejores

para los complejos sin refinar con FlexPepDock, por lo tanto son estos los que se detallan a

continuación (Tabla 5.2). HyPPI no reconoció a ningún complejo como permanente y sólo

unos pocos mostraron una probabilidad mayor al 50 % de ser transitivos, siendo este el es-

tado esperado. Thr45-Thr51, Glu43-Gly52, Arg44-Gly52 y Arg44-Lys53 fueron identificados

como transitivos. Arg44-Lys53 (OP) posee la menor probabilidad de ser un artefacto, en

concordancia con los resultados experimentales que proponen la interacción de este péptido

con el receptor GABAA [121].
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Tabla 5.2: Los mejores modelos de acuerdo al análisis de interacciones realizado mediante servidores web
Prodigy y HyPPI.

Péptido ∆G (Prodigy)
[kcal/mol]

HyPPI -
%Probabilidad
de complejo
permanente

HyPPI -
%Probabilidad
de complejo
transitivo

HyPPI -
%Probabilidad
de artefacto

Asn41-Thr51 -8,7 1 29 71

Asn41-Gly52 -9,8 2 48 50

Asn41-Lys53 -9,0 1 46 53

Thr42-Thr51 -8,6 2 52 46

Thr42-Gly52 -9,5 1 35 65

Thr42-Lys53 -10,4 1 47 51

Glu43-Thr51 -9,3 0 24 76

Glu43-Gly52 -10,7 3 60 37

Glu43-Lys53 -8,7 1 37 62

Arg44-Thr51 -8,8 2 48 50

Arg44-Gly52 -8,7 2 52 46

Arg44-Lys53 -9,7 4 63 34

Arg44-Lys53 (c-EM) -9,7 4 65 31

Luego de un minucioso análisis de las interacciones presentes en cada uno de los complejos

(Tablas 5.3 y 5.4) no se pudo extraer un patrón de interacciones comunes. En cada complejo,

los péptidos logran acomodarse en la cavidad adoptando posiciones y orientaciones distintas.

Con el objetivo de corroborar el modo de unión encontrado para OP se lo simuló interac-

tuando con la estructura experimental. Si bien los puntajes fueron similares a los obtenidos

para el receptor modelado, el modo de unión es claramente distinto.
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Tabla 5.3: Puentes de hidrógeno establecidos en los complejos formados por péptidos de diferente longitud
y el receptor GABAA.

Thr41-Thr51 Thr41-Lys53 Glu43-Gly52 Arg44-Gly52

Receptor Péptido Receptor Péptido Receptor Péptido Receptor Péptido

α1Lys156 Thr42 α1Lys156 Glu43 α1His102 Glu43 α1Val203 Arg44

α1Lys156 Glu43 α1Lys156 Asp49 α1Glu138 Thr51 α1Thr207 Arg44

γ2Ile62 Asp49 γ2Asp192 Leu48 α1Glu138 Gly52 γ2Ser61 Asp49

γ2Asp192 Leu48 α1Lys156 Asp49 γ2Arg197 Asp49

γ2Arg197 Asp49 γ2Val59 Glu43 γ2Arg197 Thr51

γ2Arg197 Leu48 γ2Tyr199 Thr51

γ2Arg197 Phe50

γ2Arg197 Gly52

Tabla 5.4: Puentes de hidrógeno establecidos en los complejos entre el péptido OP y el receptor GABAA.

Arg44-Lys53 (modelo) Arg44-Lys53 (DM) Arg44-Lys53 (c-EM)

Receptor Péptido Receptor Péptido Receptor Péptido

α1Tyr160 Lys53 α1His102 Asp49 α1Ala161 Lys53

α1Ser205 Phe50 α1His102 Thr51 α1Thr163 Lys53

γ2Tyr58 Asp49 α1Lys156 Asp49 α1Glu166 Lys53

α1Tyr160 Thr51 α1Ser205 Asp49

α1Ser200 Arg44 α1Thr207 Gly52

α1Ile202 Pro45 α1Tyr210 Lys53

α1Ile202 Leu48 γ2Arg132 Gly52

α1Gln203 Gly46

α1Ser205 Phe50

α1Ser205 Lys53

α1Ser206 Lys53

α1Thr207 Lys53

α1Tyr210 Lys53

α1Thr214 Met47
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La dinámica molecular de OP interactuando con el modelo del receptor GABAA mostró que

el péptido se mantuvo unido a la cavidad principalmente a través de su extremo C-terminal.

Esta porción presentó poca movilidad, probablemente debido a que se mantuvo cubierto

por el loop C. En cambio, el extremo N-terminal fue muy móvil y adoptó distintas posicio-

nes rodeando a la subunidad α1 (Figura 5.2.a). A lo largo de la simulación el complejo se

estabilizó con un RMSD entre Cα que apenas supera 0,4 nm (Figura 5.2.b).

Los aminoácidos interactuantes del extremo C-terminal de los péptidos fueron los más

recurrentes en los distintos sistemas. Tal es el caso de Leu48, Asp49, Phe50, Thr51 y Lys53.

En particular Asp49 que en la simulación de DM interactúa mediante un puente de hidrógeno

con α1His102. Los aminoácidos del loop C también tienen un papel activo a lo largo de la

simulación al interactuar con el extremo C-terminal (Lys53) de los péptidos (Figura 5.3). La

α1Lys156 fue detectada en los otros niveles del estudio, y también forma parte del conjunto

de interacciones obtenidas en la dinámica y en los complejos con los otros péptidos.

La importancia del extremo C-terminal de los péptidos derivados de DBI fue propuesta

por Berkovich et. al. en 1989 [282]. Ellos observaron que tanto la amidación de la lisina

terminal como el corte del extremo C-terminal de los péptidos inhibe su unión a los sitios de

gran afinidad de las benzodiazepinas. Propusieron que esta porción funciona como mensajero

de la actividad biológica, mientras que el extremo N-terminal determina la especificidad por

los distintos sitios de unión.

(a) (b)

Figura 5.2: a. Fluctuación cuadrática media para los aminoácidos del péptido OP; b. desviación cuadrática
media de los Cα del receptor y OP a lo largo de la simulación de DM.
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Figura 5.3: Complejo OP-receptor GABAA obtenido de la clusterización de la simulación de DM

5.3.2. Interacción ODN - receptor GABAA

En una primera instancia se simuló al péptido ODN mediante DM en solvente expĺıcito

por 100 ns para analizar su comportamiento y estructura como ente independiente. La si-

mulación muestra que el péptido no logró estabilizarse en los primeros 100 ns (Figura 5.4.a).

Adoptó conformaciones progresivamente más plegadas, logrando que los residuos hidrofóbi-

cos se aproximaran 5.4.b).

(a)

(b)

Figura 5.4: a. El RMSD muestra una gran variabilidad conformacional; b. La estructura representada se
obtuvo de la clusterización y corresponde a los últimos nanosegundos de simulación.

En una segunda instancia, se realizaron simulaciones de docking molecular para ODN
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en dos conformaciones: la primera extráıda directamente de la protéına PDB ID: 2FJ9, y la

segunda de la clusterización de la simulación de DM de dicha estructura. De los complejos

encontrados, la clasificación según los servidores PRODIGY y HiPPY no concuerda (Tabla

5.5), a diferencia del análisis de los péptidos de menor longitud en el cual segúıan una misma

tendencia.

Tabla 5.5: Análisis mediante servidores web de los mejores modelos, de acuerdo a los puntajes de HAD-
DOCK, para el péptido ODN sin minimizar y luego de una corta simulación de DM.

Complejo ∆G Prodigy
[kcal/mol]

HyPPI -
%Probabilidad

de complejo
permanente

HyPPI -
%Probabilidad

de complejo
transitivo

HyPPI -
%Probabilidad
de artefacto

Cluster1 (pre DM) -9,0 1 32 68

Cluster7 (pre DM) -9,2 2 49 49

Cluster1 (Clust DM) -10,6 0 23 77

Cluster 4(Clust DM) -8,0 1 37 63

Complex110 (Clust DM) -10,7 0 25 75

Teniendo en cuenta las discrepancias entre los programas de análisis, se seleccionaron

los complejos con mejores propiedades según cada uno de los servidores: Cluster 7 (desde

ahora Complejo 1) y Complex110 (desde ahora Complejo 2). Estos modelos poseen el menor

puntaje según HADDOCK y además, en ambos el extremo C terminal se encuentra dentro

de la cavidad (Figuras 5.5 a. y b.) en concordancia con OP. En la Tabla 5.6 se detallan los

puentes de hidrógeno a los que está sometido ODN en cada uno de los complejos.
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(a) Complejo 1 (b) Complejo 2

Figura 5.5: Poses propuestas para la interacción de ODN con el receptor GABAA.

Tabla 5.6: Puentes de hidrógeno establecidos entre ODN y el receptor GABAA en los complejos obtenidos
del docking molecular.

Complejo 1 Complejo 2

Receptor Péptido Receptor Péptido

α1His102 Asp49 α1His102 Lys53

α1Lys156 Asp49 α1Ala152 Thr42

α1Lys156 Glu43 α1Lys156 Glu43

α1Ile202 Thr42 α1Lys156 Asp39

α1Gln203 Gln34 α1Thr214 Asp39

α1Gln204 Gly38 γ2Tyr58 Thr51

α1Glu209 Gln34 γ2Arg144 Lys53

α1Glu209 Thr36 γ2Asp192 Lys53

α1Glu209 Val37 γ2Arg194 Asp49

γ2Arg197 Glu43

Finalmente, se seleccionó el Complejo 1 para realizar una simulación de DM. En general

el complejo se mantuvo estable (Figura 5.6), mientras que el péptido, a partir de los 50

ns, presentó una gran movilidad del extremo N-terminal plasmado en los altos valores del

RMSD.
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Figura 5.6: La figura presenta la desviación cuadrática media de los Cα de ODN, el receptor y el complejo,
calculado realizando un ajuste sobre los Cα del complejo. El RMSD muestra que el péptido no llega a
estabilizarse en la simulación y posee dos estados bien diferenciados.

El complejo obtenido de la clusterización corresponde a un tiempo en el cual es sistema no

se hab́ıa estabilizado (Figura 5.7.a). Según el webserver HyPPI este complejo tiene un 47 %

de probabilidad de ser transitivo, es decir que disminuyó respecto del complejo inicial. Por el

contrario, los complejos de los últimos cuadros de la simulación poseen una probabilidad de

ser complejos transitivos del 53 % (Figura 5.7.b), indicando una mejora respecto del complejo

inicial.
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(a) (b)

Figura 5.7: a. La estructura obtenida de la clusterización de la trayectoria corresponde a los 44 ns, previo
al primer incremento de RMSD; b. configuración final de la simulación de DM del sistema formado por el
receptor GABAA y ODN.

A lo largo de la trayectoria, ODN estableció distintos tipos de interacción hidrofóbica,

π-stacking y puentes de hidrógeno con residuos de las subunidades α1 y γ2. Los puentes de

hidrógeno con ocupancia mayor al 10 % se muestran en la Tabla 5.7. Además estableció in-

teracciones con α1Lys156, α1Ser200, α1Gln203 y γ2Asn60.

Tabla 5.7: Puentes de hidrógeno establecidos entre ODN y el receptor GABAA a lo largo de la simulación
de DM.

Receptor Péptido Ocupancia

α1Arg164 Val37 11 %

α1Asp199 Thr42 25 %

α1Ile202 Thr42 39 %

α1Ile202 Arg44 26 %

α1Glu209 Ala35 19 %

α1Glu209 Thr36 19 %

5.3.3. Interacción DBI - receptor GABAA

El docking de las distintas DBI en el receptor GABAA dio como resultado dos modos de

unión principales, correspondientes a los complejos con menor puntaje de HADDOCK del

docking de la protéına PDB ID: 2FJ9 (Figuras 5.8 y 5.9). El segundo complejo es equivalente
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al complejo de menor enerǵıa en las simulaciones de docking de las otras estructuras de DBI.

Figura 5.8: Complejo 1 (menor puntaje de HADDOCK). Presenta una probabilidad del 29 % de ser un
complejo transitivo (calculado con HyPPI) y un ∆G = -8,9 kcal/mol según Prodigy. a. Vista lateral; b. vista
frontal.

Figura 5.9: Complejo 2 (El segundo mejor complejo según HADDOCK). Presenta una probabilidad del
42 % de ser un complejo transitivo (calculado con HyPPI) y un ∆G = -9,8 kcal/mol según Prodigy. a. Vista
lateral; b. vista frontal.

A lo largo de la simulación de DM del Complejo 1 DBI resultó muy móvil (Figura 5.10.a),

alejándose del receptor y acercándose a la membrana. Correspondientemente, mantuvo unos

pocos contactos con el receptor, todos con una ocupancia (calculado con VMD) inferior al

6 %. El webserver HyPPI predijo que el complejo representativo de la simulación (Figura

5.10.b) posee sólo el 18 % de probabilidad de ser transitivo, y un 82 % de ser un artefacto.
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(a) (b)

Figura 5.10: a. La figura presenta la desviación cuadrática media de los Cα de DBI, el receptor y el complejo,
calculado realizando un ajuste sobre los Cα del Complejo 1; b. estructura representativa de la simulación de
DM. DBI es representada en multicolor y el receptor GABAA en beige.

Se descartó esta conformación debido a los elevados valores del RMSD de DBI a lo largo

de la simulación y a que los contactos que se establecieron las protéınas (Tabla 5.8) no

fueron estables. Además las interacciones presentes no involucraron residuos predichos para

la interacción con benzodiazepinas.

Tabla 5.8: Puentes de hidrógeno establecidos a lo largo de la simulación de DM del Complejo 1.

Receptor Péptido Ocupancia

α1Ile202 Ile40 2 %

α1Thr214 Glu43 2 %

α1His216 Glu43 6 %

α1His218 Glu43 2 %

Se realizaron dos simulaciones del Complejo 2, una de ellas involucró un corrimiento de

la protéına alejándola del receptor. En este caso, DBI no se acercó al receptor, indicando que

a mayor distancia DBI debe orientarse en forma distinta para favorecer la unión. La otra
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simulación del Complejo 2 (Figura 5.11) mostró que, de lograr obtener dicha conformación,

las interacciones que mantiene DBI con el receptor son estables. Si bien la protéına se mo-

vió sin alcanzar un equilibrio (Figura 5.12.a), el valor del RMSD es inferior al sufrido por el

receptor, a diferencia del obtenido para el Complejo 1, en el cual el RMSD de DBI triplicaba

al del receptor.

Figura 5.11: Configuración inicial para la simulación de DM del sistema formado por el Complejo 2 del
receptor GABAAy DBI (lila), y la membrana de POPC (gris).

(a) (b)

Figura 5.12: a. Se calculó la desviación cuadrática media de los Cα de DBI, el receptor y el complejo,
realizando un ajuste sobre los Cα del Complejo 2. El gráfico revela que si bien la protéına es móvil en relación
al complejo, la desviación es menor que la del receptor; b. estructura representativa de la simulación. DBI
es representada en multicolor y el receptor GABAA en beige.
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El servidor web HyPPI clasificó a la estructura representativa de la clusterización con

un 66 % de probabilidad de ser un complejo transitivo (Figura 5.11.b). Cabe destacar que

los residuos pertenecientes a DBI que apuntan hacia la membrana son de carácter polar.

Se analizaron las interacciones permanentes a lo largo de la producción. Resulta destaca-

ble que en el Complejo 2, DBI estableció interacciones del tipo puente de hidrógeno con los

loops relacionados con los mecanismos de apertura y cierre del canal (Tabla 5.9). Estas inter-

acciones particulares podŕıan tener influencia directa en la modulación del receptor GABAA

por parte de DBI. Es por ello que α1His142, α1Glu144, α1Ala150, α1Met158 y α1Asp159

del Cys-Loop, y α1 Tyr282 del Loop M2-M3, se señalan como residuos que debeŕıan ser

estudiados experimentalmente.

Tabla 5.9: Interacciones establecidas a lo largo de la simulación de DM del complejo 2.

Puentes de
hidrógeno

(ocupación>10 %)

Puentes de
hidrógeno

(1 % <ocupación<10 %)

Receptor Péptido Receptor Péptido

α1Glu144 Ser66 α1Glu144 Glu68

α1Glu144 Lys67 α1Ile202 Glu43

α1Ser200 Gly46 α1Ala150 Lys67

α1His216 Asn41 α1Asp199 Asn41

α1Ile202 Arg44 α1Lys220 Gln2

γ2 Tyr58 Glu43 α1Gln204 Glu43

α1Ser200 Met48 α1Tyr282 Ser66

α1Asp199 Trp55 α1Asp159 Lys67

γ2Asn60 Asn41 α1His218 Thr36

γ2Asn60 Glu43 α1Met158 Gln2

γ2Asn60 Thr42 α1Ile202 Thr42

α1His142 Asp49

Sin embargo, ninguna de las dos conformaciones contuvo al fragmento correspondiente

al péptido OP dentro del sitio de unión. Esto podŕıa indicar que la orientación encontrada
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no representa una conformación activa, o bien que representa un modo de unión alternativo

al de los péptidos de menor longitud. Debido al tamaño de la protéına y a la cercańıa a la

membrana plasmática es esperable que no logre penetrar al sitio de unión de la misma forma

que los péptidos más chicos.

En todos los casos de estudio el residuo α1Lys156 mantiene contactos polares con DBI y

sus péptidos. Por esta razón se realizó la mutación de este residuo por Ile, Gly y Glu, y se

repitieron los docking mediante HADDOCK. Sin embargo, no se registraron modificaciones

en los puntajes o complejos obtenidos.

5.3.4. Interacción DBI - Diazepam

Ante la incógnita respecto de una posible interacción entre la protéına DBI y el modulador

alostérico positivo diazepam, se realizó un estudio de docking molecular mediante Autodock

Vina. El modo de unión con mejor puntaje ubicó a diazepam en el sitio de unión propuesto

para los ácidos grasos (Figura 5.13.b). Para corroborar la estabilidad de la unión se realizó una

dinámica molecular del sistema en solvente expĺıcito.

En la simulación de DM de DBI con diazepam dockeado en su cavidad de unión, el

ligando se mantuvo en el sitio a lo largo de toda la trayectoria; sin embargo, la hélice 1 de

la protéına se desestructuró hacia el final de la simulación (Figura 5.13.c). Esto podŕıa ser

producto del empleo del campo de fuerza gromos53a6, que posee una tendencia a perder

contenido de esta estructura secundaria [283] o bien debido a la presencia de diazepam.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 5.13: a. Estructura cristalográfica PDB ID: 2CB8 de DBI unido al compuesto Miristoil CoA; b.
Complejo DBI-diazepam obtenido del docking con ADV; c. Complejo DBI-diazepam luego de la simulación
de DM; d. Resultado de la simulación de DBI y cinco moléculas de diazepam.

En los primeros 100 ns de la simulación de DM de DBI con cinco moléculas de diazepam,

se pudo observar que uno de los ligandos se acomodó en el sitio de unión predicho por el

docking (que es el sitio de unión para los ácidos grasos) y los ligandos restantes se unieron

a distintos sitios alrededor de la protéına.

Se compararon las estructuras de ACBP (DBI) cristalizada con el ligando Miristoil CoA

(PDB ID: 2CB8) (Figura 5.13.a), la estructura cristalizada sin ligando (PDB ID: 2FJ9) luego

del docking de diazepam (Figura 5.13.b), dicha estructura luego de 220 ns de simulación de

DM (Figura 5.13.c) y la estructura luego de 106 ns de simulación de la estructura PDB ID:

2FJ9 rodeada por cinco moléculas de diazepam (Figura 5.13.d). De dicha comparación se

observó que las hélices 2 y 4 permanecieron inalteradas, mientras que la hélice 1 y el loop

que conecta las hélices 2 y 3 fueron las que sufrieron mayores modificaciones en los complejos

obtenidos de la DM (Figura 5.14). La hélice 3 mostró cambios sólo en la simulación con los

cinco ligandos (una de las moléculas de diazepam se ubicó entre esta y el loop).
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Figura 5.14: Superposición de las estructuras de DBI. En beige la estructura (PDB ID: 2CB8), en rosa
PDB ID: 2FJ9 luego del docking de diazepam, en violeta la simulación de dicha estructura, en verde la
simulación de PDB ID: 2FJ9 junto con cinco moléculas de diazepam.

Respecto de las interacciones particulares de cada sistema, se advirtió que los ligandos

de la estructura cristalográfica interactúan con los residuos Met25, Leu26, Tyr29, Lys55,

Val13 y Leu16. Por su parte, el complejo obtenido mediante docking muestra a diazepam

interactuando hidrofóbicamente con Val13, Arg14, Ile28 y Tyr29, y luego de la dinámica

molecular mantiene interacciones de tipo hidrofóbicas con Tyr29, un puente de hidrógeno

con el esqueleto de Val13 y una interacción del tipo π-stacking con Tyr32. Aśı mismo, en

la DM con los cinco ligandos, el compuesto que se unió a dicho sitio mantuvo interacciones

hidrofóbicas con Met25, Leu26, Ile28, Tyr29, y puentes de hidrógeno y una interacción tipo

cation-π con Arg14.

En todos los casos diazepam permaneció unido a DBI. Si bien las interacciones no fue-

ron las mismas, se caracterizaron por establecer mayormente contactos hidrofóbicos, esto

podŕıa explicar la tendencia a mantenerse dentro del sitio de unión en lugar de explorar

conformaciones más solvatadas.

5.4. Conclusiones

En esta sección se estudió la unión de la protéına DBI, el péptido ODN y el péptido

OP al receptor GABAA. OP forma parte de ODN y éste a su vez, es parte de DBI. En

los modelos presentados no se observó exactamente el mismo patrón de interacciones; no
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obstante, los aminoácidos α1His102, α1Glu144, α1Lys156, α1Asp199, α1Ser200, α1Ile202,

α1Glu209, γ2Tyr58 y γ2Asn60 fueron detectados como part́ıcipes de la uniones para los tres

sistemas. Por lo tanto, se proponen estudios de mutagénesis dirigida que apunten hacia estos

aminoácidos del receptor. Aśı mismo, Asn41, Thr42, Glu43, Arg44, Asp49 y Lys53, son

candidatos para ser estudiados por parte de DBI.

Por otro lado, los residuos pertenecientes al Cys-Loop, y el Loop M2-M3 (α1His142,

α1Glu144, α1Ala150, α1Met158, α1Asp159 y α1Tyr282) que establecieron en las simulaciones

de DM interacciones con DBI debeŕıan ser tenidos en cuenta para futuros experimentos ya

que pertenecen a regiones relacionadas con el gating del receptor.

En cuanto a la interacción de DBI con diazepam, si bien no hay información experimental

que respalde dicha interacción, y la tendencia de los ligandos de acercarse a la protéına

podŕıa ser un artefacto de la simulación, resulta interesante que diazepam se una in silico

al sitio de unión de ácidos grasos de esta protéına. Además, debido a que el mecanismo por

el cual DBI inhibe la acción de diazepam es aún desconocido, es plausible que exista más

de un camino por el cuál esto suceda. Esta hipótesis es un punto de partida para realizar

estudios experimentales que permitan analizar la posible interacción de estas dos moléculas

y corroborarla como un mecanismo alternativo de la modulación del funcionamiento del

receptor.

Este caṕıtulo presenta estudios preliminares sobre la interacción entre las protéınas DBI

y los receptores GABAA. El estudio computacional es desafiante debido a la escasa infor-

mación experimental sobre dicha unión que permita guiar la interpretación de los resultados

obtenidos. Por este mismo motivo, el estudio es pertinente. Los resultados propuestos en

este caṕıtulo tienen carácter predictivo y, a partir de un cuidadoso análisis, permitieron la

generación de hipótesis para el desarrollo de estudios experimentales.
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Caṕıtulo 6

Conclusiones

6.1. Conclusiones generales

Existen innumerables motivaciones para abordar el estudio estructural y funcional de

los miembros de la subfamilia de receptores GABAA. Por ejemplo, desde una perspectiva

farmacológica, el desarrollo de fármacos con funciones espećıficas requiere conocimientos pre-

cisos de los sitios de unión de la protéına receptora; además, ciertas enfermedades conocidas

como canalopat́ıas son causadas por mutaciones con impacto estructural directo, las cuales

necesitan ser caracterizadas para desarrollar tratamientos terapéuticos apropiados [284].

Con la información disponible hasta el momento se ha avanzado considerablemente tanto

en el desarrollo de fármacos como en el entendimiento del rol de estos receptores en la

salud de los mamı́feros. Sin embargo, aún falta mucho para comprender de manera detallada

su funcionamiento. Los receptores presentan una complejidad estructural muy alta, no se

conocen aún los mecanismos de propagación de la información dentro del canal, y tampoco se

tiene certeza respecto de la cantidad, ni descripción de los estados conformacionales posibles.

En vistas de la estructura del subtipo α1β2γ2 recientemente publicada, se presenta una

alentadora escena. Por primera vez, estructuras experimentales están disponibles para el

estudio de estos receptores, aśı como también del modo de unión del neurotransmisor GABA

y el antagonista flumazenil. No obstante, su resolución es baja (3,9Å) y por lo tanto aún

existen muchas incertezas.

Consideramos que este trabajo de tesis aporta información valiosa respecto a interaccio-
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nes del receptor GABAA con biomoléculas que no han sido estudiadas previamente a nivel

molecular. Aśı mismo, el desarrollo de un modelo del receptor validado mediante distin-

tos enfoques y que sea capaz de representar la información experimental disponible es muy

importante para continuar el estudio exhaustivo de estos receptores.

A lo largo del trabajo, han surgido preguntas del tipo epistemológicas tales como ¿Cuál es

la validez de los resultados obtenidos mediante simulaciones computacionales? ¿Es necesaria

la contrastación con información experimental? ¿Cuál es el ĺımite de la metodoloǵıa que

se está empleando? Si bien estas preguntas se apartan del propósito central de la tesis,

consideramos que fueron fundamentales para establecer la validez del trabajo desarrollado.

El valor de los modelos y de las simulaciones puede ser evaluado en forma integral en

función de su aplicabilidad y su veracidad a través de procesos de validación y verificación

respectivamente [285]. La validación está relacionada con la capacidad del modelo de prede-

cir aquello observado en la naturaleza, y la veracidad está ı́ntimamente ligada a la ejecución

del mismo. A lo largo de esta tesis se emplearon métodos computacionales que han sido

ampliamente validados y han sido empleados en sistemas similares para producir nuevos

conocimientos. Aśı mismo, se contrastaron, siempre que fue posible, los resultados con in-

formación experimental. En los pocos casos en los que esto no fue posible, se plantearon

hipótesis que podŕıan ser validadas mediante otros métodos.

Desde otro punto de vista, hay autores que argumentan que el conocimiento producido

mediante simulaciones es autónomo [285, 286]. Es decir, que no puede ser completamente

corroborado por observaciones. Esto ocurre porque las simulaciones se emplean usualmente

para estudiar fenómenos cuya observación resulta compleja o incluso imposible con la tecno-

loǵıa actual, tal es el caso de la observación directa de interacciones a nivel intermolecular.

En conclusión, esta tesis aporta a la validación de un nuevo paradigma en el cual las

simulaciones computacionales constituyen una tercera rama de la ciencia capaz de generar

conocimiento por śı mismo y que permite, a su vez, comprender, interpretar y relacionar la

experimentación con la teoŕıa. Además, las simulaciones computacionales resultan versátiles

y económicas. La interacción fluida y constante entre los estudios in silico, in vitro e in vivo

resulta imprescindible para un estudio abarcativo de un sistema tan complejo como lo es el

receptor GABAA.
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6.2. Conclusiones particulares

En este trabajo de tesis se realizó un modelo del receptor GABAA del subtipo α1β2γ2

validado mediante distintas técnicas. Aśı mismo, se estudió de forma exhaustiva la unión de

ligandos farmacológicamente relevantes a los sitios de unión orstostéricos y de gran afinidad

de las benzodiazepinas, y se analizó in silico, por primera vez, la interacción del receptor con

la protéına Diazepam Binding Inhibitor y con los péptidos derivados de su digestión tŕıptica.

El receptor GABAA fue modelado por homoloǵıa y validado mediante el estudio de

sus propiedades estereoqúımicas, el análisis de interacciones con ligandos en los sitios de

unión extracelulares y mediante su estabilidad en simulaciones de dinámica molecular. Los

resultados fueron favorables, se ha probado que el modelo es capaz de reproducir datos

experimentales respecto de la unión de ligandos del sitio ortostérico y de la cavidad de

gran afinidad de las benzodiazepinas. Aśı mismo, el modelo pudo ser contrastado con una

estructura experimental resuelta recientemente demostrando una vez más su validez.

El análisis de la unión de ligandos permitió detectar rotámeros de cadenas laterales

fundamentales para una correcta unión, tal como el de la α1His102. También la conformación

de los ligandos resultó crucial para una correcta unión en el sitio. Para cada ligando las

interacciones relevantes fueron comprobadas y, en algunos casos, se propusieron contactos

adicionales. El comportamiento de los ligandos y del receptor a lo largo de las simulaciones

de DM reflejan la estabilidad de cada uno de los modos de unión propuestos.

Se presenta por primera vez un estudio computacional de la interacción entre una pro-

téına con múltiple funcionalidad, DBI, y el receptor GABAA. El análisis de los resultados

permitió proponer formas de unión independientes para los péptidos de distintas longitudes

y para la protéına completa. La razón de estas diferencias podŕıa radicar en formas de unión

alternativas inherentes a la acción de cada uno de los péptidos o en que no todos los modos

de unión hallados sean posibles. El proceso de modelado, por su naturaleza no determińısti-

ca, puede generar modos energéticamente factibles, pero que no representen una situación

probable.
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6.3. Perspectivas a Futuro

El cálculo de enerǵıa libre mediante técnicas de muestreo avanzado, si bien es compu-

tacionalmente costoso, ha demostrado ser un buen criterio para determinar la validez de

un modo de unión particular. Dichos estudios, a través de ABF o bien metadinámica, pue-

den realizarse en sistemas mutados para determinar la influencia de aminoácidos como la

α1His102.

El estudio in silico de la interacción entre el receptor GABAA y DBI cumplió su objetivo

por el momento y es el turno de los experimentalistas de analizar la interacción basada

en la información provista por este trabajo. Entre las posibles técnicas a implementar, las

espectroscoṕıas ESR (Electron Spin Resonace) y EPR (Electron Paramagnetic Resonace) son

prometedoras ya que permitiŕıan mediante Site-directed spin labeling determinar las regiones

de mayor y menor movilidad. Para ello se emplean mutaciones por cistéınas, las cuales luego

son modificadas con un marcador de spin. DBI no presenta cistéınas por lo tanto se mutaŕıan

residuos propuestos para la unión, aśı como también residuos en las regiones opuestas, que

estaŕıan expuestos al solvente y posiblemente sean regiones más móviles. Se han empleado

estas técnicas para estudiar cambios en la movilidad o exposición al solvente, aśı como

también para investigar la dinámica de complejos de protéınas [287,288].

Sugerimos además, estudios de mutagénesis dirigida, para determinar la influencia de los

aminoácidos propuestos en la interacción del receptor con DBI y sus fragmentos pept́ıdicos.

De contar con mayor información experimental respecto de esta unión se podŕıa analizar la

dinámica de la interacción mediante simulaciones de DM.
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Apéndice A

Compilación de la información

experimental sobre la unión de

ligandos a los sitios de unión

estudiados

Tabla A.1: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad β2 del sitio de unión ortostérico.

Loop Residuo Interacción Fuente

A

β2Y97

• Interacción Cation-π con GABA. [289]

• Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unión. [290]

• Su mutación reduce la sensibilidad hacia GABA y gabazine . [290]

β2L99 • Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unión,

pese a no interactuar directamente con GABA.

[290]

B

β2E155 • Su mutación afecta la apertura del canal y debilita la unión de

agonistas.

[291]

β2S156
• Su mutación por Cistéına afecta la activación por GABA y la

inhibición por gabazine.

[291]

• Hipotético puente de hidrógeno con GABA. [291]

β2Y157
• Se ha propuesto que interactúa a través de su grupo hidroxil

(No haŕıa cation−π).

[289]
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Loop Residuo Interacción Fuente

• Su mutación disminuye la sensibilidad y afinidad aparentes de

GABA y muscimol.

[292]

• Se propone una interacción con el grupo 3-isoxaszole de muscimol [292]

• Cuando se muta por Serina, gabazine y bicuculline actúan como

agonistas parciales

[292]

• Su mutación por Fenilalanina disminye en mayor medida la

sensibilidad hacia GABA que cuando se muta a Serina, Asparagina

o Threonina, que también disminuyen su sensibilidad.

[292]

β2G158 • Su mutación reduce la afinidad por GABA y gabazine. [291]

β2T160

• Su mutación disminuye la sensibilidad y afinidad aparentes de

GABA y muscimol.

[292]

• Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unión y

participa en la apertura del canal.

[291]

β2D163 • Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unión y

participa en la apertura del canal.

[291]

C

β2F200 • Su mutación afecta la unión de gabazine y GABA y la activación

del canal.

[293]

β2S201 • Su mutación reduce la sensibilidad hacia GABA y gabazine. [293]

β2T202 • Su mutación disminuye la afinidad y sensibilidad aparentes por

GABA, muscimol y gabazine.

[292,293]

β2G203 • Su mutación reduce la sensibilidad hacia GABA y gabazine. [293]

β2S204
• Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unión. [293]

• Su mutación no afecta la afinidad de GABA ni de gabazine. [293]

β2Y205
• Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unión. [293]

• Su mutación disminuye la afinidad aparente de GABA, muscimol,

bicuculline y gabazine.

[289,292,293]

β2R207

• Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unión. [293]

• Su mutación disminuye la afinidad aparente de GABA y otros

agonistas, pero no de gabazine.

[93,294]

• Estabiliza la unión de antagonistas. [294]

• No participa de la apertura del canal. [93]

β2S209
• Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unión. [293]

• Su mutación no afecta la afinidad de unión de GABA ni de

gabazine.

[293]
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Tabla A.2: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad α1 del sitio de unión ortostérico.

Loop Residuo Interacción Fuente

D

α1D63 • Estudios de SCAM muestran que gabazine proteje a este residuo,

mientras que GABA no.

[110]

α1F65

• Estudios de SCAM lo identificaron como parte del sitio de unión. [110]

• Estudios de Photoaffinity Labelling muestran que reacciona con

el grupo carboxilato de muscimol.

[295]

• Su mutación disminuye la afinidad de unión de GABA, bicucu-

lline y gabazine

[110]

α1R67

• Estudios de SCAM y Photoaffinity Labelling lo identificaron

como parte del sitio de unión.

[94, 110]

• Se propone como el punto de unión del grupo carboxilo de

GABA.

[94,110]

• Su mutación disminuye la afinidad de unión de GABA y otros

agonistas.

[94, 294]

• Se ha propuesto que obstruye la unión de antagonistas. [294]

• No está involucrado en la activación del canal. [294]

• Este residuo se encuentra conservado en todas las subunidades

α, π y ρ de receptores GABAA.

[110]

α1S69 • Estudios de SCAM lo identifican como parte del sitio de unión. [94, 110]

E

α1N116 • Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unión. [296]

α1L118 • Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unión. [296]

α1R120

• Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unión. [296]

• Su mutación reduce la afinidad de unión de muscimol y gabazine,

y reduce la sensibilidad de GABA.

[297]

α1I121 • Su mutación reduce la sensibilidad de GABA y muscimol pero

no bicuculline.

[298]

α1T130 • Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unión. [296]

α1R132

• Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unión. [296]

• Su mutación reduce la unión de GABA. [294]

• Se ha propuesto como estabilizador de la unión de antagonistas. [294]

• Está involucrado en el proceso de activación del canal. [294]

F
α1V179 • Estudios de SCAM indican que forma parte del sitio de unión,

aunque no interactuaŕıa directamente con GABA.

[240]
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Loop Residuo Interacción Fuente

α1V181 • Estudios de SCAM indican que forma parte del sitio de unión,

aunque no interactuaŕıa directamente con GABA.

[240]

α1D184 • Estudios de SCAM indican que forma parte del sitio de unión,

aunque no interactuaŕıa directamente con GABA.

[240]
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Tabla A.3: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad α1 del sitio de unión de gran afinidad de las Benzodiazepinas.

Loop Residuo Interacción Fuente

A

α1D98 • Su mutación afecta la afinidad y la eficacia de moduladores

positivos y flumazenil

[106,299]

α1F100

• Su mutación afecta la unión y la eficacia de los moduladores

positivos.

[300]

• Involucrado en interacciones del tipo π-stacking. [1]

• Si se muta por Cistéına, cambia la acción de eszopiclone y dia-

zepam de moduladores positivos a moduladores negativos, reduce

la afinidad de unión de zolpidem y eszpiclone. La unión de fluma-

zenil observó cambios en algunos estudios, mientras que en otros

permaneció inalterada.

[106,299,300]

• Al ser mutado puede interferir con la disposición espacial de las

cadenas laterales de α1His102 y α1Tyr160.

[106]

α1H102

• Estudios de SCAM mostraron que el átomo de cloro de diazepam

apunta hacia este residuo.

[263,265,301]

• Es marcado por foto-afinidad por flunitrazepam. [260]

• Fue identificado a partir de estudios de mutagénesis dirigida e

intercambio de dominio, como necesario para la unión de diazepam

y zolpidem.

[302,303]

• Al ser mutado por Arginina disminuye la unión de flumazenil

pero no afecta a la unión de Ro15-4513 (las i-BDZs se unen a

receptores que contengan las subunidades α4 y α6). Sin embargo

Ro15-4513 se convierte en un modulador positivo.

[302,304]

• Su mutación disminuye la afinidad de unión de zopiclone (la

reducción es menor si se muta por una Fenilalanina).

[302,303]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling ubican el

sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.

[270]

• Su mutación por Arginina disminuye la afinidad de unión por

diazepam, volviéndose insensible a este ligando.

[104,304]

α1N103

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling muestran

que apunta hacia el sitio de unión.

[300]

• El átomo de cloro de diazepam y el sustituyente-7 de las i-BDZs

apuntan hacia este residuo, pero es menos accesible que α1H102.

[263,300]

• Su mutación por Cistéına no afecta la unión de flumazenil. [300]
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B

α1G158

• Su mutación afecta la unión y eficacia de agonistas. [299]

• El átomo de cloro de diazepam apunta hacia este residuo. [263]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling ubican el

sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.

[270]

• Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de zolpidem

y eszopiclone.

[106]

α1S159 • Su mutación por Cistéına disminuye la afinidad de unión de

flunitrazepam y flumazenil.

[263,270]

α1Y160

• Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unión. [263]

• Su mutación por Serina genera perdida de afinidad por diazepam

y flumazenil.

[305]

• Su mutación por Cistéına disminuye la afinidad de unión de

flunitrazepam y flumazenil.

[263,270]

α1Y162 • Su mutación por Alanina aumenta la eficiencia de diazepam y

eszopiclone.

[306]

α1T163 • Su mutación afecta la afinidad por diazepam. [302]

C

α1G201

• Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de flura-

zepam, eszopiclone y zolpidem.

[106,299]

• Su mutación por Ácido Glutámico reduce la afinidad de unión de

zolpidem, mientras que la de flumazenil aumenta y la de diazepam

no cambia.

[302,307,308]

α1V203

• El átomo de cloro de diazepam apunta hacia este residuo. [263]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling ubican el

sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.

[270]

• Su mutación por Cistéına disminuye la afinidad de unión de

zolpidem y eszopiclone.

[106]

α1S205 • Su mutación afecta la afinidad de unión de zolpidem. [106]

α1S206

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling han demos-

trado su cercańıa al átomo C3 del anillo de las benzodiazepinas.

[263,265]

• Su mutación por Alanina no afecta la potenciación de BDZs

clásicas.

[306]

• Su mutación por Asparagina disminuye la afinidad de unión de

i-BDZs pero no flunitrazepam.

[309]

α1T207
• Relacionado con la eficacia de flurazepam, eszopiclone y zopidem,

pero no con su afinidad de unión.

[299]
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• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling han demos-

trado su cercańıa al átomo C3 del anillo de las benzodiazepinas.

[263]

• Comparte contactos polares con el grupo N-metilo de diazepam,

el cual apunta hacia afuera de la cavidad.

[263]

• Su mutación por Alanina muestra una pequeña disminución en

la afinidad de unión de flumazenil, diazepam y zolpidem.

[306,310]

• Su mutación por Valina disminuye la afinidad de unión de

diazepam y zolpidem y un aumento en la unión de flumazenil.

[277,308]

α1G208 • Su mutación por Cistéına disminuye la afinidad de unión de

flunitrazepam y flumazenil.

[263,270]

α1Y210

• Su mutación afecta la afinidad de unión y la eficacia de agonistas. [299]

• Su propiedad aromática es importante para la unión de ligandos. [310]

• Su mutación por Glutamina o Cistéına anulan la afinidad de

unión de flumazenil y flunitrazepam.

[106]

• Su mutación por Fenilalanina reduce la afinidad de unión de

flumazenil, diazepam y zolpidem, mientras que su reemplazo por

Serina o Alanina impide la unión de estos ligandos.

[305,310]

• El ligando ro15-4513 es fotoincorporado por este residuo, se

propone que interactúa con el grupo Azido.

[268]

α1V212

• Su mutación por Cistéına aumenta la eficacia de zolpidem. [299]

• El átomo de cloro de diazepam apunta hacia este residuo. [263]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling ubican el

sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.

[270]

• Es importante para la unión de flunitrazepam y diazepam,

mientras que ro15-4513 prefiere una Isoleucina en esta posición.

[302]
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Tabla A.4: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad γ2 del sitio de unión de gran afinidad de las Benzodiazepinas.

Loop Residuo Interacción Fuente

β1s

γ2M57
• Esencial para la unión de gran afinidad del flunitrazepam. [311]

• Importante para la unión de zolpidem. [312]

γ2Y58

• Esencial para la unión de gran afinidad de flunitrazepam. [311]

• Su mutación por Cistéına disminuye la afinidad de unión de

flunitrazepam y diazepam, pero no de flumazenil.

[265]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling relacionan

este residuo con el átomo C3 del anillo de benzodiazepinas y el

sustituyente-7.

[265]

γ2N60

• Su mutación por Cistéına disminuye la afinidad de unión de

flunitrazepam y diazepam, pero no de flumazenil.

[265]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling relacionan

este residuo con el sustituyente-7 de las BDZs clásicas.

[265]

γ2S61 • Su mutación por Cistéına afecta severamente la afinidad de

unión de flunitrazepam y elimina la unión de flumazenil.

[265]

D

γ2F77

• Es esencial para el funcionamiento del receptor y la unión de

flumazenil y clonazepam.

[313]

• Su mutación por Isoleucina resulta en una pérdida completa de

la afinidad por zolpidem y flumazenil, mientras que la afinidad de

unión del flunitrazepam se mantiene.

[313]

• Su mutación por Cistéına resulta en una pérdida completa

de la potenciacion debido a flurazepam, zolpidem, flunitrazepam y

flumazenil.

[107,263]

• Su mutación por Leucina resulta en una pérdida completa de la

potenciación y de la afinidad de unión de zolpidem, mientras que

la afinidad por diazepam y flumazenil solamente se reduce.

[306,314]

• Su mutación por Tirosina reduce considerablemente la afini-

dad de unión de diazepam y flunitrazepam, mientras que aumenta

ligeramente la de zolpidem y no afecta la unión de flumazenil.

[277,314]

• Su mutación por Triptofano reduce considerablemente la afinidad

de unión de diazepam y flumazenil.

[314]

γ2A79
• Importante para la unión de gran afinidad de las BDZs clásicas

y de las i-BDZs.

[269,311]
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• Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de zolpidem

y eszopiclone.

[106]

• Estudios de SCAM mostraron que el sustituyente-3’ de las i-

BDZs se encuentra cercano a este residuo.

[269]

• Estudios de SCAM revelaron que forma parte del sitio de unión. [107]

• Su mutación por Tirosina afecta la unión de las i-BDZs pero no

de flunitrazepam.

[269]

γ2T81

• Su mutación afecta la unión de las i-BDZs y de las BDZs clásicas

en menor manera.

[269,311]

• Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de zolpi-

dem.

[106]

• Estudios de SCAM revelaron que forma parte del sitio de unión. [107]

• Estudios de SCAM mostraron que el sustituyente-3’ de las i-

BDZs se encuentra cercano a este residuo.

[269]

• Estudios de SCAM mostraron que flurazepam no proteje a este

residuo de la modificación covalente.

[269]

E

γ2M130

• Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de flura-

zepam, eszopiclone y zolpidem.

[299]

• Sin embargo, otros estudios muestran que la mutación por Cis-

téına aumenta la afinidad de unión de zolpidem.

[106]

• Su mutación por Leucina genera una disminución en la afini-

dad de unión de zolpidem, mientras que la de diazepam sólo es

levemente reducida.

[277,312]

• No afecta la unión de flumazenil, pero śı es determinante en la

unión de flunitrazepam y clonazepam.

[313]

γ2R132 • Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de flura-

zepam, eszopiclone y zolpidem.

[299]

• Sin embargo, otros estudios muestran que la mutación por Cis-

téına aumenta la afinidad de unión de zolpidem.

[106]

γ2T142 • Su mutación por Serina genera que ro15-4513 y flumazenil sean

potentes moduladores positivos. A su vez aumenta la modulación

de diazepam, clonazepam y flunitrazepam; mientras que la modu-

lación por zolpidem se reduce a la mitad.

[315]
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γ2R144 • Su mutación por Cistéına reduce la afinidad de unión de eszo-

piclone.

[106]

F

γ2V190
• Si bien no estaŕıa en contacto directo con diazepam, está asociado

con la orientación del mismo.

[265]

• Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling han demos-

trado que las BDZs clásicas orientan su grupo NCH3 hacia este

residuo.

[265]

γ2R197
• Relacionado con la eficacia de flurazepam, eszopiclone y zopidem,

pero no con su afinidad de unión.

[299]

• Estudios de SCAM muestran que flurazepam y zolpidem demo-

ran su modificación covalente, sugiriendo movimientos en el loop F

luego de la unión de los ligandos.

[276]
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[61] H. Möhler, “Gabaa receptor diversity and pharmacology,” Cell and tissue research, vol. 326, no. 2,

pp. 505–516, 2006.

[62] S. W. Baumann, R. Baur, and E. Sigel, “Forced subunit assembly in α1β2γ2gabaareceptors: Insight

into the absolute arrangement,” Journal of Biological Chemistry, vol. 277, no. 48, pp. 46020–46025,

2002.

[63] V. Tretter, N. Ehya, K. Fuchs, and W. Sieghart, “Stoichiometry and assembly of a recombinant gabaa

receptor subtype,” Journal of Neuroscience, vol. 17, no. 8, pp. 2728–2737, 1997.

[64] G. B. Smith and R. W. Olsen, “Functional domains of gabaa receptors,” Trends in Pharmacological

Sciences, vol. 16, no. 5, pp. 162–168, 1995.

[65] S. J. Moss, G. H. Gorrie, A. Amato, and T. G. Smart, “Modulation of gabaa receptors by tyrosine

phosphorylation,” Nature, vol. 377, no. 6547, pp. 344–348, 1995.

[66] J. T. Kittler and S. J. Moss, “Modulation of gabaa receptor activity by phosphorylation and receptor

trafficking: implications for the efficacy of synaptic inhibition,” Current opinion in neurobiology, vol. 13,

no. 3, pp. 341–347, 2003.

[67] R. M. McKernan, T. W. Rosahl, D. S. Reynolds, C. Sur, K. A. Wafford, J. R. Atack, S. Farrar,

J. Myers, G. Cook, P. Ferris, L. Garrett, L. Bristow, G. Marshall, A. Macaulay, N. Brown, O. Howell,

K. W. Moore, R. W. Carling, L. J. Street, J. L. Castro, C. I. Ragan, G. R. Dawson, and P. J. Whiting,

“Sedative but not anxiolytic properties of benzodiazepines are mediated by the GABAA receptor

[alpha]1 subtype,” Nat Neurosci, vol. 3, pp. 587–592, jun 2000.

[68] U. Rudolph, F. Crestani, D. Benke, I. Brunig, J. A. Benson, J.-M. Fritschy, J. R. Martin, H. Blueth-

mann, and H. Mohler, “Benzodiazepine actions mediated by specific [gamma]-aminobutyric acidA

receptor subtypes,” Nature, vol. 401, pp. 796–800, oct 1999.
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[238] N. Kučerka, M.-P. Nieh, and J. Katsaras, “Fluid phase lipid areas and bilayer thicknesses of commonly

used phosphatidylcholines as a function of temperature,” Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -

Biomembranes, vol. 1808, no. 11, pp. 2761 – 2771, 2011.

195



[239] A. Khatri, A. Sedelnikova, and D. S. Weiss, “Structural rearrangements in loop f of the gaba receptor

signal ligand binding, not channel activation,” Biophysical journal, vol. 96, no. 1, pp. 45–55, 2009.

[240] J. G. Newell and C. Czajkowski, “The gabaa receptor α1 subunit pro174–asp191 segment is involved in

gaba binding and channel gating,” Journal of Biological Chemistry, vol. 278, no. 15, pp. 13166–13172,

2003.

[241] V. Raghavan, P. Bollmann, and G. S. Jung, “A critical investigation of recall and precision as measures

of retrieval system performance,” ACM Transactions on Information Systems (TOIS), vol. 7, no. 3,

pp. 205–229, 1989.

[242] J. Davis and M. Goadrich, “The relationship between precision-recall and roc curves,” in Proceedings

of the 23rd international conference on Machine learning, pp. 233–240, ACM, 2006.

[243] F. Fierro, E. Suku, M. Alfonso-Prieto, A. Giorgetti, S. Cichon, and P. Carloni, “Agonist binding to

chemosensory receptors: A systematic bioinformatics analysis,” Frontiers in molecular biosciences,

vol. 4, p. 63, 2017.

[244] C. Goutte and E. Gaussier, “A probabilistic interpretation of precision, recall and f-score, with im-

plication for evaluation,” in European Conference on Information Retrieval, pp. 345–359, Springer,

2005.

[245] T. Saito and M. Rehmsmeier, “The precision-recall plot is more informative than the roc plot when

evaluating binary classifiers on imbalanced datasets,” PloS one, vol. 10, no. 3, p. e0118432, 2015.

[246] J. Boström, A. Hogner, and S. Schmitt, “Do structurally similar ligands bind in a similar fashion?,”

Journal of medicinal chemistry, vol. 49, no. 23, pp. 6716–6725, 2006.

[247] G. Maggiora, M. Vogt, D. Stumpfe, and J. Bajorath, “Molecular similarity in medicinal chemistry,”

Journal of Medicinal Chemistry, vol. 57, no. 8, pp. 3186–3204, 2014. PMID: 24151987.

[248] N. M. O’Boyle, M. Banck, C. A. James, C. Morley, T. Vandermeersch, and G. R. Hutchison, “Open

babel: An open chemical toolbox,” Journal of cheminformatics, vol. 3, no. 1, p. 33, 2011.

[249] “The open babel package, version 2.4.1,” 2016.

[250] P. C. Lai, M. S. Singer, and C. J. Crasto, “Structural activation pathways from dynamic olfactory

receptor–odorant interactions,” Chemical senses, vol. 30, no. 9, pp. 781–792, 2005.

[251] L. Gelis, S. Wolf, H. Hatt, E. M. Neuhaus, and K. Gerwert, “Prediction of a ligand-binding niche

within a human olfactory receptor by combining site-directed mutagenesis with dynamic homology

modeling,” Angewandte Chemie International Edition, vol. 51, no. 5, pp. 1274–1278, 2012.

[252] A. K. Malde, L. Zuo, M. Breeze, M. Stroet, D. Poger, P. C. Nair, C. Oostenbrink, and A. E. Mark,

“An automated force field topology builder (atb) and repository: version 1.0,” Journal of chemical

theory and computation, vol. 7, no. 12, pp. 4026–4037, 2011.

196
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