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Resumen

Los receptores GABA, son canales iénicos activados por ligandos y funcionan como los
principales mediadores de la inhibicion en el sistema nervioso central de mamiferos. Estan
formados por cinco subunidades formando un poro central conductor de iones. Cada com-
binaciéon de subunidades presenta una funcién y localizacién determinada, de las cuales el
subtipo ;27 es el mds abundante en el ser humano. Los receptores GABA, intervienen
en una miriada de procesos neuroldgicos y su desregulacion genera las denominadas canalo-
patias. Por lo cual, el estudio de estos sistemas es indispensable para el desarrollo de farmacos
y de tratamientos para mejorar la calidad de vida.

En este trabajo de tesis se propone el estudio in silico del receptor GABAA aq827:
mediante el empleo de técnicas de bioinformatica y biofisica computacional, que incluyen
simulaciones de docking molecular, dindmica molecular y técnicas de muestreo avanzado.

Se desarrollé un modelo por homologia del receptor empleando el receptor GABA, ho-
mopentamero de subunidades f3. El modelo fue validado a través de un cuidadoso analisis
de su estereoquimica y su estabilidad mediante simulaciones de dindmica molecular. A con-
tinuacién, se realizé un exhaustivo andlisis de la unién de compuestos a dos sitios de union
en el dominio extracelular del modelo: el sitio ortostérico (donde se unen los ligandos que
actian directamente sobre la activacién del canal) y el sitio de unién de gran afinidad de
las benzodiazepinas (moduladores alostéricos). Los modos de unién encontrados fueron con-
trastados con informacion experimental disponible y se hallé muy buena concordancia. El
trabajo finalizé con el primer estudio computacional sobre la interaccién putativa entre este
receptor y la proteina DBI y fragmentos peptidicos derivados de su digestion. Este andlisis
permitio elaborar, por primera vez, una hipotesis respecto a los residuos involucrados en la

interaccion.



Abstract

GABA 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 a4 822 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 a; 8279 GABA 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 GABA 3 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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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Historia de esta tesis

La motivacion inicial para realizar este trabajo de tesis fue el estudio de la interaccion
entre el receptor GABA, del subtipo 48272 con la proteina DBI o Diazepam Binding In-
hibitor. Estudios experimentales demostraron que tanto DBI como péptidos derivados de su
digestién son secretados por astrocitos en distintas regiones del cerebro. Alli esta proteina
y sus fragmentos peptidicos actian como moduladores alostéricos enddgenos de distintos
subtipos de receptores GABA, a través del sitio de unién de gran afinidad de las benzodia-
zepinas. Estos estudios revelaron que en ciertos casos la modulacion es positiva, mientras que
en otros casos es negativa. Asi mismo, no lograron explicar el porqué de esta diferencia. En
consecuencia, la motivacién inicial para desarrollar la presente tesis fue intentar descubrir
cudl es el fenémeno o la caracteristica estructural que determina cada tipo de accion.

A principios de 2014, si bien habia estructuras experimentales publicadas de DBI, no
existian aun estructuras de receptores GABA 5. Por este motivo, el primer paso fue conseguir
un modelo del subtipo mas comin en humano, el a;f357y;. Hasta ese momento el modelo mas
reciente estaba basado en la estructura del receptor de Glutamato, un homdélogo perteneciente
a Caenorhabditis elegans, en combinacién con receptores procariéticos [1]. De esta manera
comenzamos los primeros estudios, que se enfocaron en el aspecto electrostatico sin obtener
resultados concluyentes. En junio de 2014 se publicé la primera estructura cristalogréafica de

un receptor GABA,, el homopentdmero de subunidades (3 [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 cambié a modelar el receptor de la manera méas
detallada posible. Analizamos en primer lugar los programas computacionales y servidores
web que realizan la busqueda de homdlogos, el alineamiento de secuencias y finalmente el
modelado. El alineamiento de secuencias es la etapa mas critica, por lo tanto empleamos
distintos algoritmos para alinearlas, y luego realizamos modificaciones manualmente para
lograr describir los datos extraidos de la bibliografia. El modelo desarrollado fue refinado y
sometido a programas de validacion de su estructura, donde se obtuvieron resultados muy
favorables.

Debido a la escasez de datos experimentales a nivel molecular sobre la interaccién con
DBI decidimos, antes de continuar con el estudio, validar los principales sitios de interaccién
en la region extracelular del receptor GABAA. Es por ello que realizamos simulaciones de
docking molecular de ligandos cuya unién a las cavidades ortostéricas y de gran afinidad de las
benzodiazepinas estaba experimentalmente caracterizada. La contrastacion de los modos de
unién obtenidos con la informacién experimental nos permitié dar contexto y valor al modelo
realizado. Simultaneamente realizamos simulaciones de dinamica molecular para corroborar
la estabilidad del modelo y de los complejos obtenidos con los ligandos [3].

Este analisis exhaustivo derivé en un entendimiento mas profundo de la complejidad del
problema planteado inicialmente: la estructura de partida por tratarse de un modelo por
homologia presenta incertezas inherentes a la técnica, principalmente relacionadas con la
disposiciéon de las cadenas laterales de los aminodcidos y al estado de activacién en el cual se
modela el receptor. Se sabe que los receptores GABA , presentan al menos cuatro estados de
activacion distintos, en los cuales se modifica considerablemente su conformacion. Ademas,
la union de cada tipo de ligando estabiliza una cierta conformacion no sélo del sitio de unién
sino del receptor en general. Otro de los problemas radica en que las escalas de tiempo en
las cuales transcurriria la interaccién con DBI o bien el paso de los iones de cloruro estan
en el limite de los tiempos de simulacién posibles actualmente. Sin embargo, a pesar de la
complejidad del sistema de interés y de las limitaciones a nivel metodoldgico, la exploracién

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

Con el objetivo de superar la falta de datos experimentales subdividimos el estudio en tres
partes: interaccion con la proteina DBI completa, con el péptido de 20 residuos y con péptidos
mas pequenos de 8 a 12 aminoécidos. En todos los casos seguimos el mismo procedimiento que
incluyé primeramente el docking de DBI y los péptidos en el receptor y luego simulaciones de
dinamica molecular para analizar la estabilidad de los complejos. Pudimos proponer distintas
formas de unién y obtener indicios sobre los aminodcidos mas relevantes para las interacciones
establecidas.

Cuatro anos después de la primera estructura cristalografica de un receptor GABA,, en
julio de 2018, se publicaron las primeras estructuras del subtipo a4 272, obtenidas mediante
criomicroscopia electrénica a una resolucién de 3,9 A. El receptor fue resuelto unido a dos
moléculas del 4dcido y-aminobutirico y al antagonista flumazenil. Esto hizo posible la con-
trastacion de la estructura del modelo y del modo de unién de los ligandos, otorgandole atin
mas validez al trabajo.

Por lo anteriormente relatado esta tesis cuenta con seis capitulos:
Capitulo 1: Dedicado a la descripcién del problema planteado y las proteinas involucradas.

Capitulo 2: Explica el desarrollo de la metodologia empleada a lo largo del trabajo haciendo
énfasis en los tres pilares: modelado por homologia, docking molecular y simulaciones

de dindmica molecular.
Capitulo 3: Aborda el desarrollo del modelo y su evaluacién estructural.

Capitulo 4: Abarca el estudio multimetodolégico de la interaccién del receptor con ligandos

de relevancia farmacologica y cientifica.

Capitulo 5: Ahonda en el andlisis de la interaccion del receptor GABA, con DBI y sus
péptidos derivados.

Capitulo 6: Presenta las conclusiones finales y las proyecciones a futuro.
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1.2. Objeto de estudio: Proteinas

Las proteinas son compuestos organicos complejos constituidos por una o mas cadenas
polipeptidicas, cada una formada por gran cantidad de aminoédcidos unidos covalentemen-
te mediante enlaces peptidicos (Figura 1.1). Los aminodcidos estan formados por un grupo
amino (-NHs) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos a un atomo de carbono central, jun-
to a un dtomo de hidrégeno y una cadena lateral (R). El grupo lateral es el que define a
cada aminoécido. Existen 20 tipos de aminoécidos en la naturaleza, cuya particular combi-
naciéon da lugar a la inmensa variedad de proteinas con estructuras y funciones especificas.

El esqueleto de una proteina (backbone), estéd formado por los atomos C,, C, N y O.

H H R O
N\ Ha | 7
N—C—t+C—N-+C—C H
S 1 >N
H R H| H O

Figura 1.1: Enlace peptidico entre dos aminoécidos, el grupo acido de uno se une al grupo amino del otro
liberando una molécula de agua. Los cuatro dtomos del recuadro gris forman una unidad plana rigida. No
existe libertad de rotacién alrededor del enlace C-N.

Las proteinas son consideradas las macromoléculas més versatiles en los sistemas vivos
ya que no solo interactian con una inmensa variedad de moléculas sino que ademaés realizan
funciones fundamentales en préacticamente todos los procesos biolégicos. 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 transmision
de impulso nervioso, en el control del crecimiento y en la diferenciacién celular. Controlan
la funcion génica, el flujo de materiales a través de las membranas y actiian como sensores
y sefializadores [4,5].

La descripcion estructural de las proteinas se encuentra subdividida en cuatro nive-
les (Figura 1.2). La estructura primaria corresponde a la secuencia lineal y ordenada de
aminoacidos, la estructura secundaria representa las configuraciones regulares repetidas que
generan los puentes de hidrégeno entre los atomos del esqueleto polipeptidico dando lugar

a, por ejemplo, hélices «, laminas § y hélices de poliprolina. La estructura terciaria es la
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disposiciéon tridimensional de la cadena polipeptidica como resultado de una intrincada red
de interacciones entre las cadenas laterales de los aminoacidos. Entre las interacciones se
encuentran los puentes disulfuro entre cisteinas, atraccién o repulsion electrostatica entre
residuos con distinta o igual carga, atraccion hidrofébica e hidrofilica, entre otras. Si la pro-
teina esta formada por mas de una cadena polipeptidica (proteinas multiméricas), el arreglo
de estas subunidades se denomina estructura cuaternaria.

La estructura terciaria de grandes proteinas se subdivide cominmente en Dominios.
Estos corresponden a regiones discretas que se diferencian estructuralmente, espacialmente
o funcionalmente de otras partes de la proteina.

Las técnicas experimentales mas empleadas para la resolucion de su estructura tridimen-
sional son la Cristalografia de Rayos X, la Resonancia Magnética Nuclear y la Criomicros-
copia electronica. Las estructuras estan definidas a partir de la posicién de cada uno de los
atomos que las componen. Esta informacion se halla en la base de datos de proteinas o PDB

(del inglés Protein Data Bank) [6,7].

CREEERACR-ORRRRERERS

L -COOH

Estructura primaria

Estructura Secundaria

Estructura Terciaria Estructura Cuaternaria

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

Existe una estrecha relaciéon entre la secuencia de aminoacidos, la estructura nativa de
la proteina y la funcién que desempena 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 aminodcidos de una proteina determina su estructura tridimensional [9,10]. Del
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mismo modo, la funcién de las proteinas esta fuertemente correlacionada con su arquitectura
global, la dindmica interna del plegamiento y sus propiedades superficiales [11].

Se denominan proteinas homélogas a aquellas proteinas, pertenecientes a la misma especie
0 no, que provienen de un ancestro comun 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 més que la secuencia [12].

1.2.1. Proteinas de membrana

Las membranas celulares son esenciales para la vida celular ya que definen los limites
tanto de las células como de sus organelas y median el intercambio de sustancias entre el
exterior y el interior. Estan formadas principalmente por distintas clases de fosfolipidos y
colesterol, ordenados en una bicapa de entre 7 y 9 nm de grosor. Los fosfolipidos se disponen
de manera tal que las cabezas hidrofilicas estan expuestas al solvente y las colas hidrofébicas
apuntan hacia el interior de la membrana. Asi mismo, se unen a la membrana distintas
proteinas y azucares. Si las proteinas atraviesan toda la membrana y quedan expuestas a
ambos lados, se denominan intrinsecas, transmembrana o integrales; si solo estan expuestas
de un lado entonces son denominadas extrinsecas o ancladas (Figura 1.3). Las proteinas
transmembrana estan fuertemente unidas a la bicapa lipidica, mientras que las extrinsecas
no.

Entre un 20 y un 30 % de los genes de la mayor parte de los organismos codifican proteinas
de membrana [14, 15]; es decir que en el genoma humano hay aproximadamente 7.000 pro-
teinas de membrana codificadas [16]. Ellas cumplen un rol fundamental en el funcionamiento
celular como mediadoras entre el medio externo y el interno. Las proteinas de membrana in-
teractian con distintos tipos de particulas que van desde fotones, iones y moléculas pequenas,
hasta macromoléculas como otras proteinas o acidos nucleicos.

Hay distintos tipos de proteinas integrales de membrana que se clasifican segiin su fun-
cién en: transportadores, receptores, enzimas y otros. Los primeros permiten el pasaje de
moléculas hidrofilicas a través de la bicapa lipidica. Asi los canales i6nicos, por ejemplo,
regulan la concentracion de iones, generando y manteniendo gradientes electroquimicos.

A pesar del gran niimero de genes que codifican proteinas de membrana, estas constituyen
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Exterior

Cabeza polar

i l Colesterol
Foefolipidos. @

Proteinas intrinsecas Proteina extrinseca

Interior

Figura 1.3: Representacién esquematica tradicional de la membrana celular. Figura adaptada de la Enci-
clopedia Briténica [13].

una pequena fracciéon (~3,2%) de todas las estructuras depositadas en la base de datos de
proteinas (PDB) [6]. Determinar la estructura de este tipo de proteinas es dificultoso debido a
que no es sencillo expresar cantidades suficientes de las proteinas y a que no es facil encontrar
una membrana que preserve la estructura nativa de estas macromoléculas [17]. Ademas si
las proteinas presentan fragmentos méviles, es necesario remplazarlos o eliminarlos para que

puedan formar cristales [2].

1.2.2. Interaccion proteina-ligando

El reconocimiento molecular es el proceso en el cual macromoléculas bioldgicas inter-
actian entre si o con otras moléculas pequenas para formar complejos especificos. Este es
el pilar de todos los procesos en los organismos vivientes [18]. El reconocimiento molecular
estd definido por la especificidad y la afinidad de los compuestos interactuantes.

Las interacciones proteina-proteina regulan una mirfada de funciones celulares, que in-
cluyen la transduccién de senales, el metabolismo de compuestos y la realizacion del ciclo
celular. Esto se traduce a nivel sistémico en la regulacion de la homeostasis y en un desa-
rrollo fisiologico normal. Debido a su amplia incidencia, estas interacciones son potenciales
blancos terapéuticos. Aproximadamente el 40 % de las interacciones proteina-proteina invo-

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

Por su parte, los ligandos, ya sean naturales o artificiales, se clasifican en funcion 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 actian en forma opuesta al agonista. Los
antagonistas son aquellas sustancias que al unirse no generan ningtin cambio o accién pero
impiden la unién de otros ligandos a ese sitio, es decir poseen afinidad por sus receptores
pero no son eficaces. La accion de distintos ligandos sobre las proteinas varia no sélo con su
composicién quimica sino también con su concentracion, con el tipo de receptor o posibles
mutaciones en las proteinas blanco.

El efecto de modulacién alostérica positiva o PAM (por sus siglas en inglés Positive
Allosteric Modulation) es el aumento de la accién de los agonistas. Por ejemplo, en los re-
ceptores GABA, estos aumentan la duracion de las corrientes inhibitorias postsinapticas.
Por el contrario, los moduladores alostéricos negativos o NAM ( por sus siglas en inglés Ne-
gative Allosteric Modulation) son aquellas moléculas que disminuyen la accién del agonista.
En ambos casos el efecto puede producirse sobre la capacidad del agonista de unirse a la

proteina, o bien puede incidir sobre la activacion del receptor luego de la union del agonista.

1.3. Receptores pLGICs y Cys-Loop

Los receptores de la familia de canales iénicos pentaméricos activados por ligando o
pLGICs (del inglés pentameric Ligand Gated Ion Channels) son proteinas integrales de mem-
brana formadas por cinco subunidades homoélogas que rodean un poro central que permite
regular selectivamente el flujo de iones a través de la membrana plasmatica. De esta forma,
median la transmision sinaptica rapida 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 GABA a3 8272 no-nativo. a. En la vista lateral del receptor
estdn indicados el dominio extracelular (ECD), el transmembrana (TMD) y la regién en la que se encontraria
el dominio intraceular (ICD*) comiin a todos los receptores de la familia Cys-Loop; b. Vista desde el exterior
de la célula de un receptor del tipo ayfB272, las subunidades «; se muestran en azul, las 83 en amarillo y
72 estd coloreada de rojo. El sitio de unién de las benzodiazepinas estd 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 «;. Las estructuras relevantes estan representadas por una L en el caso de los loops y M las
helices transmembrana. Existe evidencia de que el loop 1/52 y el M2-M3 estan directamente involucrados
en el funcionamiento del receptor y el pasaje entre estados [20,21].

La unién de un neurotransmisor a, por lo menos, un sitio ortostérico inicia una serie
de cambios conformacionales graduales que derivan a la activacién del canal, es decir, un
estado conductor. Asi mismo, la modificacién de la fluidez de la membrana o la unién de
otros compuestos, tanto endégenos como exdgenos, en sitios alostéricos pueden modular la
apertura de dichos canales [22].

Los pLGICs estén correlacionados evolutivamente [23] y se distribuyen en forma ubicua
en la mayor parte de los grupos taxondémicos excepto en plantas multicelulares y hongos.
Tienen una historia evolutiva compleja que involucra una alta tasa de pérdida de genes y
transferencia horizontal multiple [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

cisteinas [24]. Existen dos grupos monofiléticos principales: los canales aniénicos inhibitorios
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que contienen a los receptores GABA, [25,26], receptores de glicina (GlyR) [27] y de gluta-
mato (GluCl) [28]; y los canales catidnicos o excitatorios como los receptores nicotinicos 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 ién estd regulada por la distribu-
cién de carga en el segmento conector entre las hélices M1 y M2 del dominio transmembrana

y por el ICD [32].

Cys-Loop Receptors

Anidnicos Catidnicos

Figura 1.5: Esquema de los receptores Cys-Loop

Los pLGICs son entidades altamente dindmicas [33], lo cual dificulta la caracterizacion
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 activacion
del receptor [34]. Un anillo de Leucinas en la posicién 9’ es particularmente relevante ya que
forma un cierre hidrofébico 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 inclinacion de las hélices
M2 en forma cénica con los residuos superiores formando anillos mas amplios (Figura 1.6.c)
que alcanzan radios de 3,5 A para el anillo 9, y 6,0 A para el anillo 20’. En los receptores
GABA, el anillo inferior posee radios ligeramente mayores debido a la presencia de Alaninas
en las subunidades [ [34].

Cuando se produce una exposicién prolongada al agonista, los receptores acceden a un
estado desensibilizado en el cual el canal se cierra en la porcién intracelular del dominio
transmembrana (Figura 1.6.b) reteniendo una gran afinidad por los agonistas [21, 37]. La

constriccion mas angosta se ubica en el anillo inferior, mientras que los anillos superior y
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medio poseen diametros comparables al receptor abierto .

En el estado basal inactivo los canales no conducen iones y poseen el poro cerrado a la
altura del anillo hidrofébico 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 ain 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 disposicion
de las hélices M2, ortogonales a la membrana plasmética (Figura 1.6.d) [40] .

Los receptores permanecen en un equilibrio dinamico entre los estados cerrados y abier-
tos [20]. Los cambios conformacionales inducidos a partir de la unién de los ligandos co-
mienzan en los sitios de unién y son transmitidos gradualmente al dominio transmembrana
desencadenando la apertura del poro. Existe evidencia de que el loop (1/082 y el M2/M3
estan directamente involucrados en la funcion del receptor y en la transicion 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 segun el cédigo indicado; b. Receptor en estado cerrado desensibilizado correspondiente al modelo
por homologia que se realizé en este trabajo; c. Estado cerrado estabilizado por antagonistas representado por
el homopentdmero de subunidades ag de GlyR (PDB ID:5CBF) [40]; d. El estado abierto estd representado
por la estructura del receptor GluCl (PDB ID: 3RHW).

1.3.1. Breve historia de la determinacién estructural de los pLGICs

En los tultimos anos la informacién experimental acerca de la estructura de este tipo de
receptores ha aumentado en forma exponencial. No obstante, la expresién y determinacion
de las estructuras tridimensionales de los receptores GABA,, vy de los pLGICs en general,
continuia siendo dificultosa. Es importante destacar que de acuerdo al PDB, sélo 20 estructu-

ras unicas 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 farmacos y tecnologias relacionadas a ellos.

En 1999, Miyazawa y colaboradores [41] reportaron la primera estructura de un receptor
nACh de Torpedo marmorata resuelta mediante criomicroscopia electrénica a 4,6 A. A pesar
de su baja resolucion se pudieron obtener caracteristicas generales de los tres dominios y
la estructura secundaria, asi como la ubicaciéon del poro. En 2005 Unwin y colaboradores
publicaron una estructura refinada de este receptor con una resolucién de 4 A [42].

Por otro lado, las primeras estructuras cristalograficas obtenidas, relacionadas a los
pLGICs, fueron de la proteina AChBP (del inglés Acetilcholine Binding Protein), que es
un homélogo del ECD de los receptores nACh. AChBP es una proteina soluble de 210 re-
siduos que modula la transmisién sinaptica en moluscos con una farmacologia similar a las
subunidades a de los nAChRs [43]. Las primeras estructuras se obtuvieron en el ano 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 activacién y unidas a una
gran variedad de ligandos. La identificacién de homodlogos con estructuras més simples y
que pueden expresarse mas facilmente constituye una alternativa comun a la resolucién de
proteinas més complejas [45].

El siguiente gran avance acontecié en 2008 cuando se publicaron las primeras estructuras
de canales i6nicos activados por ligando de los organismos procatiotas Erwinia chrysanthems
(ELIC) [46] y, en 2009, de Gloeobacter violaceus (GLIC) [47]. Estos receptores habian sido
identificados como homoélogos de los pLGICs a través de busquedas de perfiles de secuen-
cias [48] y se comprobd que poseen estructuras terciarias y cuaternarias similares, y que
comparten motivos conservados con los receptores Cys-loop.

En el ano 2011 se publico la estructura del primer receptor aniénico Cys-loop pertene-
ciente al invertebrado C. elegans [34], asi como también otras estructuras de los receptores
procariéticos GLIC [49] y ELIC [50]. La resolucién 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 ano prolifico en el cual se publicaron las primeras estructuras obtenidas

mediante difraccién de rayos X de los receptores de serotonina 5-HT3 de ratén (PDB ID:
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4PIR, resolucién: 3,50 A) [32] y GABA, de humano (PDB ID: 4COF, resolucién: 2,97 A) [2].
El receptor de Serotonina fue resuelto incluyendo dos hélices del ICD. Por otro lado, de la
estructura del homopentamero de subunidades 3 del receptor GABA se resolvieron sélo
los dominios extracelular y transmembrana. La estructura permitié 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 atin en el sistema nervioso central (SNC) humano, pero su
ensamblaje en receptores funcionales es energéticamente favorable.

En 2015 se publicé la primera estructura cristalografica del homopentamero oz GlyR [40].
La publicacion de nuevas estructuras pertenecientes a eucariotas implicd un gran avance en
el modelado de los receptores GABA 5. La primera estructura de un receptor heteromérico, el
ayf2 nAChR, el subtipo mas abundante en el cerebro de humano, se resolvié en el afio 2016
[51]. Entre 2017 y 2018 se publicaron dos estructuras quiméricas de GABARs empleadas
en el estudio de unién de neuroesteroides [52, 53].

La determinacién estructural de los receptores GABA, es afectada por limitantes in-
herentes a ellos, como su gran tamano (~50 kD), baja abundancia y heterogeneidad [54].
Debido a la falta de una estructura cristalografica de alta resolucion de receptores GABA 5
heteropentaméricos, en los ultimos anos ha habido un gran desarrollo de modelos por ho-
mologia para obtener informacién sobre su estructura y funciéon. A su vez, este desarrollo
favorecio el estudio de los efectos de una mirfada de ligandos farmacolégicamente relevantes.

Existen diversos modelos publicados a lo largo de los anos empleando en sus comienzos
a las proteinas AChBP como estructuras de referencia (aunque su identidad de secuencia es
de entre 15y 30 %). En la medida que aumenté el niimero 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 tinica estructura de un receptor

GABA,4 en el PDB (hasta julio de 2018).
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AChBP nAChR GluCl GABAAR 5-HTsR
(1198B) (2BG9) (3RIF) (4COF) (4PIR)

Figura 1.7: Estructuras de receptores homdélogos empleadas para modelar al receptor GABA 4.

Finalmente, a mediados de 2018, se publicaron las primeras estructuras de receptores
GABA, heteroméricos a; 5272 (PDB ID: 6D6U y 6D6T) [57]. Las mismas fueron resueltas
a partir de la técnica criomicroscopia electrénica con resoluciones de ~3,9 A. Si bien ac-
tualmente pueden realizarse estudios con la estructura experimental, cabe destacar que para
interpretar los mapas de densidad electronica del receptor ay27, los autores acudieron al

modelado por homologia empleando la estructura del homopentémero como plantilla [57].

1.4. Receptor GABA,

Los receptores del acido y-aminobutirico tipo A, son una clase de canales iénicos activados
por ligando que median la inhibicion rapida del SNC de los mamiferos. Existe una gran
variedad de subtipos de receptores GABA, que presentan patrones de expresion regionales,
celulares y subcelulares particulares, asi como también funciones especificas. Esta diversidad
se debe a la formacién de receptores a partir de distintas combinaciones de las 19 subunidades
conocidas: ay_¢, B1-3, 713, 0, €, 0, ™, pr3 ' [68,59]. El subtipo més abundante en el SNC
de los seres humanos es el ;572 (constituye un 60 % del total) [60,61]. El orden de las

! Los receptores homoméricos formados por subunidades p se denominan comtinmente receptores GABAc.
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subunidades observado desde el extremo extracelular es en sentido horario ai-fBs-a1-B2-Y2

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

1.4.1. Dominios

Al igual que el resto de los Cys-Loop, los receptores GABA se encuentran divididos en
tres dominios [64]: el extracelular, el transmembrana y el intracelular. El ECD también se
conoce como el dominio de unién de ligandos ya que alberga los sitios de unién ortostéricos,
de gran afinidad de las benzodiazepinas y de iones, entre otros. Esta formado por diez laminas
beta y dos hélices alfa. E1 TMD esta 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. Ademads contiene los sitios de unién para otros ligandos como neuroesteroides,
etanol, anestésicos y colesterol. E1 ICD o loop intracelular no ha sido completamente resuelto
experimentalmente, sin embargo, por homologia con otros miembros de la familia se sabe que
esta parcialmente formado por hélices alfa. Este dominio ayuda a modular el flujo de iones y
la funcién del canal mediante diferentes mecanismos como fosforilacién de Tirosinas [65, 66]

y la interaccién con otras proteinas [61].

1.4.2. Funcionamiento

Los receptores GABA, son mediadores de la neurotransmisién inhibitoria rapida. Al
unirse el agonista a su sitio de unién 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 hiperpolarizacion de la neurona, inhibiendo el impulso
nervioso. La transicién entre los estados cerrado y abierto es répida (del orden del sub-
microsegundo), y el canal se mantiene abierto en el rango del microsegundo al milisegundo
[33].

Existen receptores sindpticos (principalmente formados por subunidades aj, as y as
sumado a subunidades (> y 3, ¥ 72) que convierten las variaciones sindpticas de GABA
en corrientes fésicas de Cl- a alta frecuencia. Esta forma de transferencia de la informacion

es eficiente ya que abarca tiempos del orden del milisegundo. A esta categoria pertenece
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el receptor que se estudiara en este trabajo. También existen receptores extrasinapticos o
perisinapticos (formados principalmente por ay, as y ag sumado a subunidades 3, v 0 d) 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 inhibicion
tonica a largo plazo.

Los receptores GABA 5 estan involucrados en diversas funciones del SNC y por lo tanto su
buen funcionamiento esta directamente relacionado con la salud de los individuos. Cada una
de las subunidades presenta acciones especificas. La subunidad «; esta asociada a la accién
sedativa, anestésica, anticonvulsiva, con la amnesia y el control de la respiracién [67-69].
La subunidad as se asocia a los efectos ansioliticos (y ansiogénicos) [70-72], la relajacién
muscular y es responsable de la potenciacién de la accién del diazepam por etanol [73]. La
subunidad a3 estda también relacionada con la ansidlisis y la relajaciéon muscular [72,74]. La
subunidad as tiene influencia en la relajacién muscular y esta relacionada con el desarrollo
cognitivo y de la memoria para la ubicacién de objetos. Se ha probado que una disminucion
en la actividad de receptores que contienen esta subunidad mejora las capacidades cognitivas
de personas con sindrome de Down [75,76]. 85 es fundamental para la anestesia con etomidato
y propofol (no asi con otros anestésicos volétiles); ademds es el sustrato del acido valerenico
(ansiolitico) [77].

Un mal funcionamiento de estos receptores puede llevar a desordenes [78] como depre-
sién [79,80], ansiedad [79,81], abuso de sustancias [82], distintos tipos de epilepsia [83-85],
dependencia al alcohol [73,82], desordenes del suenio [61], esquizofrenia [86], dificultades
cognitivas, pérdida de la memoria, autismo [87,88] y deficiencias en el procesamiento de
informacién sensoriomotora [61].

Debido a la relevancia que tienen los receptores GABA para el correcto funcionamien-
to del sistema nervioso central de los mamiferos y su relaciéon con una gran cantidad de

desordenes neuro-psiquiatricos, entender su funcionamiento resulta imperioso.

1.4.3. Sitio de union ortostérico

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

cuales se unen los ligandos primarios. El receptor GABA » a1 82772 posee dos sitios ortostéricos
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localizados en el dominio extracelular entre la cara principal de una subunidad £ y la cara
complementaria de una subunidad « (8+ /a—). El sitio G est4 rodeado por las subunidades

vy B,y el sitio G? estd entre una o y v (Figuras 1.4.b y 1.8).

ﬁ \«l

1&.
G

1

Figura 1.8: Sitio de unién 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 3 y en celeste la subunidad «

Diferentes ligandos se unen a estas cavidades, entre ellos el agonista dcido y-aminobutiri-
o (GABA), muscimol, la bicuculina y gabazine (S-95531). GABA (Fig.1.9.a) es un neuro-
transmisor, mediador de la inhibicién pre-sindptica [89] mediante la activacién de receptores
ionotropicos (GABAA y GABA() y metabotrépicos (GABAg). Este y-aminoacido, que se
sintetiza en el sistema nervioso central a partir del aminodcido glutamato [90], es un zwitte-
rién electroneutral (con punto isoleléctrico 7.3) a pH fisiol6gico. Muscimol (5-aminomethyl-
3-isoxazolol) (Fig.1.9.b) es un agonista de los GABAARs y potente neurotdxico. El grupo
amino-metil de muscimol puede rotar libremente respecto al anillo plano isoxazol, aumentan-
do asf sus grados de libertad [91,92]. Por otro lado, la bicuculina y gabazine son antagonistas
competitivos de los GABA,Rs (Fig.1.9.c y d).
En los ultimos anos muchos articulos cientificos han senalado residuos hipotéticamente
importantes para la unién de los ligandos y para la funcién del receptor (Ver Tablas Al
y A2 del Apéndice). Se han identificado tres Argininas (82Arg207, aArgl32 y a3 Arg67)

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

genera un decrecimiento en la unién de dicho ligando pero no evita por completo su union
[93,94]. Ademés, cuatro residuos fueron identificados como parte de una red iénica que
influye directamente sobre la estabilidad de las conformaciones abiertas y cerradas, asi como
también sobre la regulacién de los movimientos del loop C: B5Glulb3, S2Glulbb, BoLys196
y B2Arg207 [56,95].

1.4.4. Sitio de union de las Benzodiazepinas

El primer sitio de unién de las benzodiazepinas fue identificado a fines de los anos 70 y a
principios de los afios 80 [96-98]. Fue localizado mediante el método photoaffinity labeling y
se describié como una proteina de membrana de 50 kDa que luego seria reconocida como la
subunidad « de los receptores GABA ». Estudios posteriores demostraron que para obtener
receptores GABA, recombinantes sensibles a las benzodiazepinas, al menos una subunidad
a y una subunidad 8 deben co-expresarse con la subunidad v, [99,100].

Este sitio de unién esta ubicado en la region extracelular, entre la cara principal de
la subunidad « y la cara complementaria de la subunidad v (o + /y—) (Fig.1.10). Més
especificamente, estd formado por los loops A, By C de o235 y los loops D, E y F de ..
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Figura 1.10: Sitio de unién de gran afinidad de las Benzodiazepinas. Se representa en celeste la subunidad
«a y en beige la subunidad

Se ha propuesto la existencia de al menos tres sitios de unién para las benzodiazepinas
[101]: i. Un sitio de gran afinidad entre las subunidades (o + /y—), anteriormente descripto;
ii. Un sitio de baja afinidad en una posicién homéloga entre las subunidades (a+ /5—) [102];
iii. Un sitio de baja afinidad en el TMD [103], homodlogo al sitio de unién de la ivermectina
en GluCl [34].

El efecto producido por cada benzodiazepina depende fuertemente del tipo de subunidad
a presente. Por ejemplo, las subunidades a4 y ag no son sensibles a las benzodiazepinas
clasicas debido, principalmente, a una mutacion natural entre la Histidina del loop A y una
Arginina. Esta misma mutacién 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 unién
se muestran en la Figura 1.11. Las benzodiazepinas clasicas (BZDs) como diazepam, flura-
zepam, clonazepam y flunitrazepam exhiben un nicleo comun 1,4-benzodiazepinico 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 nicleo diazepinico. El
flumazenil posee afinidad inusualmente alta por este sitio, por lo que es frecuentemente
utilizado como control en el estudio de otros compuestos.

Ademas, hay otros ligandos que no pertenecen a esta familia de compuestos que actian en
el sitio de union, 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].
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Figura 1.11: Estructuras quimicas de los ligandos del sitio de unién de las benzodiazepinas elegidos para
realizar este trabajo.

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

afectan la conductividad generada por GABA. Segun ciertos trabajos [107,108] los PAM
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aumentan la actividad de GABA al disminuir la concentracion de GABA necesaria para
ejercer la actividad del canal al 50 % de su maximo (ECj;). Mediante estudios de unién de
radioligandos y analisis electrofisiologicos se ha demostrado una interaccién funcional entre
los sitios de unién ortostéricos y de unién de las benzodiazepinas [109,110]. Sin embargo, la

evidencia estructural sobre la comunicacion entre los sitios ain es escasa.

1.5. ACBP - DBI y su interaccion con el receptor GABA

Los receptores GABA 4 son el blanco de una gran variedad de ligandos asi como también
de péptidos y proteinas que intervienen en su modulacién. Dentro de dichas interacciones
se destaca la unién de la proteina ACBP (acyl-CoA binding protein) también llamada DBI
(del inglés Diazepam Binding Inhibitor) [111,112].

DBI es una proteina de aproximadamente 86 aminodcidos (10 kDa) con capacidad trans-
portadora de ésteres de dcidos grasos [113]. Estd formada por cuatro hélices o 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 sefializacién celular, la expresién genética y la biogénesis de membranas [111].
También controla el metabolismo de lipidos a través de su interaccion 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 evolucion, sugiriendo que
participa en funciones bioldgicas importantes [116-120].

La digestion, o protedlisis, 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 aminoécidos (DBI 34-53) y el Octapeptido (OP) de 10 aminoacidos en el ser
humano (DBI 44-53). Ellos también actian alostéricamente sobre el receptor GABA, y el
receptor periférico de benzodiazepinas [121] desplazando a las BZDs. La forma mediante la
cual esta proteina y sus péptidos interactiian con el receptor GABA, es aun desconocida.
Todos ellos se expresan enddégenamente en el cerebro, tanto en astrocitos como en neuro-

nas [122,123].
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Figura 1.12: ACBP/DBI de humano. a. Los residuos correspondientes al péptido ODN estén representados
explicitamente [114]. Se ha propuesto que este loop (que une las hélices 2 y 3) es el que interactia con las
membranas en el transporte de ésteres de dcidos grasos de cadena larga. b. Secuencia candnica de la proteina
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 seniales [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
GABA, a través de dos caminos independientes y potencialmente cooperativos [112]. Por
un lado, DBI, ODN y OP actian alostéricamente sobre el sitio de uniéon extracelular de
las benzodiazepinas. A partir de estudios de mutagénesis se ha propuesto que DBI se une
al sitio de union de las benzodiazepinas en forma competitiva y asi modula directamente
la inhibicién fasica. 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 GABA,) [127] produciendo la modulacién indirecta. El receptor periférico de
benzodiazepinas es una proteina transportadora de colesterol localizada en las membranas
externas de las mitocondrias pertenecientes a tejidos neuronales y no neuronales. La union a
este receptor de DBI y TTN regula la produccién de neuroesteroides [128], los cuales se unen
a los receptores GABA,, a través de un sitio de unién alostérico localizado en el dominio
transmembrana, y regulan la funcién inhibitoria sindptica y extra-sindptica [129].

Se han propuesto roles como Modulador Positivo [130] y Modulador Negativo del receptor
[128,131]; sin embargo atin no se conocen los mecanismos ni las razones por las cuales actia de
una u otra manera. En este sentido, si fue propuesto que es independiente de la composicién
de subunidades [130]. Ciertas hipdtesis senalan que distintas regiones de DBI y sus péptidos

son responsables por una u otra accién y que las distintas concentraciones de los péptidos
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determinarian cual respuesta es la dominante; sin embargo, aiin no hay evidencia que las
respalde. Estudios muestran efectos pro-convulsivos [121] y ansiogénicos [127] al inyectar
ODN en el cerebro. Asi mismo, Christian et al. [130], demostraron recientemente que un
péptido derivado de DBI funciona como regulador de ataques epilépticos en el nticleo talamico
reticular (nRt). Tanto ODN como DBI son capaces de desplazar a flumazenil, flunitrazepam
y diazepam de su sitio de unién de gran afinidad [112], y se ha estudiado que DBI no modifica
la union de GABA.

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

nismos de accién ya que esto permitird comprender un eslabén mas acerca de la regulacién

del SNC [132].

1.6. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo consiste en estudiar distintos aspectos de la es-
tructura y funcién del receptor GABAA «1827, 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 méas sobre esta proteina:

= Desarrollar un modelo por homologia del receptor GABA A1 8275.

= Evaluar el modelo realizado, y caracterizar los sitios de unién ortostéricos y el sitio de
union de gran afinidad de las benzodiazepinas, ambos ubicados en el dominio extrace-

lular.

» Analizar la unién de la proteina Diazepam Binding Inhibitor (DBI), del Octadecaneu-

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

Metodologia

El modelado computacional comprende un conjunto de métodos que intentan describir en
forma simplificada sistemas y procesos reales aplicando principios matematicos y fisicos. 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 bioinformatica y
biofisica computacional. La bioinformatica es un area de estudio interdisciplinaria que abarca
la biologia molecular, la genética, las ciencias de la computacion, la fisica y la estadistica,
entre otras. Consiste en conceptualizar a la biologia en términos moleculares, fisico-quimicos y
luego aplicar la informética para entender y organizar a gran escala la informacién asociada a
ellos. Comprende técnicas como analisis de secuencia de ADN y de proteinas, identificacion de
homodlogos, busqueda de patrones de secuencia, analisis evolutivos, prediccién de estructura,
entre otros. La biofisica computacional corresponde al campo en el cual se intenta describir
y predecir el comportamiento de sistemas bioldgicos empleando algoritmos basados en las
leyes de la fisica. La descripcién de esta clase de sistemas es altamente compleja debido a la
cantidad de atomos involucrados y a la gran variedad de interacciones presentes. La dindmica
molecular, las simulaciones cuanticas y los calculos de energia libre son sélo algunos ejemplos
de técnicas de biofisica computacional.

En las secciones siguientes se describen los métodos empleados en este trabajo de tesis. El
modelado por homologia se realizé 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 unién de los ligandos y péptidos al receptor se
realizo mediante simulaciones de docking molecular a través de los programas HADDOCK
[137] y Autodock Vina [138]. La exploracién del espacio conformacional del receptor GABA o
en estado APO y en complejo se realizé mediante simulaciones de dinamica molecular clasica
utilizando el paquete de programas GROMACS [139-141]. Finalmente se aplicaron técnicas
de muestreo avanzado para calcular la energia de interaccién de ciertos complejos haciendo

uso del programa NAMD2.12 [142].

2.1. Modelado por Homologia

Sélo una fraccién de las proteinas 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 aiin no han podido ser resueltas experimentalmente.

El método de modelado por homologia, o comparativo, consiste en crear una representa-
cién de la estructura tridimensional de una proteina incdgnita empleando como referencia o
template la estructura de otra homoéloga que haya sido resuelta experimentalmente. Esta ba-
sado en la premisa que a lo largo de la evolucion, dentro de una misma familia de proteinas
la estructura terciaria se encuentra mas conservada que la secuencia de aminodcidos [143].

La construccion de un modelo por homologia consta de cuatro etapas principales: i.
Identificacién de las estructuras de referencia; ii. Alineamiento de las secuencias de la proteina
incognita y referencia; iii. Construccion del modelo; y iv. Evaluacion de la calidad del modelo.
Estos pasos requieren programas especificos integrados con bases de datos de estructuras de
proteinas 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 aplicacion
de este método, obteniendo como valor critico el 30 % de identidad de secuencia. Ya que
de ser inferior, el empaquetamiento de las cadenas laterales en los centros hidrofébicos de
las proteinas no estarian conservados y esto se reflejaria en un descenso de la similitud
estructural dentro del plegamiento conservado [12,143,144]. No obstante, este valor de corte

impide el reconocimiento de homélogos distantes, por lo tanto debe emplearse sélo después de
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establecida la homologia entre las proteinas, como una medida de la distancia evolutiva [145].

2.1.1. Bisqueda de proteinas homologas y alineamiento inicial

El punto de partida para realizar un modelo por homologia es la buisqueda de secuen-
cias homdlogas (vinculadas evolutivamente) que puedan ser empleadas como referencia para
modelar la proteina en estudio.

Se infiere la homologia entre dos secuencias cuando estas comparten mas similitud entre
si que con proteinas al azar. Teniendo en cuenta que secuencias homélogas no siempre po-
seen una alta similitud, cuando una busqueda encuentra una coincidencia estadisticamente
significativa, se puede inferir que son homologas.

Para tal fin se empleé inicialmente el programa SSearch [134,146]. Este realiza una
busqueda de similitud local entre la secuencia incdgnita y secuencias pertenecientes a bases de
datos de estructuras de proteinas. En particular, emplea el método de Smith-Waterman [147],
que es uno de los mas sensibles que existen para bisquedas de similitud. En pasos posteriores
se utilizé también el programa BLAST integrado en servidores web, que tiene la ventaja de

ser mas rapido que el método de Smith-Waterman, aunque menos preciso.

Método de Smith y Waterman

La idea detras del método consiste en encontrar el menor niimero 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 maxima. 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 creacién como por su
extension [147]. La similitud entre dos residuos se obtiene a partir de matrices de sustitucién
que describen la tasa a la cual un elemento en una secuencia cambia por otro.

Una vez creada la matriz, se encuentra la regién 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 proteinas no relacionadas o aleatorias. Se realiza una regresion lineal simple respecto al
logaritmo natural de la longitud de la secuencia del grupo de busqueda para calcular un
puntaje z-normalizado [148].

Dicha distribucién de puntajes-z esta descrita por la Distribucion de valores extremos.
A partir de esa comparacién, el valor que se reporta es el Valor Esperado o E-Value que
es el numero esperado de veces que el puntaje obtenido podria ocurrir por casualidad o
aleatoriamente. Este valor varia linealmente con el niimero de secuencias depositado en la
base de datos [145]. Una vez que se completé la comparacién 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 bisqueda de
secuencias homoélogas. Al igual que el método de Smith-Waterman, realiza una bisqueda lo-
cal de similitud. BLAST emplea un método heuristico en el cual localiza aciertos de pequenas
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 comparacién mediante una matriz de sustitucién (BLO-
SUM62). Luego se extiende el alineamiento y se modifica el puntaje. Para ser presentado
como resultado deberd ser mayor que un determinado valor indicado por el usuario. Este
método es menos preciso que el de Smith-Waterman, pero es mucho maés rapido.

Existe una variante denominada PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) que
emplea los resultados de busquedas iterativas con BLAST para armar una matriz de puntaje

de posicion especifica, para luego usarla en la bisqueda 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 orientacion 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 estadios posteriores de la simulacion.

Los alineamientos de secuencias de a pares, tales como el empleado por SSearch, pro-
ducen estimaciones muy acertadas y estadisticamente significativas, permitiendo encontrar
secuencias homologas. Sin embargo, para obtener informacion estructural y funcional sobre
las regiones mas conservadas en la proteina se recomienda realizar alineamientos multiples
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
multiples de secuencias de proteinas, mediante el uso de perfiles con informacién proveniente
de bases de datos y predicciones de estructura secundaria, y se diferencian fundamentalmen-
te en el primer paso. PROMALS realiza inicialmente un alineamiento rapido de secuencias
similares (empleando la matriz de sustituciéon 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 biisqueda de homoélogos con PSI-BLAST (empleando
la matriz de sustitucién uniref90 [152]). Se realiza una prediccién de estructura secundaria
para estos homoélogos no divergentes y toda esta informacion se deposita en perfiles de Mo-
delos de Markov Ocultos. HHpred por su parte realiza en primer lugar un alineamiento con
secuencias homoélogas a partir de la secuencia incdgnita mediante multiples iteraciones de
PSI-BLAST [153]. Luego, se obtienen predicciones para la estructura secundaria de dichas
secuencias mediante PSI-PRED [154] o bien mediante informacién de las estructuras tri-
dimensionales con DSSP [155], y es con esta informacién conjunta que realiza perfiles de
Modelos de Markov Ocultos.

Los Modelos de Markov Ocultos, son modelos de secuencias probabilisticos 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 podrian generar la
misma secuencia, siendo de importancia sélo el mas probable. Como todo proceso de Markov
la probabilidad en un punto depende tinicamente del punto anterior, es decir que no tiene

memoria. A partir de los alineamientos multiples de secuencias se encuentran las matrices
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de transicion y emisién del perfil, que representan la probabilidad de encontrar, luego de
un determinado elemento, un acierto, una insercién, o una delecion. 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 comparacién se empled también el servidor web SwissModel [136, 157, 158],
que permite obtener modelos por homologia en forma automatizada. En este trabajo se
emplearon unicamente los resultados de los primeros dos pasos: la bisqueda de secuencias
homdlogas y el alineamiento de las mismas. Se integraron alli los programas BLAST [159] y
HHblits [160] (buisqueda de secuencias de proteinas mediante perfiles de Modelos de Markov
Ocultos). Luego la similitud de secuencia fue calculada a partir de la matriz de sustitucién
normalizada BLOSUMG62, como la suma de los puntajes de sustitucion dividido por el nimero

de pares de residuos alineados.

2.1.3. Generacion del modelo

Una vez que se obtuvo el alineamiento, se procedié a la realizacion del modelo. Existen
principalmente tres métodos para la generacién de modelos tridimensionales de proteinas
[161]: i. Modelado por ensamble de cuerpos rigidos; ii. Modelado por coincidencia de segmento
o reconstruccion de coordenadas; iii. Modelado por restricciones espaciales. En este trabajo
se empled el programa Modeller 9.14 [133] que realiza el proceso de modelado mediante
la satisfacciéon de restricciones espaciales (Figura 2.1). Estas pueden provenir de distintas
fuentes, por ejemplo, de la estructura de una proteina homéloga.

En primer lugar se emplea la estructura de referencia para calcular restricciones de dis-
tancia y angulos diedros en la secuencia incognita. La forma de estas restricciones provienen
de un anélisis estadistico de las relaciones entre pares de estructuras homologas provenientes
de una base de datos con 416 proteinas cuya estructura tridimensional es conocida [162], es
decir que son de origen empirico. Estas relaciones se expresan en una funciéon de densidad
de probabilidad (pdf del inglés probability density function).

A continuacién se combinan en una funcién los términos de las restricciones espaciales
y términos energéticos provenientes del campo de fuerza CHARMM [163] que inducen una

estereoquimica adecuada (para la definicién de campo de fuerza ver la seccién 2.3 en la pagina
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45). Es esta funcién la que serd optimizada en el espacio cartesiano mediante el método de
funcién blanco variable [164] que utiliza a su vez combinaciones de los algoritmos gradiente
conjugado (ver seccién 2.3.4) y dindmica molecular, con el algoritmo simulated annealing
(seccién 2.3.4). El resultado es una estructura tridimensional que satisface las restricciones
espaciales lo mejor posible, conteniendo todos los atomos, excepto hidrégenos, de la cadena

principal y las cadenas laterales.

1. Alineamiento 3. Modelo. Satisface las restricciones

Incognita SLVKETVDRLLKGYDIRLRPDFGGPPVAV espaciales.
Referencia SFVKETVDKLLKGYDIRLRPDFGGPPVAV

2. Restricciones espaciales

V4
ey

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

2.1.4. Evaluacion del modelo

Idealmente la calidad de un modelo tedrico deberia medirse por la similitud estructural
con la estructura nativa, la cual se desconoce. Por lo tanto, en general la calidad se estima por
comparacion con la estructura empleada como template y por analisis de ciertas propiedades

estructurales generales.

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

tridimensionales, los cuales seran descriptos en la seccion 2.4.

'En espaiiol la traduccién serfa “Algoritmo de recocido simulado”, pero usualmente se emplea el término
en idioma inglés.
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2.2. Docking molecular

2.2.1. Introduccion

El docking molecular consiste en explorar computacionalmente distintas formas de union
entre dos moléculas, cuya estructura tridimensional es conocida, e intentar asi predecir el
o los modos de unién y su afinidad. El docking molecular se puede realizar entre una ma-
cromolécula y una molécula pequena (docking proteina-ligando) o entre dos macromoléculas
(por ejemplo docking proteina-proteina).

Esta técnica se destaca de los métodos experimentales tradicionales, tales como cristalo-
graffa de rayos X, Resonancia Magnética Nuclar (NMR) y mutagénesis dirigida, por ser més
rapido y menos costoso. Actualmente es una técnica simplemente predictiva; sin embargo,
es una herramienta clave para la biologia molecular ya que tiene aplicaciones en el diseno de
farmacos a partir de busquedas en librerias virtuales de compuestos o “Virtual Screening”,
en la caracterizacion de sitios de union para entender la accién de determinados compuestos y
también permite predecir los modos de unién cuando no estan resueltos experimentalmente.

El docking consta basicamente de dos partes: un método de bisqueda y una funcion de
puntaje que permite ordenar y clasificar las estructuras encontradas al explorar el espacio de
configuraciones [165]. Los modos de unién resultantes quedan completamente definidos por
la posicién de la molécula mévil, su orientacién y su conformacién (si fuera flexible).

Los métodos de busqueda pueden ser sistematicos o estocasticos. Mientras que en los
primeros el muestreo se realiza a intervalos predefinidos y es deterministico, los segundos
exploran el espacio en forma aleatoria modificando ciertas variables de estado, hasta cumplir
cierta condicién determinada por el usuario. Estos métodos también se pueden clasificar
segtn el tipo de exploracién del espacio: los métodos globales buscan aquellas configuraciones
que presentan un minimo global de energia en el espacio de biisqueda definido. Por otro lado,
los métodos locales simplemente buscan los minimos energéticos cercanos a la conformacién
inicial. Idealmente los algoritmos de docking deberian explorar todos los grados de libertad
del sistema y encontrar el minimo global de la energia de interaccion entre el sustrato y la
molécula. Sin embargo, la capacidad predictiva no es atun suficientemente buena.

Una forma de cuantificar la preferencia de un complejo por una determinada conformacion
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es a través de la energia libre de unién, que esté directamente relacionada con el calculo de
potenciales quimicos. Estos contemplan no sélo el perfil energético del sistema (en bisqueda
del minimo) sino que también incluyen términos relacionados con la forma de los sitios de
union y la temperatura del sistema. Los programas de docking expresan de forma aproximada
el calculo de potenciales quimicos a través de funciones de puntaje o energéticas. Estas se
emplean para clasificar y ordenar las estructuras obtenidas en la busqueda. Pueden ser
empiricas, basadas en campos de fuerza, o basadas en conocimiento (Knowledge based).

Realizar un estudio de docking implica no sélo una buena eleccién del tipo de docking a
realizar, sino también de una adecuada preparacién de las moléculas involucradas y de un
analisis 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 homologia. La calidad y fidelidad se vera directamente
afectada por el modelo que se emplee.

Existen diversos tipos de programas y algoritmos para realizar el docking molecular. La
eleccion de uno u otro método esta sujeta a la informaciéon disponible respecto de la inter-
accion 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 interaccién
entre ligandos y biomacromoléculas. Emplea una funcién de puntaje energética simple, per-
mitiendo explorar rapidamente el espacio conformacional incluso para sistemas con muchos
grados de libertad.

Los célculos de docking en este caso consisten en simulaciones independientes. Cada una
de ellas comienza con una conformacién aleatoria la cual es perturbada. Luego se realiza una
optimizacion local (empleando el algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno [169]) con
un proceso de seleccién, en el cual cada paso se acepta o rechaza. Cada optimizacion local
requiere repetidas evaluaciones de la funcion energética y sus derivadas en funcién de las

coordenadas de posicion, orientacién y torsion. Mientras que el niimero de pasos es deter-
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Figura 2.2: Pasos para la evaluacién energética de los complejos de docking.

minado heuristicamente (dependiendo del tamano y flexibilidad del ligando y las cadenas
laterales), el niimero total de simulaciones estd determinado por el nivel de exhaustividad fi-
jado por el usuario. Cada simulacién produce varios resultados, de los cuales sélo 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-
racion correcta. Por empezar las estructuras originales del ligando y de la proteina deben ser
confiables y adecuadas. El modelo de interaccién de Ajuste Inducido (Induced F'it) 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 protonacién

de los residuos es fundamental para un correcto calculo.

2.2.3. HADDOCK

El programa HADDOCK [137,170] (High Ambiguity Driven protein-protein Docking)
utiliza informacién experimental sobre la interaccién para establecer los mejores modos de
uniéon. La informacion experimental se incorpora a la simulacién como restricciones a inter-
acciones ambiguas. El protocolo de docking consiste en cuatro etapas: i. Orientacién de los

complejos de manera aleatoria en el sitio de union; ii. Minimizaciéon de la energia tratando
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a ambas moléculas como cuerpos rigidos (de esta etapa se obtienen 1000 complejos); iii.
Simulacién semirrigida de los mejores 200 modelos con el algoritmo Simulated Annealing en
el espacio de torsién; iv. Refinamiento de los modelos en el espacio cartesiano con agua como
solvente explicito. En los dos ultimos pasos las cadenas laterales de los aminoacidos pueden
moverse libremente.

Las configuraciones finales son agrupadas empleando la desviacion cuadratica media en
la interfaz y analizado la funcién energética de HADDOCK (Ec. 2.1). Esta est4 compuesta
por la suma ponderada de términos energéticos (Van der Waals y electrostatica) junto a un

término empirico de desolvatacién y un término asociado a las restricciones (Eargs).
Puntajegappock = 0,2Eciec + 1,0Ey 4w + 1,0Eqgsorv + 0,1EA1RS (2.1)

En general, el docking Proteina-Péptido o Proteina-Proteina presenta mayor dificultad
que el docking de pequenas moléculas. Esto se debe principalmente a su flexibilidad y el
consecuente gran nimero de grados de libertad. Estudios realizados con HADDOCK [166]

han demostrado un muy buen desempeno.

2.2.4. Alcances del método

Como en todo trabajo de investigacién, al momento de realizar simulaciones de docking es
importante preguntarse cual es la validez de los resultados obtenidos, teniendo en cuenta que
la estructura de partida es un modelo por homologia. El analisis sera distinto dependiendo
del tipo de docking (proteina-ligando, proteina-proteina) y del programa empleado para
realizarlo.

En el estudio de docking proteina-proteina con HADDOCK, hay béasicamente dos parame-
tros a tener en cuenta: la identidad de secuencia global (que estara directamente relacionada
con la capacidad de reproducir correctamente el plegamiento de la proteina) y la informacién
disponible sobre la interfaz o interaccién. De estos dos, se ha observado que el factor mas
importante es la calidad de la informacion respecto de las regiones interactuantes. Modelos
obtenidos a partir de una baja identidad de secuencia producen buenos resultados de doc-

king (RMSD < 3,5 A) si los datos sobre la interaccién 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 parametros a observar a priori sobre la calidad del modelo, resul-
ta relevante ademds el iRMSD? entre el modelo y el template, ya que se ha probado que
estd fuertemente correlacionado con la calidad del docking posterior [171].

El docking proteina-ligando presenta otras probleméticas, ya que ha sido probado que
modelos globalmente correctos pueden contener cavidades de uniéon que no sean adecuadas
para la unién del ligando. Los resultados de Bordogna et. al. del 2011 [172] indican que existe
una relacién entre la precisién en el docking y la calidad global del modelo (representada
por parametros como la identidad de secuencia, RMSD y puntajes de servidores como Mol-
Probity); pero hay una mayor correlacién con indices de calidad local del sitio de unién en
el modelo (identidad de secuencia y RMSD). En este sentido, no existe una relacién directa

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

2.3. Dinamica molecular

2.3.1. Introduccion

La dindmica molecular (DM) se basa en describir estructural y dindmicamente la evo-
lucién de un determinado sistema mediante la resolucién de la ecuacién de movimiento de
Newton (Ec.2.2) para cada particula del sistema a través del tiempo. Siendo un método

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

N
Z Fij = Tma; (22)
=1

El resultado es una serie de configuraciones sucesivas, descriptas por la posicién 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.

2 Interface RMSD: desviacién cuadritica media del esqueleto de los residuos ubicados en la interfaz de
la interaccién. Estos residuos son todos aquellos que se encuentren a una distancia inferior a los 10 A de
cualquier 4tomo de la otra molécula.
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La forma en la que el sistema se mueve en este espacio esta gobernada por las ecuaciones de

Hamilton:

dI'Z' 87‘[
dp,  OH

donde r es el vector posicion de cada una de las particulas, 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 hipétesis de ergodi-
cidad (Ec.2.5), entonces se podra relacionar mediante la mecanica estadistica los resultados
a nivel microscépico (trayectoria) con observables macroscopicos tales como energia libre,

temperatura, capacidad calorifica y presion.

lim L AN (), pN (t))dt = //A(rN,pN)p(rN,pN)drNde (2.5)
T=00 T Ji=0

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

A diferencia de los métodos cuanticos en los cuales se considera la presencia de los elec-
trones, y por lo tanto son ttiles cuando se desea conocer propiedades dependientes de la
distribucién electrénica (reacciones quimicas por ejemplo), la mecanica molecular mantiene
una representacion clasica e ignora el movimiento de los mismos. La eleccion de métodos
menos o mas detallados dependera 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 mecénica molecular adopta la aproximaciéon de Born-Oppenheimer,
que consiste en considerar en forma independiente el rapido movimiento de los electrones y

el relativamente lento movimiento de los nicleos atéomicos. En general, el Hamiltoniano para

un sistema de particulas puede escribirse como:
H=Ky+Ke+ Vn+ Vee + Ve (2.6)

siendo I y IC, las energias cinéticas de los nicleos y los electrones respectivamente, y Vv,

Ve v Vne las energias potenciales de interaccion ntcleo-ntcleo, electron-electrén y nicleo-
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electroén.
Mediante la aproximacion de Born-Oppenheimer se obtiene que la funcién de onda para
los nicleos ¥(R) puede expresarse como funciones sélo de las coordenadas de los nicleos R

(Ec.2.7).

K + Van(R) + Vo(R)]T(R) = EU(R) (2.7)

Siendo V.(R) un potencial efectivo ejercido por los electrones. De esta forma se trabaja
solamente con los nicleos de los atomos 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 particulas que lo componen:
Fj = —VjV(I'l,I'Q,.‘.,I'N) (28)

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

ciales semi-empiricos como se vera a continuacién.

2.3.2. Campo de Fuerzas

Los campos de fuerzas permiten describir en forma simplificada la interaccion de cada
una de las particulas 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 méas complejos. La forma basica de los campos de fuerza comprende

interacciones enlazantes y no enlazantes (Figura 2.3).

Longitud de enlace  Angulo de enlace Angulo de torsién

- - N\
O O OQOO@‘OO

Van der Waals Electrostatica

> ———=

o0 & O

Figura 2.3: Tipos de interacciones representadas en los campos de fuerza.

47



La ecuacion 2.9 representa la forma funcional tipica de un campo de fuerzas. Tanto la
variacién del largo del enlace como el dangulo que forma se encuentran descritos por un
potencial arménico, tal que aumenta la energia si los valores se desvian respecto de su valor
de referencia. La tercera contribucion representa el cambio de energia a medida que rota
un enlace (potencial torsional). Por tltimo, el cuarto término representa las interacciones a
distancia (o no-enlazantes), calculado entre todos los pares de dtomos del sistema separados al
menos por tres uniones. Usualmente se emplea el potencial de Coulomb para las interacciones

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

Fi ko ; U,
Vi) =) ; (li = Lio)+ > ; (0;— 00+ Y 7(1 + cos(nw — 7))

enlaces angulos torsiones
NN g 12 i\ 6 G (2.9)
v 1] 14y
v 2 (4%-[(7) -G+ )
i=1 j=i+1 B 4 074

Los campos de fuerza pueden clasificarse de acuerdo al detalle con el que representan los
sistemas. Se denominan All-Atom a aquellos que modelan explicitamente todos los atomos,
United-Atom a los que no describen explicitamente a los hidrégenos no-polares (se modifican
los parametros de los atomos pesados a los que estd unido el hidrégeno ya que se los toma
como un solo atomo) y Coarse-Grained a modelos mas simplificados, en los cuales grupos de
atomos se describen mediante una sola particula. En este trabajo se emplearon los campos
de fuerzas GROMOS5H3A6 (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]. Este es un modelo

rigido de tres puntos.
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Figura 2.4: Modelo de agua SPC, siendo ¢ = 0,41.

En las simulaciones del tipo All-Atom se empled el modelo de agua TIP3P, que también es
un modelo rigido de tres puntos. Para las simulaciones Coarse Grained se empled 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 dinamica molecular con-
siste en: i. Minimizacion de la energia; ii. Equilibrado del sistema; iii. Simulaciones de pro-
duccién; y iv. Analisis de los resultados.

La minimizacién de energia realiza, mediante una modificacién sistematica de las posi-
ciones de los 4tomos, una busqueda en el espacio energético de la molécula hasta alcanzar
un minimo local. Por otro lado, el equilibrado implica una simulacién de dindmica molecu-
lar tipica, en la cual la segunda ley de Newton se resuelve para cada atomo y determina
asi su trayectoria. Se pueden realizar distintos tipos de equilibrado: a presiéon o volumen
constante, aumentando gradualmente la temperatura y modificando en distinta medida las
restricciones aplicadas sobre determinados grupos de dtomos. Cuénto se desea equilibrar es-
tara determinado por el comportamiento de las variables de interés a lo largo del equilibrado.
Las simulaciones de produccion son aquellas de las cuales se extraeran los datos que seran

analizados posteriormente.
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2.3.4. Algoritmos relacionados a la dinamica molecular
Minimizacién de energia

El modelado molecular enfoca su estudio en puntos minimos de energia potencial, es decir,
estados estables. La energia potencial es una funcién multi-dimensional de las coordenadas,
referida como superficie energética. Estas presentan en general varios minimos locales y un
minimo global (aquel de menor energia). En el contexto de este trabajo la minimizacién
de energia tiene como objetivo preparar al sistema para la dindmica molecular, eliminando
asi interacciones desfavorables presentes en la configuracién inicial.

Dada una funcién f, que depende de las variables 1, xs, ..., z;, se busca los valores de
estas tal que f alcance un valor minimo. En un punto minimo las derivadas primeras de la

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

of _y O
@l’i - (%3

>0 (2.10)

Para encontrar estos puntos existen diversos algoritmos de Minimizacion de Energia
clasificados en aquellos que emplean las derivadas de la energia respecto a las coordenadas,
y aquellos que no. Los méas empleados pertenecen a la primera clase y son el Steepest descent
y el Conjugate gradient. En particular, los mencionados métodos emplean la aproximacion
a derivada primera. La energia potencial puede escribirse en funcién del vector r, como una

expansion en series de Taylor alrededor del minimo:

(r—rg)

V(r) = V(ry) + (r =) V'(vx) + (r = 1) V" (10) -

(2.11)

donde ry, es el minimo, V’(ry) es el vector gradiente (g, ), que indica la direccién del minimo
y su pendiente, y V" (ry) es la matriz Hessiana.

El método de Steepest Descent consiste en modificar las coordenadas de los dtomos en
forma iterativa hasta encontrar el minimo. La direccién de los movimientos sera paralela a
la fuerza neta en el punto (-g,) y la configuracién inicial en cada iteracién es la obtenida en
el paso anterior. La longitud del primer paso es elegida por el usuario (en este trabajo se

emple6 emstep = 0,01 nm), si las iteraciones llevan a una reduccion en la energia entonces el
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paso siguiente sera aumentado por un factor multiplicativo, caso contrario, se asume que el
algoritmo pasé por alto un minimo y se reduce en un factor multiplicativo el paso siguiente.
El gradiente y la direccion de cada paso sucesivo son ortogonales. La minimizacién concluye
cuando la maxima fuerza en el sistema alcanza un determinado valor, o cuando se cumple
una determinada cantidad de pasos. Es robusto y de facil implementacién.

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 direccion vy

calculada a partir del gradiente y la direccién del paso anterior:

Vi = —8r + Ve Vi-1 (2.12)

siendo 7y, una constante escalar dada por

k-1 8k—1

Este método es mas lento que Steepest descent en los primeros pasos, pero se vuelve méas

eficiente cerca del minimo.

Simulated Annealing

Es un protocolo (y no un algoritmo en realidad) que tiene como objetivo encontrar la
mejor solucién a problemas que poseen un gran nimero de soluciones posibles tales como
el andlisis 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 1nico
cristal. Este proceso involucra el cambio, cada cierto niimero de pasos, de la temperatura
de referencia del bano térmico para cada grupo de atomos. Es por ello que se suele emplear
también para termalizar el sistema, llevandolo desde una temperatura de 0 K hasta la de

simulacién (310 K).

Integracion de las ecuaciones de movimiento

La descripcion de sistemas complejos, como los bioldgicos, mediante potenciales conti-

nuos, implica que los movimientos de las particulas estan acoplados entre si, generando asi un
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problema de més de dos cuerpos que no tiene solucién analitica [179]. Es entonces que se
recurre al Método de Diferencias Finitas. Este método divide la integracion en pequenos pa-
sos de tiempo At. La fuerza sobre cada una de las particulas en un determinado tiempo ¢ se
calcula como la suma vectorial de las interacciones con el resto de las particulas 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 aceleracion, la velocidad y posicién, para
proceder con una nueva integracion.

De la variedad de algoritmos existentes, los mas empleados son el algoritmo de Verlet
[180, 181] y sus variaciones. Entre ellas se encuentra el algoritmo Leap-Frog, que es el que
se empled en este trabajo y se caracteriza por calcular las velocidades cada medio paso de

tiempo. Se puede definir entonces las relaciones:
r(t+At) =r(t) + Atv(t + 3t) (2.14)

v(t+ 4 =v(t — §) + Ata(t) (2.15)

La velocidad en un tiempo ¢ puede escribirse como:
v(t) = 3 [v(t+5) + vt =) (2.16)

Se lo considera un buen método de integracién por conservar la energia y el momento, por

ser reversible en el tiempo y permitir un paso de tiempo pequeno.

Constricciones de las distancias

Se puede considerar el comportamiento de las moléculas flexibles como el resultado de
la superposicién 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 simulaciéon de dinamica molecular
estd 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 At para integrar las ecuaciones de movimiento. Por un lado, cuando més grande sea
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el valor més rapida sera la simulacion y se cubrird una mayor parte del espacio de las fases.
Pero si es demasiado grande no sélo se perdera informacién sobre la trayectoria, sino que
ademds apareceran fuerzas divergentes que hardn colapsar al sistema. Usualmente se usa
como regla que At sea una décima del menor periodo observado en el sistema. En el tipo de
simulaciones que se realizaran en este trabajo las vibraciones de mayor frecuencia son de 10
fs y ocurren en el alargamiento de los enlaces, especialmente entre los atomos de hidrogeno
y carbono. Sin embargo, estas vibraciones no suelen afectar al comportamiento del sistema

3 sin afectar

y pueden ser restringidas a su valor de equilibrio mediante distintos algoritmos
otros grados de libertad. De esta forma, se puede emplear un paso de tiempo de 2 fs sin
perjudicar la precision de la simulacion.

El algoritmo més conocido es el SHAKE [182], que emplea restricciones holonémicas
sobre las ecuaciones de movimiento y las resuelve mediante el empleo de multiplicadores
de Lagrange. Cada restriccion es considerada y resuelta individualmente resultando en el
posible incumplimiento de las demas restricciones. Por lo tanto se debe iterar la resolucion
hasta alcanzar un determinado valor de referencia. Se puede aplicar tanto a distancias como
angulos.

Por su parte, el algoritmo LINCS [183] devuelve los enlaces a su correcta longitud luego
de una actualizacion 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 correccién

al largo de los enlaces debido a la rotacién (Figura 2.5). LINCS es mas réapido que SHAKE

y s6lo 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 seccién nos referimos al primer término (constraints), mientras que
el segundo se empleard en el contexto del equilibrado.
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Proyeccion de las Correccion debido
—= fuerzas actuando —=  al alargamiento
sobre los enlaces por rotacién

Actualizacion
sin constricciones

Figura 2.5: Esquema de las tres actualizaciones de la posicion de los dtomos necesarios para un paso de
tiempo mediante el algoritmo LINCS. La linea punteada corresponde al enlace de longitud d, las lineas
s6lidas son los nuevos enlaces. I = dcos(f) y p = (2d*> — I?)'/2. La imagen fue adaptada de la publicacién
de Hess et. al. de 1997 [183]

2.3.5. Condiciones periédicas de borde (CPB)

La capacidad de derivar propiedades macroscopicas a partir de simulaciones esta estre-
chamente relacionada con el manejo de los efectos de borde. Las simulaciones de dinamica
molecular se llevan a cabo dentro de cajas que pueden presentar distintos tamanos y geo-
metrias (ctbica, triclinica, octaedro truncado, dodecaedro rémbico, y prisma hexagonal). La
eleccion de la forma estara condicionada por la geometria del sistema a simular e inten-
tard minimizar, simultaneamente, el nimero de moléculas de solvente distantes del soluto ya
que conllevan un incremento en el calculo computacional.

Las condiciones periddicas de borde consisten en representar réplicas del sistema en to-
das las direcciones, con el objetivo de tener un arreglo periédico similar a las simetrias
cristalograficas. Se emplean estas condiciones de borde de manera tal que, simulando pocas
moléculas, estas experimenten fuerzas similares a aquellas que sentirian en el seno de un
fluido. Asi se elimina todo efecto de superficie debido a las dimensiones finitas de la celda:
una particula que deja la caja durante la simulacion es reemplazada por su imagen periddica
entrando por el lado opuesto (Figura 2.6). Entonces el niimero de particulas en la caja central

permanece constante.
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Figura 2.6: Esquema en dos dimensiones de las condiciones periddicas de borde.

El tamano de la caja deberd ser suficientemente grande de manera tal que la proteina no
interactie con su imagen periédica. Esto estard determinado por el rango de acciéon de los

potenciales involucrados.

2.3.6. Bisqueda de primeros vecinos y descripcion de las interac-

ciones no enlazantes

Las interacciones no-enlazantes presentes en los campos de fuerza representan los calculos
que més tiempo insumen, ya que el nimero de términos a computar es proporcional a N?
donde N es el numero de particulas del sistema.

Las interacciones de Van der Waals, representadas mediante un potencial del tipo Lennard-
Jones, son de corto alcance; su valor decrece rapidamente con la distancia (~ 7). Por lo
tanto, es comun evitar el calculo de la interaccion entre todas las particulas del sistema
mediante distintas técnicas. La mas comun es el truncado de los potenciales mediante una
distancia de cut-off (o corte) y aplicar la convencién de imagen minima. Esta nos dice que
cada atomo percibe como maximo sélo una imagen de cada atomo en el sistema. Las inter-
acciones para distancias mayores al valor de corte serdn tomadas como nulas.

Sin embargo, este método supone también el calculo de todas las distancias entre pares
de atomos para determinar cuales estan dentro del valor de corte, acarreando un gran costo
computacional. Para solucionar este inconveniente, existen métodos de busquedas de vecinos,
como el esquema de Verlet [184] y el esquema de corte basado en grupos, que permiten
optimizar el célculo de estas distancias.

El esquema de Verlet permite almacenar los atomos dentro del radio de corte, junto con
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aquellos dtomos que se encuentran a una distancia ligeramente mayor a esta. La lista es
estatica y se actualiza cada cierto nimero de pasos. Actualmente es el método més eficiente.
En el esquema de grupos, las moléculas de un sistema son subdivididas en grupos y se
calcula la interaccién entre ellos. Este 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 actualizacién periddica
de la lista de vecinos y debido a que aparecen discontinuidades en la energia potencial y las
fuerzas cerca del valor de corte. Sin embargo este error suele ser menor a otros presentes en

las simulaciones.

Interacciones electrostaticas

Las interacciones electrostaticas, representadas por la ley de Coulomb, son de mayor
alcance y por lo tanto introducen grandes errores al ser truncadas. Uno de los métodos mas
frecuentemente implementados para facilitar el calculo de estas interacciones es el Particle
Mesh Ewald (PME) [185,186].

Esta basado en el método de sumatoria de Ewald, en el cual cada particula interactiia con
todas las particulas en la celda de simulacién y con todas las imagenes del arreglo periddico
infinito. La sumatoria para el potencial es condicionalmente convergente, por lo tanto se
divide en dos sumatorias cuya convergencia es més rapida (FEc.2.17): la primera es una serie
en el espacio real, la otra en el espacio reciproco. Adicionalmente se le agregan dos términos

de correcciones:

N N ’
1 qiq; erfc(a |ri. + n|)
v = — J j (217)
’Z; ; om0 [ry + |
N N
L 1 gq; 47 12
- 1 4r? N -
+2 % ; ; L3 47T€0 k2 exp 402 COS( T ])
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donde ¢; son las cargas de los atomos, erfc es la funcién error, ¢ es la permitividad en el
vacio, k son los vectores reciprocos y L es el lado de la caja de simulacion. La constante « es
elegida lo suficientemente grande de manera tal de despreciar aquellos pares cuya distancia
r;; sea mayor a un determinado valor de corte en el espacio real. La expresion correspondien-
te al espacio reciproco se aproxima mediante interpolacién multidimensional y resolucion
mediante la Transformada Rapida de Fourier. En consecuencia, el tiempo de computo para

este algoritmo es de NinN.

2.3.7. Control de la temperatura y la presién

Por defecto, los algoritmos bésicos de dinamica molecular resuelven las ecuaciones clasicas
de movimiento de Hamilton y predicen propiedades en el ensamble microcanénico (NVE).
Sin embargo, la mayoria de los experimentos se llevan a cabo a temperatura y volumen
o presién constantes (ensambles canénico y NPT, respectivamente). Cada ensamble posee
un desarrollo tedrico particular y para poder describir datos experimentales se emplean
algoritmos de control de temperatura y presién. 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 banos térmicos por grupos. De esta
forma se asegura que cada uno de los grupos (generalmente proteina, membrana y solvente)

se mantengan a la temperatura deseada.

Termostatos

La temperatura de un sistema se encuentra relacionada con la energia cinética a partir

del principio de equiparticién (Ec. 2.18):

3
(K vy = 5NksT (2.18)

donde I es la energia cinética, kp es la constante de Boltzmann y T la temperatura.

El termostato de Berendsen [187] mantiene la temperatura constante mediante el aco-

57



plamiento del sistema a un bano térmico externo que actia como una fuente de energia
térmica. Esto se logra multiplicando a las velocidades por un factor A (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 bano y el sistema (Ec. 2.20). Asi el sistema llega a la temperatura

deseada mediante un decaimiento exponencial.

A2 =1+ % (;{; - 1) (2.19)
ar =24 1, — 0 (2.20)

La constante 7 nos indica que el acoplamiento serd débil cuanto mayor sea su valor. Se
sugiere, para pasos de tiempo At de 2 fs, un 7 ~ 0,8 ps. Asi la temperatura del sistema
fluctia al rededor del valor deseado. Si bien este termostato es altamente eficiente para
los pasos de equilibrado, no se aconseja usar en etapas de produccién ya que no logra un
muestreo adecuado de los ensambles candénicos y NPT. En cambio, los termostatos V-rescale,
Nosé-Hoover y Langevin si logran reproducir correctamente los ensambles.

El termostato V-rescale [188] es una variacién del termostato de Berendsen en el cual
se incorpora un término estocdstico, continuo en el tiempo (dW), que asegura una correcta
distribucién de energia cinética. El término estocastico esta 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 < s < t. Posee ademés la ventaja que las desviaciones de la temperatura poseen
un decaimiento de primer orden y no hay oscilaciones. El cambio en la energia cinética (K)
en cada paso estd dado por la ecuacion 2.21:

A
_t+2 KKy dW

AK = (Ko —K)— S

(2.21)

donde g es el numero de grados de libertad.

El algoritmo de Nosé-Hoover [189,190] permite mantener la temperatura promedio del
sistema en el valor deseado mediante la incorporacién de una variable dindmica 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 candnico. Su principal ventaja radica en que todas las ecuaciones son
deterministicas y reversibles en el tiempo. La relajacion con este termostato es oscilatoria.
Las ecuaciones de movimiento de esta formulacién (Ec. 2.22, 2.23, 2.24 y 2.25) dependen de

las variables del sistema original y del sistema extendido.

dr; P;
dp; oV (eN
o e, -
Oln(s
£= éé ) (2.24)
€ 1 P}
= > o = ghT) (2.25)
S 2:1 A

donde s es el factor de escala entre las variables reales y virtuales, M, es un parametro de
inercia térmica que determina el acoplamiento del termostato (en GROMACS se define a
partir del tiempo 7 = 4/ 4”;—01‘45, propuesto por el usuario), £ es el coeficiente de friccion termo-
dindmica y g es el nimero de grados de libertad del sistema extendido (3N+1). La ecuacién
2.25 representa el balance de energia que incluye las componentes cinética y potencial del
reservorio térmico (variable extendida).

El termostato de Langevin [191], o dindmica de Langevin, controla la temperatura me-
diante la incorporaciéon a las ecuaciones de movimiento de un término estocédstico y una

constante de friccién (Ec. 2.26 y 2.27 ) [195].

dr; P;
— = — 2.26

dp; oV (r™) dW;
dt or, VPt veEmiil g

(2.27)

siento y; el coeficiente de friccion y dW; un vector de g procesos de Wiener normalizado

como <%;(t), dw+@> =0(t —t')6;;.
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Barostatos

En las simulaciones que emplean el ensamble isobarico-isotérmico (NPT) la presién se
mantiene constante al modificar el volumen de la celda de simulacion y las coordenadas

atémicas. La fluctuacion del volumen esta directamente relacionada con la compresibilidad

ﬁ:—%(g%)r (2.28)

Al igual que en el termostato, en el barostato de Berendsen [187] la presién se mantiene

isotérmica r (Ec. 2.28)

constante al acoplar el sistema con un bano de presién (Ec. 2.29), re-escalando el volumen
en cada paso de tiempo.
dP(t) 1

- ” (Prer — P(1)) (2.29)

donde 7p es la constante de acoplamiento y P,.s la presion deseada. El volumen de la caja de
simulacion sera escalado por un factor A que depende del paso del tiempo y la compresibilidad

o . . 1
isotérmica (Ec. 2.30) y las nuevas posiciones seran r, = A\3r;.

At
A=1-k— (P — P.y) (2.30)
P

Puede aplicarse en forma isotrépica (se modifica por igual en todas las direcciones), o an-
isotrépica (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 formulacién similar al termostato de Nosé-Hoover. Las ecuaciones de mo-
vimiento describen el comportamiento de los lados de la caja de simulacién (b) y de las

particulas del sistema.

% = VW'Y (P(t) — P,y) (2.31)
% - % (2.32)

dczi - _m;(;N) — Mp, (2.33)
M=b"! (b%/ + %b’) bt (2.34)
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donde V' es el volumen del sistema, el potencial se representa aqui como V para diferen-

ciarse del volumen, W determina la intensidad del acoplamiento y los valores primados

47r2/£i]-

en funcion de la
3rpL

corresponden a las matrices transpuestas. Puede definirse Wi_j1 =
compresibilidad isotérmica k, la constante de tiempo (7p) y del mayor elemento de la caja
(L). En la mayoria de los casos el barostato de Parrinello-Rahman se emplea en conjun-
to con el termostato de Nosé-Hoover para realizar las simulaciones de produccién, previo
equilibrado con los algoritmos de Berendsen.

NAMD ofrece ademés un método para controlar la presién denominado Nosé-Hoover Lan-
gevin piston pressure control, en el cual se emplea el método extendido de Nosé-Hoover [193]
aplicando la dinamica de langevin para controlar las fluctuaciones de presiéon 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 energia cinética de este grado de
libertad es equivalente a un pistén actuando en el sistema, el cudl también tiene una energia

potencial asociada.

dr; - dV 1
r_&+

& _ < 9.
at  m; | dt 3V (2:35)
dp; ovEY) av 1
i Ty —AD. t 2.
o or, Sy i TPt W(t) (2.36)
P2V 1 av 1 Wyt
Y (P(t) = Proy) — v 9.
gz = f PO = Preg) =w—rgm + = (2.37)

tal que V es el volumen de la caja de simulacién, M la masa 3N72kgT, 7 el periodo de
oscilacién, v es la frecuencia de colision de los atomos del sistema y vy la del pistén, Wy Wy,
las funciones de ruido para el sistema y el pistén respectivamente. Estas son distribuciones
gaussianas con media nula y varianza (W (t), W (t')) = §(t—t")2vkgT/my (Wy(t), Wy (t')) =
d(t — t")2yykpT /M. El usuario especifica la presién deseada y los tiempos de oscilacién y

decaimiento del pistén. En este caso no se precisa la compresibilidad isotérmica.
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2.4. Herramientas de analisis

El analisis de los resultados obtenidos y la realizacién de calculos complementarios se
llevé a cabo mediante herramientas computacionales adicionales que se detallan a continua-

cién.

Herramientas de Visualizacion

Las simulaciones de dindamica molecular permiten analizar cambios conformacionales a
lo largo del tiempo. Una de las formas mas simples de analizar dichos cambios es a través
de peliculas (secuencia de archivos con la posicién de cada uno de los dtomos) reproducidas
mediante programas de visualizacién. Esto permite tener una idea del espacio de las configu-
raciones explorado en cada simulacién, las cuales se correlacionan con la evolucién temporal
a partir del teorema ergddico. En esta tesis se emplearon los programas VMD [197,198] y
Chimera [199] tanto para visualizar las trayectorias como para crear las imagenes aqui pu-

blicadas.

Analisis 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 emple6 una combinacién de
los programas VMD, Chimera, Coot [200] y los servidores web Molprobity [201], Procheck
[202] y Q-Mean [203].

Los C, son los puntos mas importantes para evaluar la distorsion de la geometria en
estructuras de proteinas ya que aqui se conectan las cadenas laterales con el esqueleto de
la proteina. El gréifico de Ramachandran [204], a través del andlisis de angulos diedros,
constituye una buena medida de la calidad estructural. El grafico representa la combinacién
de dngulos diedros Phi y Psi para cada residuo de la proteina. Dichas combinaciones podran
estar localizadas dentro de regiones favorables (es decir, que ha sido demostrado en estudios
que ese par de dangulos es frecuente) o no. Sin embargo, en muchos casos este criterio no
es suficiente y también se debe tener en cuenta los rotameros de las cadenas laterales y los

angulos diedros del Cg, que también poseen preferencias por ciertos valores [205].
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Molprobity permite agregar hidrégenos, optimizar las redes de puentes de hidrégeno y
controlar las cadenas laterales de Asparagina, Glutamina e Histidinas. Ademads analiza la geo-
metria y los contactos de cada uno de los atomos, identificando el nimero de sobreposiciones
estéricas (> 0,4 A), evalia los rotameros, realiza graficos de Ramachandran identificando
aquellos aminoacidos que se encuentran dentro de las regiones probables, computa las des-
viaciones de los carbonos 3, y las distancias y angulos de enlaces por fuera de los valores
esperados.

PROCHECK realiza un anélisis estadistico de la calidad estereoquimica de la estructura
proteica. El estudio incluye estadisticas respecto del grafico de Ramachandran, los angulos
diedros adicionales y, el largo y éangulo de los enlaces. Los resultados son expresados en
funcion de porcentajes y G-factors. Estos ultimos son una medida de que tan inusual es una
determinada propiedad estereoquimica. PROCHECK calcula estos valores basdndose en el
andlisis de 163 estructuras de alta resolucion, no homologas, obtenidas mediante cristalografia
de rayos X con una resolucién superior a los 2 A 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 tamano resueltas experimentalmente. Un modelo seréd mejor
cuanto mds cercano sea su z-score a cero [207]. QMEAN consiste en cuatro términos indi-
viduales: i. Potencial de interaccion entre los Cg; ii. Potencial de interaccién entre todos los

atomos; iii. Potencial de solvatacién; y iv. Potencial de dangulos de torsion.

Parametrizacion de ligandos

Los estudios de docking requieren conocer los parametros que describen a los ligandos
y su interaccién con otros atomos. Se emplearon tres programas/servidores web para dicha
tarea: ATB (Automated Topology Builder) [208], ACPYPE [209] y PRODRG [210].

ATB [208] emplea una combinacién de célculos cuénticos y enfoque basado en el conoci-

miento para determinar los parametros. Se pueden cargar moléculas nuevas o bien descargar
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las que se encuentran en su repositorio. El protocolo consiste en una optimizacién inicial a
nivel semi-empirico, luego se re-optimizan mediante la aplicacién de DFT (Teoria del fun-
cional de la densidad) con potencial hibrido (B3LYP) y base 6-31G* con aguas implicitas.
De esta estructura se calcula el potencial electrostatico y las cargas parciales. El dltimo paso
consiste en un refinamiento de los términos de distancias y angulos de enlace mediante el
calculo de la matriz Hessiana.

ACPYPE (AnteChamber PYthon Parser interfacE) [209,211] es una interfaz para la
creacién de topologias con el programa Antechamber [212]. Los pardmetros para los com-
puestos estan 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 atomos,
analiza la equivalencia entre los atomos del compuesto y los existentes en el campo de fuerza,
genera archivos de topologia para los residuos, y de no encontrar pardmetros particulares,
emite sugerencias razonables.

PRODRG [210] genera topologias, para ser empleadas en distintos programas de simula-
cién, y archivos estructurales, a partir de una estructura inicial de la molécula. Asi mismo,
realiza opcionalmente una minimizacién de energia. 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 ademdas empleado, en este trabajo, para

obtener los archivos estructurales para realizar las simulaciones de DM.

Modos Normales

El andlisis de modos normales en macromoléculas biolégicas 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 andlisis de modos normales permite expresar la dindmica del sistema como
una superposicion de variables colectivas: las coordenadas de los modos normales alrededor
de un minimo. En el 50 % de los casos en los cuales existen al menos dos conformaciones
para la estructura de una proteina, el movimiento relativo se puede describir con uno o dos
modos normales de baja frecuencia [214].

El calculo de modos normales esta basado en la aproximacion armonica de la funcion
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energia potencial alrededor de un minimo conformacional. Esta aproximacién permite la
solucién analitica de las ecuaciones de movimiento mediante la diagonalizacion de la matriz
Hessiana (compuesta por las derivadas segundas de la energia 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 empled para este anélisis 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 [ calculados y los experimentales

(para observar la diferencia en flexibilidad respecto a la conformacién cristalografica).

Herramientas de andlisis 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 desviacion cuadratica media, g rmsf para obtener la fluctuacion cuadrética
media de los residuos en las simulaciones, g_energy que informa variables macroscépicas
como temperatura y presion, g_cluster que permite agrupar las estructuras obtenidas de la
trayectoria en funciéon de su RMSD, y g_filter aplica un filtro pasa-bajos a la simulacion

reteniendo Unicamente los movimientos de menor frecuencia.

2.5. Técnicas de muestreo avanzado

Las simulaciones de Dinamica Molecular son ampliamente usadas en distintos campos
de la ciencia. Sin embargo, los resultados obtenidos sélo poseen sentido si la simulacion 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 simulacién). Muchas veces esta condicién 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 adicion de un potencial adicional que actia en ciertos grados de libertad a través de las

denominadas variables colectivas (VC); en este trabajo se empled el método Adaptive Biasing

Force.

2.5.1. Adaptive Biasing Force - ABF

El método de Adaptive Biasing Force forma parte del conjunto de algoritmos disenados
para calcular la diferencia de energia libre entre dos estados fisicos mediante transformacio-
nes geométricas. A diferencia de las denominadas transformaciones alquimicas, que modifican
continuamente las especies quimicas para obtener otras distintas [217], éstas contemplan mo-
dificaciones geométricas a través de variables colectivas cuidadosamente seleccionadas. Las
variables colectivas son coordenadas generalizadas cuya evolucion 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 fenémenos de reconoci-
miento y asociacién [218].

Laidea detras de esta metodologia es mejorar la eficiencia de las simulaciones de dindmica
molecular en las cuales la superficie de energia 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 simulacién 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 reaccion a aquellos parametros geométricos unidimensionales que miden el progreso de
una reacciéon [220]. Son funciones explicitas 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 cédlculos converjan y los valores de la energia libre obtenidos
sean confiables.

La energia libre a lo largo de una coordenada de reaccién puede ser descripta como

el potencial resultante de una fuerza promedio actuando sobre esta coordenada (de ahi el
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nombre de Potencial de Fuerza Media, o PMF). Esta relacion entre la fuerza actuando en la

coordenada de reaccién y la derivada de la energia libre %g) 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 reaccién ¢ (Ec.2.38) se estima a partir del promedio tomado en

un pequeno intervalo.

9G(£7)
23

(Fel€) = — (2.38)

La fuerza puede ser calculada dividiendo el rango de variacién de la coordenada de transi-
cién en pequetios intervalos. Si se denominan N (N, k) al nimero de muestras recolectadas

en el intervalo k luego de N, pasos de simulacién, entonces la fuerza queda definida como:

. N (Netep,k)
F¢(Nstep, k) = NN ) Z Fy(t}) (2.39)
steps

i=1
donde F;(t¥) es la i-ésima fuerza muestreada cuando la variable se encuentra en el intervalo

k y t¥ es el tiempo en el cual dicha fuerza fue muestreada, tal como se muestra en la ecuacién

Ec.(2.40)

rt) = 5 (15 ) (2.40)

Luego se aplica una fuerza externa de forma —(F¢|£*)VE que se opone a la fuerza pro-

k
t;

medio. Este procedimiento resulta en la obtencién, luego de una pequena equilibracién, 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 transicion en forma difusiva, sin barreras
energéticas y por lo tanto su muestreo se vuelve uniforme [222]. A partir del calculo de esta
fuerza es que se reconstruye la energia libre G(§) empleando el método de Integracién Ter-
modinamica. Asi la diferencia de energia libre entre dos estados a y b del sistema AG,_,; se

obtiene a partir de la ecuacion 2.41 suponiendo un unico pardametro £.

& _ g hmas
AGyyy = — / Fed€ ~ —52 Sa > Fe(Nyep, k) (2.41)
&a mar Gy
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La variacion de energia libre deberia ser determinada idealmente a partir de N simula-

ciones independientes.
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Capitulo 3

Parte I: Modelado del Receptor
GABAp a15272

3.1. Objetivos

Obtener un modelo del receptor GABA, a1 5275.

Evaluar el modelo segiin propiedades estereoquimicas.

Describir sus modos esenciales.

Analizar la estabilidad del modelo mediante simulaciones de dindmica molecular atomisti-

cas y de grano grueso, contemplando ademas su entorno acuoso y la membrana celular.

3.2. Meétodos

3.2.1. Modelado por homologia

Se eligié el subtipo a;f27. para modelar ya que es el mas estudiado a nivel fisiologico
y farmacoldgico, y por lo tanto existe abundante informacién experimental sobre su funcio-
nalidad e interaccién con ligandos, lo cual permitié la contrastacién de los resultados de los

métodos computacionales.
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El primer paso para realizar el modelo por homologia fue la bisqueda de las secuencias
de las subunidades «y, 2 v 72 de humano en la base de datos de Uniprot [223]: P14867,
P47870 y P18507, respectivamente. Luego, para cada subunidad, se realiz6 una busqueda
de secuencias homologas con SSearch [134]. Se empled para la busqueda la base de datos
PDBe Protein Structure Sequences y la matriz de sustitucion BLOSUMS50, que se emplea
para detectar homologos distantes y posee relativamente bajas penalidades para residuos
distintos. Se adopt6 una penalidad de —10 para la apertura de un gap y —2 para su extension.
Se computaron 50 alineamientos y puntajes. El mayor Valor Esperado posible se determiné en
10. Estos son los valores por defecto en el servidor web.

Las dos estructuras con mejor puntaje fueron el receptor GABA, homopentamero de
subunidades f3 de humano (PDB ID: 4COF) [2] y el receptor de Glicina homopentamero de
subunidades a3 de humano (PDB ID: 5CFB) [40]. Ambos se encuentran en un estado cerrado,
sin embargo se diferencian en que el receptor GABA, estd en el estado desensibilizado y
posee el agonista benzamidina unido en cada uno de sus cinco sitios de unién, 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 ay, 91,1 % con By y 43,2% con 75; en
contraste con PDB ID: 5CFB que comparte 41,52 % con ay, 45,4 % con By y 41,84 % con ~,.

Otro aspecto a tener en cuenta al momento de elegir el template es la calidad con la que
estan resueltas las estructuras. Los dos sistemas poseen una resolucién similar, siendo 2,97
A para PDB ID: 4COF y 3,04 A para PDB ID: 5CFB. Por lo tanto, la resolucién no fue
determinante en la seleccién y se eligié la estructura del receptor homopentamero GABA 5
como plantilla, priorizando el porcentaje de identidad de secuencia.

A continuacién se realizaron alineamientos multiples de las secuencias de las subuni-
dades a modelar con la secuencia de la subunidad (3 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 unicamente en la alineacion del loop F de la subunidad «;. En esta regién
se realizaron ajustes manuales de dos gaps para ajustar el alineamiento con informacién

experimental [1]. Ademds fue necesario modificar la regién intracelular (ICD), la cual fue
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reemplazada por el conector -SQPARAA-, el mismo que fue empleado para obtener la es-
tructura cristalografica del receptor [2]. En el proceso del modelado por homologia, el correcto
alineamiento de las secuencias es fundamental para obtener resultados de calidad. Es por
eso, que una cuidadosa evaluacién de los mismos fue realizada para detectar posibles errores
producto de los algoritmos empleados.

La confeccién 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 empled el nivel mas exhaustivo de refinamiento, “refine slow”.
500 modelos fueron realizados y calificados segtin dos funciones: DOPE (Discrete Opmimized
Protein Energy) [224] y Modeller Objective Function (molpdf).

Se inspeccionaron visualmente los mejores 20 modelos segin estas dos funciones para
detectar posibles errores. El mejor modelo se selecciond como aquel con la mayor cantidad
de residuos en la region més favorable del grafico de Ramachandran (Figura 3.2). También se
tuvieron en cuenta los resultados de evaluacion 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 optimizacion de rotameros e interacciones entre cadenas laterales. Se empled el
programa PROPKA a través de su servidor web [225-227] para asignar los estado de proto-

nacién de los residuos (a pH fisiolégico) y optimizar las redes de puentes de hidrégeno.

3.2.2. Modos Normales

Se analizaron los modos normales del modelo a través del servidor EINémo [215]. Para el
calculo de los 20 primeros modos se emplearon solo los C,. Para los otros parametros fueron

empleados los valores por defecto.

3.2.3. Simulaciones de dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular para analizar la estabilidad del modelo.
En primer lugar se simulé atomisticamente al receptor modelado, embebido en una mem-

brana de POPC (palmitoyl-oleoyl phosphatidylcholina), rodeado por solvente explicito. Este
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sistema, asi como también uno formado por el receptor cristalizado (PDB ID: 4COF), fueron

simulados posteriormente empleando un campo de fuerza de grano grueso.

Simulaciones atomisticas

Se eligi6 el campo de fuerzas GROMOS53A6 [173] para describir la proteina, 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 concentracion efectiva
de 0,15 M. En todas las simulaciones el receptor GABA fue insertado en una membrana
de 648 moléculas de POPC pre-formada y pre-equilibrada empleando MemBuilder [228]. Se
eligio este fosfolipido principalmente porque ha sido usado previamente en simulaciones de
dindmica molecular de receptores de la misma familia [229,230]. Se emplearon los pardmetros
de Berger para caracterizar los fosfolipidos [231].

El sistema fue colocado en una caja ortorrombica de dimensiones 14,0 x 14,0 x 16,5
nm?® de forma tal que los dtomos pertenecientes a la proteina y a los ligandos no fueran
afectados por sus imagenes. Los sistemas completos (de aproximadamente 210.000 atomos)
fueron sometidos en primer lugar a una minimizacién de energia 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 termalizacién, en la cual se
aumentd progresivamente su temperatura desde 0 K hasta alcanzar los 310 K en 500 ps
mediante el algoritmo Simulated Annealing. Esta simulacion fue realizada a presion constante
debido a la presencia de la membrana, ya que estos sistemas son inestables en simulaciones en
el ensamble candnico. Adicionalmente, se aplicaron restricciones al movimiento del &tomo P8
(fosfato) de los fosfolipidos, de manera tal de asegurar que estos se mantengan en el plano de
la membrana. La constante de fuerza empleada para la restriccién fue de 1000 kJ/mol.nm?.

El segundo paso de equilibrado consiste en simulaciones de 10 ns en el ensamble NPT
aplicando restricciones sélo al movimiento de los atomos pesados de la proteina, permitiendo
una relajacion 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 producciéon 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 7=0,8 ps, y la presiéon en 1 bar mediante el
baréstato de Parrinello-Rahman [192] con una constante de acoplamiento de 7=10,0 ps y
una compresibilidad de 4,5 10° bar.

Las interacciones de Van der Waals se limitaron mediante un valor de corte de 1,2 nm y se
empled el algoritmo PME [185,186] para los célculos de interacciones electrostéticas, también
con un valor de corte de 1,2 nm. La frecuencia de actualizaciéon de vecinos se establecié en
10 pasos, mediante el método GRID, con un corte de 1,2 nm. El algoritmo de Verlet [184]
se utilizé para la busqueda de vecinos, mientras que las longitudes de los enlaces fueron

restringidas mediante el cédigo LINCS [183].

Simulaciones de grano grueso

Se empleo el campo de fuerzas SIRAH para simular el modelo del receptor y la estructura
experimental del homopentdmero, nuevamente en un entorno acuoso y embebidos en una
membrana de POPC. Cada una de las simulaciones fue de 1 us. 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 consistié en una minimizacién inicial de la energia 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 atomisticas; y finalmente las simulaciones
de produccion de 1 us. Para el equilibrado se emplearon el termostato V-rescale y el baros-
tato Berendsen, mientras que en la produccién se emplearon V-rescale y Parrinello-Rahman.
La distancia de corte para los primeros vecinos fue de 1,4 nm. El anélisis de las simulaciones

realiz6 mediante el paquete SIRAH tools [232].
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3.3. Resultados

3.3.1. Desarrollo y evaluacion del modelo

El primer paso para confeccionar el modelo fue la creacion del alineamiento de secuencias.

En la Figura 3.1 se puede observar el resultado final del alineamiento entre las subunidades

a1, B2, 72 v B3. Los dominios modelados, el ECD y TMD, estan constituidos por 333 residuos

en oy y 332 en [y y en 2. Se incluyeron en el modelo las hélices a del extremo N-terminal

del receptor, las cuales son importantes para la expresion de los receptores en la superficie

celular [233].

4COF_beta3/10-1669
alpha1/13-345
beta2/10-341
gamma2/25-356

4COF _beta3/10-1669
alpha1/13-345
beta2/10-341
gamma2/25-356

4COF _beta3/10-1669
alpha1/13-345
beta2/10-341
gamma2/25-356

4COF _beta3/10-1669
alpha1/13-345
beta2/10-341
gamma2/25-356

4COF_beta3/10-1669
alpha1/13-345
beta2/10-341
gamma2/25-356

4COF _beta3/10-1669
alpha1/13-345
beta2/10-341
gamma2/25-356

10 SFVKETVDK 1 DF PPVCVGMNID I ABIDMMSEVN LTMY 65
13 TVFTRILDR N LEBERVTEVKTDIFVTEBFGPMSDHD IDVFERE 68
10 SLVKETVDR| IR DF PPVAVGMN/ID IAS | DMMSEVN LTMY 65
25 GDVTV ILNN NK DIGVKPTLIHTDMYVNS IGPMNA IN 1D I FIEAR 80
Loop D
66 AYSGIPLNETEDNRVADQL! LND V RM | 121
69 KFKGPMTVERENNLMASK | H NM KLL 124
66 SYNVIPLNEBTEDNRVADQL LND V RM | 121
81 KFNSTIKVERENSNMVGK | RNS | RML 136

Loop A Loop E

122 VIBNG L RRY EQN E 1 E TTDDEF Y[l - RGGDKAMT 176
125 ™ EDF AHA KFG TRAEVVYEWTREPARSMV 180
122 L RRY EQN EIE TTDDIEFYWM- RGDDNAMT 176
137 TIE HNF EHS EFS PREEIVYQW- KRSSVE 191

Cys-loop Loop B Loop F

177 GVER I E-[BPBFS IVEHRLVSRNMVF AT PRLSLS | MBS | L 231
181 VAEDGSRENEBYDLLGQTVDSG | SST VVMTTH \ LBC IM 236
177 GVTKIE-BPEBFS IVDYKL | TKKMVF ST PRLSLS MBS | L 231
192 DTRSWR-BYRBFSFVGLRNTTEVEKTTS VVMSVY IBCTL 246
Loop C
VALEI INTHLRET IPMVKEA | BMY LMG 287
TVF@V LS ISARNS VANMA TEMBWF | AV 292
VALG | INTHLRET I PMVKEA | BMY LMG 287
TSL@! LSTIARKS VSHMV TERMBILFVSYV 302
288 BF V LA L FVNM I FF AllBRWSRIIlVEBF THS L LYMV 340
203 BYA S | BFATVNNF TK KIBRLSRWABR L L | ATHMIL 345
288 BF V MR L EYALVNN | FF AIBRWSRIMF BBV VESF LYMVN 341
303 BF | SHEVEYGTLHM-FV KMBSYARMFERTARCL VSMILYL 356
ICL

Figura 3.1: Alineamiento de la subunidad S5 de humano (4COF) con las tres subunidades a;, 82 y 72 del
receptor g fov2 GABA A de humano. La numeracién de la secuencia corresponde a las proteinas en su forma
madura. Los residuos estan coloreados de acuerdo al porcentaje de identidad con la secuencia consenso. El
azul oscuro representa una identidad del 80 % o maés, el azul se corresponde con més del 60 %, mientras que el
celeste representa una identidad superior al 40 %. Los loops que forman los sitios de unién estdn subrayados
en color verde, mientras que el emblematico Cys-loop con amarillo. El conector intracelular estd senialado
con las siglas ICL (Intra-cellular Loop) y subrayado en color celeste.
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El modelo final fue elegido de las 500 estructuras iniciales considerando parametros es-
tructurales, tales como distancias y angulos de enlace, y angulos diedros, y los resultados de
servidores web de evaluacion de estructuras. Los resultados obtenidos con el programa Q-
mean (Seccién 2.1.4) muestran que el modelo elegido es levemente mejor que un reconocido
modelo previo [1], y aceptable en relacion a la estructura cristalografica (Tabla 3.1). Esto se

determina mediante el Z-score, que sera mas 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 cristalografica 0,581 -2,04

Asi mismo, el gréafico de Ramachandran (Figura 3.2) confirma la buena calidad de la
geometria del esqueleto del receptor, con un 99,8 % de los aminodcidos en las regiones fa-
vorables. El 94,2 % de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables, 5,6 % en
las regiones permitidas adicionales y 0,2 % en las zonas generosamente permitidas. En este
modelo ningin aminoacido presenta combinaciones de angulos diedros prohibidas.

Los G-factors correspondientes a parametros estereoquimicos (dngulos diedros, largo de
enlaces y dngulo de enlaces) fueron obtenidos y analizados con el servidor web PROCHECK

(Seccién 2.4). Estos indices muestran que el modelo mantiene una buena estructura global

(Tabla 3.2).
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Figura 3.2: Grafico de Ramachandran para el receptor GABA modelado. En rojo se representan las
regiones mas 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

grafico fue realizado con PROCHECK [202].

Tabla 3.2: Parametros estereoquimicos del modelo.

Parametro G-factor
Phi-Psi 0,11
Chil-Chi2 0,22
Chil 0,34
Chi 3-Chi 4 0,54
Omega -0,14
Largo de enlaces (cadena principal) -0,06
Angulo de enlaces (cadena principal) -0,11
Promedio general 0,03

A partir de una cuidadosa inspeccién visual se confirmé 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 constriccién de radio 1,5 A delimitada por los
residuos a1 Pro240, £, Ala239 y 19 Pro239 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 A [235]. Por lo tanto, el modelo representa
al receptor en un estado cerrado. En particular, los angulos 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 activacion.

60

40

20 ) ECD

» TMD

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Radio [A]

Figura 3.3: Perfil del canal. a. Radio del poro a lo largo del eje del canal; b. Visualizacién del poro como
una superficie, el color azul representa radios mayores a 2A, el verde representa valores inferiores. Se sefialan
los aminodacidos que forman los tres anillos relevantes para la apertura y el cierre del canal.

Interaccion entre subunidades

En la bibliografia [236] se cuestiona el uso de la estructura PDB ID:4COF como plan-
tilla para realizar modelos del receptor debido a que la interaccién entre subunidades varia
energéticamente para las distintas combinaciones. El homopentamero de subunidades (3 es

el subtipo que forma las interacciones mas favorables y esto modificaria la forma y dispo-
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sicion de las cadenas laterales en los sitios de unién. Sin embargo, al momento de realizar

el modelo todas las estructuras disponibles de la familia de los receptores Cys-Loop eran

homopentaméricas.

Se llev6 a cabo un andlisis de la interaccion entre subunidades mediante el servidor web

PISA [237] para el receptor modelado (Tabla 3.3), para el receptor oy 5272 experimental PDB
ID: 6D6U (Tabla 3.4) y para el homopentamero PDB ID: 4COF (Tabla 3.5). Se calculé el area

correspondiente a la interfaz, los residuos de la interfaz, la energia libre de interaccion 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 nimero de puentes de hidrégeno

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 ayB27y2.

Interfaz Nro. Residuos | Area [A?] | AG [kcal/mol] | AG P-Value | Nro. PH | Nro. PS
A/B (a1/Bs) 75/75 2509 37,3 0,20 18 8
B/C (Bs/a1) 73/68 2341 27,3 0,51 19 1
C/D (a1/B2) 69,74 2503 32,3 0,30 17 2
D/E (B2/72) 73/75 2347 29,1 0,41 18 0
E/A (12/a1) 70/67 2360 31,2 0,27 19 1

Tabla 3.4: Propiedades de las interfaces en el receptor a; 827y, obtenido experimentalmente.

Interfaz Nro. Residuos | Area [A?] | AG [kcal/mol] | AG P-Value | Nro. PH | Nro. PS
D/C (a1/Bs) 77/79 2642 43,8 0,08 15 6
C/B (Bs/a1) 52/53 1678 12,8 0,78 13 1
B/A (a1/5s) 62/63 1967 224 0,48 13 3
AJE (B2/72) 71/70 2313 -29.6 0,36 15 0
E/D (72/cn) 60,61 1962 24,2 0,28 9 2
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Tabla 3.5: Propiedades de las interfaces en el receptor homopentdmero 33 de humano (PDB ID:4COF)

Interfaz | Nro. Residuos | Area [A?] | AG [kcal/mol] | AG 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 )
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 )

Las interfaces entre subunidades del homopentdmero son similares en cuanto a la energia
libre de formacién, el area expuesta, el valor P y la cantidad de puentes de hidrégeno y
salinos. Por otro lado, en los dos receptores a 327, las interfaces son claramente diferentes,
reflejando su formacion heterogénea. Para ambos sistemas la interfaz mas favorable es la
a1+ /PBa-, coincidente con el sitio de unién de GABA en la posicién vecina al sitio de unién
de las benzodiazepinas. Asi mismo, en ambos receptores la interfaz menos favorable es la
formada por las subunidades o+ /ay-.

Las diferencias entre las energias de formacion de los dos receptores /27, no siguen
ningin patrén especifico que indique que la mayor energia de las interfaces del homopentame-
ro se refleje en el modelo. De hecho, la interfaz a;+/f,- resulté ser més favorable en ambos

heteropentameros, en comparacion con la interfaz correspondiente en el receptor PDB ID:

4COF.

Empleo de modelos por homologia en simulaciones de docking molecular

Ha sido fuente de debate la aptitud de los modelos obtenidos mediante modelado por
homologia para estudios posteriores tales como docking molecular, que requieren una des-
cripcién detallada de las posiciones y orientaciones de las cadenas laterales.

Cuando el docking no esté guiado por datos experimentales se ha probado que la identidad
de secuencia, en particular la identidad local, esta altamente correlacionada con la calidad
de los resultados obtenidos [172]. Por lo tanto, se calculé la identidad de secuencia para los

seis loops que participan en la unién 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 ay, 82 y 2.

Loop o B2 V2
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%** | 77T% | 22%*

* Loops involucrados en la cavidad de unién de las Benzodiazepinas.

** Loops involucrados en la cavidad de unién ortostérica.

El loop F de la subunidad ~,, aunque no contiene huecos en su alineamiento, posee baja
identidad de secuencia con el mismo loop de la subunidad f3. Los otros loops que participan
en la unién presentan al menos un 30 % de identidad de secuencia con el template empleado,
dando asi 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 unién.

3.3.2. Modos Normales

Se ha propuesto que la transicién entre estados de activacion del receptor se manifiesta
globalmente como el movimiento relativo de rotacién entre los dominios extracelulares y
transmembrana, actuando cada dominio como un cuerpo rigido que gira en sentidos opuestos

[34]. Mediante el anélisis de modos normales se observé este fenémeno en el modo de menor

frecuencia (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Modo normal de menor frecuencia. a. Desplazamiento cuadritico medio del C« para cada
residuo. Son particularmente méviles los aminodcidos de la regién transmembrana; b. Representacion del
movimiento.

Los modos siguientes, de mayor frecuencia, corresponden principalmente a movimientos
relativos del ECD y TMD respecto del angulo 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 respiraciéon (modos 10 y 11).
Los dos primeros reflejan una asimetria respecto al plano de la membrana, mientras que el
segundo par de modos muestra un tipo de movimiento que refleja la falta de simetria absoluta,
observada tanto experimentalmente como in silico a partir de simulaciones de grano grueso

y el andlisis de interfaces.

3.3.3. Simulaciones de dinamica molecular
Simulaciéon Atomistica

La simulacion atomistica 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 unién en el ECD. El primer andlisis fue el de la desviacion cuadratica media
(RMSD) de los atomos C,, (Figura 3.5), que indica un movimiento del esqueleto de la proteina

acorde a su tamano y al protocolo de dinamica 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.

RMSD - Ca

|
60 80 100
Tiempo [ns]

I 1 1 | 1 1 |
% 20 40

Figura 3.5: RMSD para la simulacion 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 4rea por lipido resulté en promedio 0,61 £+ 0,01 nm?

, similar
al valor experimental obtenido para membranas de POPC a la misma temperatura (0,64
+ 0,01 nm?) [238]. El espesor de la membrana plasmadtica se calcul6 en 3,5 + 0,1 nm en
contraposicion 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 movil e importante para la accién de los farmacos
239,240] (Figura 3.6).

El radio a lo largo del canal varia durante la simulacion de manera tal que la parte
superior de la regiéon transmembrana adquiere valores menores que la constriccién inferior
inicial, cuyo radio aumenta levemente (Figura 3.7). Esta transformacién, podria deberse a
un paso intermedio en el cierre del canal causado por la ausencia de agonistas. Las hélices

M2, adoptan una dngulo menor respecto del eje del receptor, cerrando el canal en el extremo

superior.
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Figura 3.6: Fluctuacion cuadratica media calculada para los loops C y F de las subunidades involucradas
en las cavidades ortostéricas y de unién de gran afinidad de las benzodiazepinas.

Perfil del Poro en el TMD
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Figura 3.7: Radio del canal para las estructuras obtenidas de la dindmica molecular luego de 1 ns, 64 ns
(estructura representativa de la clusterizacion) y de 100 ns.

Simulaciéon de Grano Grueso

La simulacién de grano grueso para el receptor modelado mostré que este experimenta
cambios en la estructura global (Figura 3.8.a); més especificamente, se observé que las héli-

ces M4 del dominio transmembrana se abren hacia la membrana. Esta modificaciéon podria
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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 podria estabilizar una deter-
minada orientacién espacial de la hélice. Asi mismo, el extremo C-terminal del receptor que
deberia ubicarse en la region extracelular, no se ha modelado completamente y por lo tanto
facilita el movimiento de M4.

La simulacion de grano grueso del receptor 4COF mostré 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). E1 RMSD de ambos receptores a lo largo de

estas simulaciones son superiores a aquellos observados en las simulaciones atomisticas.
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Figura 3.8: Desviacién cuadratica media para el receptor representado con un campo de fuerza de grano
grueso. Se calculé cada 20 pasos, empleando los beads que representan al esqueleto de la proteina.

La estructura secundaria del modelo (Figura 3.9.a) se mantuvo estable a lo largo de
la simulacién. En los primeros nanosegundos disminuy6 del porcentaje de hélices alfa (H)
y laminas beta (B), y se incrementé el tipo coil (C). La identificacién de una estructura
secundaria como coil puede corresponderse con regiones desestructuradas, o bien con otras
estructuras no comprendidas en la clasificaciéon anterior.

Inicialmente, los porcentajes correspondientes a cada una de las estructuras secundarias
en la simulacién 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 cristalografico
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 simulacién
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H=33,5%, B=27,5% y C=39,0%.

Simulacion de Grano Grueso Simulacion de Grano Grueso
> 0_ ‘ — Hélice Alfa > 0_ ' ‘ ‘ — Heélice Alfa
Lamina Beta Lamina Beta
451 Coil 45+ Coil

o
[w)
——
0

% Estructura Secundaria
v
T
1
4
i
3
|
% Estructura Secundaria
v
=

a
=

— T
I

30 - 30 -
251 - 251 -
20 | L L I L 1 L 1 L 20 | L | L 1 1 L L L
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tiempo [ns] Tiempo [ns]
(a) Modelo (b) PDB ID: 4COF

Figura 3.9: Evolucién de la estructura secundaria a lo largo de las simulaciones de grano grueso. a. El modelo
presenta en promedio H= 35, 140, 4 %, B= 26,940, 7 %, C= 38,040, 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 observo 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, pasarian al estado cerrado basal. Si se
observé la modificacion de la orientacion relativa de las hélices M2, que se cierran en el
extremo superior. En la simulacién del modelo se observo que los iones cloruro ubicados en
la regién extracelular del canal permanecen alli a lo largo de la trayectoria. En la simulacién
de la estructura cristalogréafica (PDB ID: 4COF) uno de los iones llega a la regién superior
del dominio transmembrana, mostrando que esta ubicacion es estadisticamente probable. El
poro en la regién transmembrana se mantiene deshidratado durante toda la simulacion, con
moléculas de agua llegando hasta el primer anillo de este dominio.

En cuanto a las propiedades de la membrana, en la simulacién del modelo esta mani-
festé un espesor de 3,8 + 0,1 nm (Figura 3.10.a), valor muy cercano al experimental 3,9 +
0,1 nm [238]. El 4rea por lipido se calcul6 en 0,70 4 0,01 nm?, levemente superior al valor ex-
perimental 0,64 & 0,01 nm?. En la simulacién de PDB ID: 4COF los valores correspondientes
al espesor de la membrana (Figura 3.10.b) y el drea por lipido fueron 3,7 + 0,1 nm y 0,71 +
0,02 nm? respectivamente. El drea por lipido nuevamente es mayor al valor experimental.

Se observé que en la regién correspondiente a la membrana la densidad de agua e iones es
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practicamente nula (Figura 3.10). Ademads, la presencia de la proteina modifica la densidad

del agua en la regién donde esta ubicada.
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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. Comparacién con el receptor PDB ID: 6D6U

Se realiz6 una comparacion estructural del modelo del receptor con la estructura resuelta
mediante criomicroscopia electrénica. Se calculé la desviacién cuadratica media de los ato-
mos Ca 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 [y y 72. La subunidad 7, muestra las varia-
ciones mas pronunciadas, con valores inusualmente altos de RMSD. Esta tendencia puede
ser explicada por los distintos estados de activacion de los receptores, junto con la falta de
los loops pre-M1 y M2-M3 en la subunidad 7, de la estructura experimental, sumado a la
pérdida de simetria del receptor PDB ID: 6D6U. Asi mismo, Zhu, et. al. advirtieron en la
publicaciéon de la estructura, que la conformacion del TMD esta afectada por la presencia de
detergentes y la falta del ICD [57].

La superposicién del backbone del ECD del modelo in silico y de los receptores obtenidos
experimentalmente PDB ID: 6D6U y 6D6T, mostré que no hay diferencias apreciables entre
ellas (Figura 3.11.b).
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Comparacion Modelo por Homogia y PDB ID: 6D6U
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Figura 3.11: Comparacién entre el modelo por homologia y las estructuras experimentales del receptor
GABA, 18272 a. RMSD por residuo calculado entre la estructura modelada y PDB ID: 6D6U; b. Su-
perposicién 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 evaluacion del modelo mediante funciones energéticas provistas por el pro-
grama de modelado, y analizando parametros estructurales diferentes tales como angulos
diedros y distancia entre enlaces, es posible asegurar que el modelo posee suficiente calidad
estereoquimica.

Las energias de las interfaces son comparables con aquellas obtenidas para el receptor
experimental PDB ID: 6D6U, y las interacciones estan ligeramente alteradas respecto del
homopentamero, como es esperado por ser una estructura heteromérica.

Los movimientos globales observados en las simulaciones, como el cierre del poro en la
region superior y la pérdida de simetria, pueden ser identificados como una caracteristica
general del receptor y no como una peculiaridad del modelo. Por un lado, se observa el
mismo tipo de comportamiento en las simulaciones del homopentamero; y por otro lado, se
correlacionan con los primeros modos normales calculados. La pérdida de la simetria ha sido
observada no solo en las simulaciones de grano grueso del modelo y del homopentamero, sino
que ademas es caracteristica en las estructuras resueltas experimentalmente, particularmente

en aquellas que poseen la subunidad ~,. En ellas se observé una pérdida parcial de la pseudo-
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simetria 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 comparacion con la reciente estructura experimental del receptor GABA 5 o 52772 (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 activaciéon de la estructura experimental y a la baja resolucion de la misma, un modelo
por homologia como el presentado en este trabajo, ampliamente caracterizado, sigue siendo
de utilidad para el estudio de los receptores GABA . Por otra parte, la contrastacion en-
tre el modelo y la estructura experimental sirvio para establecer la validez de los métodos
computacionales empleados a lo largo de todo el trabajo.

Por los motivos expuestos anteriormente, la estructura del homopentamero es adecua-
da para modelar el receptor a;fs72. El modelo confeccionado durante este trabajo de tesis
posee suficiente calidad como para ser empleado en estudios posteriores de docking y dinami-
ca molecular para evaluar su interaccion con moléculas de interés biolégico como ligandos

endogenos, compuestos farmacoldgicos y otras proteinas.
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Capitulo 4

Parte II - Interaccién con ligandos

4.1. Objetivos

Corroborar la capacidad de los sitios de unién de contener ligandos conocidos.

Encontrar los modos de uniéon de ligandos relevantes.

Evaluar la estabilidad de los modos de union.

Calcular la energia libre de interaccién de los complejos.

4.2. Meétodos

Para llevar a cabo el analisis de interaccion de distintos ligandos con el modelo del receptor
GABA, se emplearon tres técnicas distintas: Docking Molecular, simulaciones de Dindmica
Molecular y el método de Adapting Biasing Force (ABF).

Por un lado se estudié la union de los ligandos GABA, muscimol, bicuculina y gabazine
(Figura 1.9) a los sitios de unién ortostéricos. Por otro, se analizaron los modos de unién
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 empled AutoDock Vina para obtener posibles modos de unién de ligandos mencionados
anteriormente. En cada caso se aplicé una grilla de 24 x 24 x 24 A3 centrada en el sitio de
unién correspondiente. Se emplearon cargas Gasteiger para el receptor y para los ligandos. Se
calcularon 50 modos de unién, con el nivel 50 de exhaustividad en la bisqueda (superior al
valor por defecto) y se establecié como criterio de corte un maximo de diferencia de energia

entre el mejor modo y el peor de 3 kcal/mol (valor por defecto).

HADDOCK

Paralelamente se utilizé el programa HADDOCK [137,170], que incorpora informacién
experimental sobre la interaccién para predecir los modos de unién. Estos datos fueron
obtenidos a partir de una exhaustiva busqueda bibliografica que dié como resultado las
tablas A.1, A.2, A.3 y A.4 del Apéndice A. La informacién experimental se incorporé a la
simulacién determinando una serie de residuos activos y pasivos en el receptor (el ligando
se considera como un unico residuo activo). En todos los casos se definieron como activos
aquellos aminodacidos para los cuales habia evidencia clara de interaccion con el ligando y los
residuos pasivos fueron definidos por el programa como aquellos circundantes a los activos.

El docking se realizé a través de la interfaz Guri del servidor de HADDOCK, mante-
niendo la mayor parte de las opciones por defecto, excepto el limite para la formacion de
grupos, que se establecié en 2 A y se impidié que se eliminen los hidrégenos no polares
(siguiendo las recomendaciones del manual de usuario). La parametrizacion del ligando fue
realizada automaticamente por PRODRG [210] y el estado de protonacién de las Histidinas
fue obtenido mediante el servidor MolProbity [201].

Para cada ligando se obtuvieron como méaximo 200 modelos, previamente refinados me-
diante simulaciones cortas de DM con solvente explicito. En este paso se permitioé el movi-

miento libre de las cadenas laterales de los aminoacidos.
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Analisis

Los mejores modos de unién, clasificados mediante ambos programas de Docking Mole-
cular, fueron sometidos a un analisis de las interacciones entre los ligandos y los residuos
del receptor. Para dicho analisis se establecieron ciertas definiciones: los atomos vecinos son
aquellos separados por una distancia menor que la suma de su radio de Van der Waals mas
2,75 A (didmetro aproximado de una molécula de agua). Después de identificar todos aquellos
residuos que poseian atomos a una distancia de contacto, se identificaron las interacciones
genuinas, es decir aquellas que efectivamente ocurren en la naturaleza: puentes de hidrégeno,
puentes salinos, interacciones hidrofébicas, interacciones cation—m y 7-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 aminodcidos en
los cuales coincide la interaccion 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 informacion experimental, y aquellos
ubicados a una distancia de contacto pero cuya interaccién no es genuina. Finalmente, los
FN son aminoécidos propuestos en la literatura como interactuantes, pero que no lo hacen
en nuestro modelo.

Una vez clasificados los aminoacidos se computaron dos indices estadisticos: precision y
sensibilidad, que han sido empleados en trabajos para evaluar la calidad de modos de unién

obtenidos computacionalmente [241-245].

VP
Precision = ————— 4.1
recision = o0 (4.1)
VP
Dule = 4.2
Sensibilidad VP FN (4.2)

Para la evaluacién de las poses encontradas se tuvo en cuenta la correlacion existente
entre la similitud estructural de ligandos, sus modos de unién y sus funciones [246,247]. El

indice de Tanimoto es considerado una de las mejores métricas para el calculo de similitud

(Ec. 4.3):
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C

To(A, B) = oo

(4.3)

donde ¢ es el niumero de caracteristicas que comparten los compuestos A vy B, y a y b
corresponden al nimero de caracteristicas presentes en cada compuesto [247]. Para evaluar
los indices de Tanimoto entre cada ligando se empled el programa OpenBabelGUI V.2.4.1

248, 249].

4.2.2. Dinamica molecular

Los protocolos de docking son de naturaleza estatica y, en general, no consideran explici-
tamente al solvente, o lo hacen en simulaciones muy breves. Por este motivo, las simulaciones
de dindmica molecular permitieron que tanto los ligandos como las cadenas laterales de los
receptores se adaptaran a la nueva conformaciéon del complejo. Se ha demostrado recien-
temente, en estudios de interaccién proteina-ligando de GPCRs basados en modelos por
homologia (con baja identidad de secuencia), que las simulaciones de dindmica molecular
mejoran la calidad de las poses en relacién a los datos experimentales [243,250,251].

Se simulé, mediante DM, secuencialmente al receptor con distintos ligandos unidos a sus

correspondientes sitios de union. 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 G*.
= 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 indices de precision y sensibili-
dad. Adicionalmente, algunos complejos (GABA, diazepam, Ro15-4513 y flumazenil) fueron
simulados con conformaciones iniciales alternativas a modo de comparacién.

Tanto el protocolo como las condiciones de simulacion fueron las mismas que aquellas
empleadas para simular al receptor en estado APO (Ver seccién 3.2.3 en péagina 72). Los
parametros 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 simulacién. Asi mismo, las propiedades ma-

croscopicas 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 médulo especificamente disefiado para estos célculos
(Modulo de Variables Colectivas) [255]. Debido al alto costo computacional que implican
estas simulaciones se trabajo solamente con los ECDs de las subunidades a; y 7».

Las interacciones atémicas de la proteina 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 andlisis. El ligando fue
parametrizado con el software ACPYPE [209,211] empleando el campo de fuerzas GAFF
(del inglés Generalized Amber Force Field) [256]. Se emple6 el modelo de agua TIP3P [257],
que al igual que el SPC es un modelo de tres puntos, y ademas 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 dindamica molecular, ya que el objetivo y los requerimientos son diferentes. En primera
instancia se realizé una minimizacién de energia de 10.000 pasos empleando el algoritmo
de Gradiente Conjugado. Luego se realizé un equilibrado de 5 ns en el ensamble NPT. En
todos los casos se aplicaron restricciones al movimiento de los atomos del esqueleto de la
protefna con fuerza arménica de constante 2 kcal/mol.A2. Las fuerzas de restriccién son
ortogonales a la direcciéon en la cual se calcul6 el gradiente de la energia libre, tal que la
medicién 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™!; la presién se mantuvo en 1 atm mediante el empleo del
barostato de Langevin con el periodo del piston de 200 fs y constante de decaimiento 100
fs. Los termostatos y barostatos empleados, asi como los parametros que los acompanan son
los recomendados para este tipo de simulaciones. Se eligié un tiempo de integracién de 2
fs, y para ello todos los enlaces fueron restringidos mediante el algoritmo SHAKEH. Las
interacciones electrostéticas fueron tratadas con el algoritmo Particle Mesh Ewald (PME)
tomando una grilla con un espaciado de 1 A. Las interacciones de Van der Waals se truncaron
con un valor de corte de 1 nm.

Se eligié como variable colectiva la distancia D entre los centros de masa del dominio
ECD de la proteina, y los ligandos (Figura 4.1) para representar la salida de los mismos. En
todos los casos se tomaron intervalos de 0,1 A y 1000 muestras por cada intervalo previas a
la aplicacién de la fuerza. Ademds se empled 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 pequenas ventanas para alcanzar la convergencia en un tiempo
menor. Debido a que las estructuras que se emplearon para cada paso de la estratificacién
debieron estar equilibradas, se realizé una simulacién de ABF previa para toda la trayectoria.
En cada sistema la simulacién inicial, de 5 ns, se realizé variando la distancia D entre 8 A y 40
A (Fig.4.1). De dicha simulacién se adquirieron estructuras cada 2 A 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 mas cercanas al minimo no fueron suficientes, se emplearon

ventanas de 1 A.
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Figura 4.1: ABF. a. Vista frontal de la configuracién inicial; b. Vista lateral esquemaética de la variacién
de la distancia a lo largo de la coordenada de reaccién. En la simulacién el ligando puede moverse en un
casquete esférico de radio D y espesor 2 A.

La convergencia estd definida por la desviacién cuadrédtica media de la energia (RMSE,

Ec.4.4), que se considerd realizada si es del orden de 2 kcal/mol.

Ef\g (z; — ;)
RMSE = \/ N (4.4)

Debido a los tiempos de calculo se realizaron simulaciones de ABF sélo para diazepam,
zolpidem y flumazenil. Se eligieron estos ligandos ya que poseen valores de energia libre de

union experimentales publicados.

4.3. Resultados

4.3.1. Sitio de unién ortostérico

Se analizaron las interacciones presentes para cada uno de los modos de unién obtenidos
y se contrastaron con los datos experimentales (Tablas A.1 y A.2). Con esta informacién
se calcularon los indices de precision y sensibilidad, y se seleccionaron las poses mas repre-
sentativas. Se analizé la unién de ligandos en los dos sitios ortostéricos y se obtuvieron, en
general, configuraciones similares, asi como también puntajes del mismo orden de magnitud.
En general, todos los estudios mostraron indices de precision y sensibilidad altos (Tabla

4.1), indicando que hay pocos residuos en el sitio de unién que no son reconocidos por los
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protocolos de docking o no estan disponibles para la interaccion en los modelos aqui pro-
puestos. Sin embargo, la bicuculina representa una excepcién ya que posee mejor indice de
sensibilidad que de precision. Una posible causa de este fendmeno es el tamano del ligando,

ya que ocupa una gran fraccion del sitio de unién.

Tabla 4.1: Indices de precision y sensibilidad de los modos de unién obtenidos mediante simulaciones de
docking molecular y dindmica molecular de ligandos de la cavidad Ortostérica.

Ligando Software Precisién | Sensibilidad

ADV 1,00 0,81
GABA HADDOCK 1,00 0,81
DM 1,00 0,78
ADV 0,85 0,79
Muscimol HADDOCK 1,00 0,75
DM 1,00 1,00
ADV 0,73 0,85

Bicuculina HADDOCK - -
DM 0,50 0,08
ADV 0,93 0,72
Gabazine HADDOCK 1,00 0,76
DM 0,89 0,44

Como caracteristica general, los indices de precision 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 disminucién
marcada de ambos indices.

Mientras que las poses de GABA y muscimol no presentan falsos positivos (Tabla 4.2), los
antagonistas no logran acomodarse en el sitio de union y las cadenas laterales circundantes no
logran re-organizarse alrededor de los ligandos. En cuanto a los Falsos Negativos de GABA,
[B2Ser156 forma un puente de hidrégeno con el ligando por un corto periodo de tiempo
y no puede considerarse un VP. Sin embargo, simulaciones mas largas podrian mejorar

estadisticamente el contacto. f3R207 interactia con un residuo del loop F (Figura 4.6) y
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con [B2Glulbs (Figura 4.7), por lo tanto, si bien no estd interactuando directamente con el

ligando, tiene una participacion activa en el modo de union.

Tabla 4.2: Residuos de la cavidad Ortostérica clasificados de acuerdo a su interaccién con los ligandos para
los complejos obtenidos de las simulaciones de DM.

Ligando Verdaderos Positivos Falsos Positivos Falsos Negativos

BoTyr97, BoGlulbhs,
BoTyrlb7, BoGly158,
GABA BoPhe200, B2Ser201, -
B2Thr202, 52Tyr205,
a1 Phe65, a1 Thr130

BoTyr97, BoGlulbsb, PaSerl56,
ﬁQTyI‘157, ﬁgPhEQOO,
Muscimol B2Thr202, 52Tyr205, - -
BQArg207 041Ph665, alArg67,
a1 Argl120, a1 Thr130

B2Serl56, 5oR207,
a1 Arg67

,BQTyI‘97, ﬂgLeu99,
ﬁQTyI‘157, BgPhe200,
B2Thr202, 82 Tyr205,
ﬁzATgQO? 01Ph665,
a1 Arg67, ayLeulls,
B2Serl56, ay Argl32

BoTyr97, Boleu99,
B2Serl56, BoTyrl57,
a1 Argl73 B2Glyl58, B2Ser201,
BgThI‘QOZ, ﬂ2G1y203,
a1Asp63, a1 Vall81

Bicuculina o Vall8l a1 Argl73

IBQPhGQOO, BQTyr2O5,
a1Phe65, a1 Argb7, a1Ser69
a1Leull8, a3 Argl20,
a1 Thrl130

Gabazine

Para evaluar la estabilidad de las uniones se calculé la desviacién cuadréatica media
(RMSD) de los dtomos de cada uno de los ligandos y de los atomos del esqueleto del re-
ceptor a lo largo de las simulaciones (Figura 4.2). Los agonistas son estables en el sitio de
union mientras que los antagonistas son muy moviles. E1l RMSD del receptor es similar en

los cuatro complejos entre si, y respecto de la estructura APO.
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Figura 4.2: a. Desviacién cuadrética media de los dtomos de los ligandos que se unen al sitio de unién
ortostérico a lo largo de las simulaciones de DM. El ajuste previo al calculo se realizé sobre los atomos del
esqueleto de la proteina; b. Desviacién cuadratica media de los C,, del receptor a lo largo de las simulaciones
de DM con ligandos unidos a la cavidad ortostérica.

GABA

El docking con HADDOCK dié como resultado, en ambos sitios, dos clusters los cuales
contenian el 95 % de todos los modelos refinados, siendo el méds numeroso el cluster de menor
puntaje, que es el que contiene los complejos mas favorables. En la mejor configuracion el
acido carboxilico de GABA forma un puente salino con a; Arg67 y un puente de hidréogeno con
B2 Thr202. Uno de los carbonos laterales esta en contacto con 8o Tyr205 y SoTyr97. Ademas,
este ultimo residuo interactia con la amina protonada, la cual estd en contacto con S2Glulbb
y B2Serl56. a;Phe65 es parte de la base de la cavidad, muy cercana al ligando (< 4 A) y
forma parte de la denominada caja aromdtica compuesta por 3oPhe200, B, Tyr157, 55 Tyr97 y
B2 Tyr205. Todas estas caracteristicas estan de acuerdo con lo observado experimentalmente.

Los resultados de ADV fueron similares para los dos sitios de unién, en los cuales se
pueden observar las interacciones anteriormente nombradas. La afinidad calculada en los dos

sitios de unién es la misma (—5,0 kcal/mol).
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Figura 4.3: Modo de unién del ligando GABA obtenido mediante el programa HADDOCK.

La simulacién del receptor con una molécula de GABA unida al sitio G2 de la estructura
obtenida por HADDOCK mostré que el ligando permanece unido al sitio de unién los 100
ns. Sin embargo, perdié el contacto de ay Arg67 que se supone vital para la unién. A lo largo
de esta simulacién mantiene los puentes de hidrégeno con [,Glulb5 y con los residuos del

loop C (5Ser201 y S5 Thr202.

/\6

‘
“0

l/’
Y "/P/ ,‘,
\.\. ar
-\

Figura 4.4: Pose de GABA en la estructura representativa de la dindmica molecular realizada con el ligando
en el sitio G2.

En forma independiente, se simulé al receptor unido a dos moléculas de GABA y una
de diazepam. La conformacion inicial del sistema fue obtenida a partir de HADDOCK. En
esta simulacién, diazepam permanecié en su sitio de unién (Ver seccién 4.3.2) al igual que
la molécula de GABA en G!. Sin embargo, la otra molécula de GABA sale de la cavidad

G2 a los 15 ns. A lo largo de la simulacién GABA en G! interactia mediante puentes de
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hidrégeno con a3 Arg67, ay Thr130, 52 Tyr97, foGlulbb, B2Serl56, v con los residuos del loop
C [2Ser201, 55 Thr202 y B Tyr205.

En general, los resultados obtenidos para este ligando luego de la DM no mejoran los
obtenidos en el docking. Estos resultados, mas alla de las interacciones especificas que posean
inicialmente, nos indican que el entorno del ligando contribuye a que este se mantenga en
determinada conformacion y en el sitio de unién.

La publicacién de las estructuras PDB ID: 6D6U y 6D6T, en las cuales el receptor GABA 5
a1 8292 se encuentra unido a dos moléculas de GABA, permitié la comparacién de los modos
de union obtenidos in silico con informacién estructural experimental. Al comparar las poses
de GABA en ambas cavidades se observé que, si bien las cadenas laterales se superponen
casi completamente, GABA posee un pequeno cambio en su orientacién (RMSD O,8A) que
modifica ciertos contactos. Esto indica que el ligando no se une de una tnica forma a las
distintas cavidades. En ambos casos GABA mantiene interacciones hidrofobicas con a; Phe65,
B2 Tyr157 y B2 Tyr205 (al igual que en el modo de unién predicho in silico) y un puente salino
con ayArg67. Sin embargo, en uno de los dos casos mantiene un puente de hidrégeno con
B2Thr130 (al fondo de la cavidad) y en el otro con 55 Tyr97.

La comparacién entre los modos de unién de GABA en la cavidad G? para la pose
encontrada con AutodockVina, HADDOCK vy la estructura 6DGU mostré que el modo de
unién provisto por HADDOCK se asemeja més al experimental (Figura 4.5). RMSD = 1,3
A vs RMSD = 3,3 A. Asi mismo, el rotdmero de la oy Arg67 presenta diferencias, entre el
complejo experimental y el complejo de HADDOCK. Esta diferencia en la disposicion de la

cadena lateral podria causar el desacople posterior entre la arginina y el ligando.
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Figura 4.5: Comparacién de los modos de unién de GABA segin 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 unién. Si GABA permanece en su sitio de union, 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 aminoacidos 53 Arg207 v a3 Aspl84, pertenecientes a los loop
C y F respectivamente, en presencia y ausencia de GABA. Estos aminoédcidos se encuentran
a una distancia semejante en la estructura PDB ID: 6D6U (~ 7,7 A), lo que refuerza la

evidencia a favor del acercamiento del loop F.
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Distancia entre Asp184 y Arg207
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Figura 4.6: Distancia entre SoArg207 y a1 Aspl84 para los dos sitios de unién ortostéricos a lo largo de la
simulacién de DM. Cuando el ligando se encuentra en el sitio de unién (celeste) se produce un acercamiento
del loop F hacia la cara principal del sitio.

La red de interacciones entre S Arg207, 5,Glulb3 y f2Glulbb parece independiente de la
presencia de GABA (Figura 4.7). En la estructura experimental se observan también puentes

de hidrégeno entre estos residuos.
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Figura 4.7: La cercania entre los grupos cargados de los residuos f2Arg207, f2Glul53 y S2Glulbb es un
indicador de una posible interaccién del tipo puente salino.
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Muscimol

Mediante HADDOCK se encontré un tinico modo de unién para muscimol, representando
el 98,5% de las estructuras refinadas. En este caso, la configuracién revela dos puentes de
hidrégeno: entre el grupo cetona y «a;Arg67, y entre la amina protonada y el esqueleto
de [5Ser156. Dos puentes salinos se forman entre la amina protonada y los aminoacidos
B2Glulbb y S5 Tyr97. Es factible también que se establezca una interaccién cation-m con
BaTyr97 y m-stacking con SPhe200 (Figura 4.8).

El modelo de unién obtenido mediante ADV, muestra puentes salinos con «;Arg67,
BoGlulbs y [ Tyr97; interacciones hidrofobicas con a3 Phebb y m-stacking con SPhe200.
Existe evidencia experimental de que estos residuos interactian con el ligando (Tablas A.1y
A.2). Las configuraciones de los modelos anteriores [1,56] coinciden en la ubicacién entre los
residuos a3 Arg67 y 82Glulbs, aunque no se ajustan completamente a la posiciéon propuesta

aqui.

-~ he200 QA Arg 67,

.l!/

Figura 4.8: Estructura del complejo receptor GABA s muscimol obtenida con HADDOCK.
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Finalmente, la dinamica molecular realizada a partir de la estructura obtenida con
HADDOCK, mostré interacciones del tipo puentes de hidrégeno con a;Argl20, a;Thr130,
B2Glulbs y B2 Thr202 (ocupancias de 1%, 61 %, 0,4 % y 53 %, respectivamente), ademas -
stacking con a;Phe6b y B2 Tyr205. Asi mismo, a lo largo de la simulacién muscimol estable-
ci6 interacciones del tipo puente salino con a;Arg67 (ocupancia 1 %) y puente de hidrégeno

con By Tyr97, 52Serl56 y B2Ser201 (ocupancias de 13 %, 3 % y 24 %, respectivamente). Tam-
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bién se observaron interacciones hidrofébicas con S5Phe200.

Figura 4.9: Estructura representativa de la unién del ligando muscimol durante la dindmica molecular. La
estructura se obtuvo de la clusterizacién de la simulacién de produccién.

Bicuculina

Establecer los posibles modos de unién del ligando bicuculina resulté dificultoso por
dos razones: la escasa informacion 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 unién obtenido mediante ADV, el residuo a;Phe65, hipotéticamen-
te importante, se ubicé paralelo al anillo benzénico de bicuculline en un plano 3,6 A por
debajo del ligando interactuando, posiblemente, mediante m-stacking tal como se ha predi-
cho experimentalmente. El ligando interactua con los residuos 5> Tyr97, BsLeu99, B Tyrl57,
B2Phe200, 5, Thr202, £ Tyr205, B2 Arg207, ayArgb7, aileull8 y «a;Vall81. Sander y cola-
boradores [56], mostraron una posicién que no esté en concordancia con nuestros resultados,

pero no presentaron informacion experimental que valide dicha hipdtesis.
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Figura 4.10: Modo de unién de Bicuculina hallado con ADV.

Bicuculina exploré distintas posiciones y orientaciones a lo largo de la simulacionde DM,
tal como se revela en su RMSD (Fig. 4.2). En algunas de ellas se encuentra parcialmente
fuera de la cavidad de unién. Presenté tinicamente interacciones hidrofébicas con aqPhe46
y «1Vall81, y un puente salino con a3 Argl73. La simulacién de DM puso de manifiesto que
la pose encontrada inicialmente no es estable, al menos para la disposicion de las cadenas

laterales correspondiente a un estado con agonista unido.

Figura 4.11: Configuracion representativa de la dinamica molecular de bicuculina.

Gabazine

Gabazine, el otro antagonista analizado, es mas pequeno y esto permitié que se encon-

traran modos de unién factibles por medio del empleo de ambos programas de docking
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molecular.

Mediante HADDOCK se encontraron modos de unién clasificados en 10 conjuntos que
contenian el 68 % de los complejos obtenidos. En el complejo més favorable, si bien el ligando
interactia con a;Arg67 mediante un puente salino y estd a una distancia de contacto de
B2Arg207, como se ha establecido experimentalmente, la supuesta interaccién con aqAsp63
no esta presente. Gabazine establece interacciones hidrofobicas con a1Phe65 y [oLeu99, n-
stacking con BoPhe200 y B2 Tyr 205, asi como también puentes de hidrégeno con (55 Thr202
y B2 Tyrlh7.

Curiosamente, ambos antagonistas mantuvieron contactos con residuos de la regién de la
lamina (31: a3 Phed6, a;Vald7 y a1 Thrd8 que no han sido explorados atin mediante métodos

experimentales.

S
= - S \
Arg2 u;r \ \\\

ﬁ Tyr157
Tyr97 Vs

\ Leu99’
/

Th r48 \

Figura 4.12: Mejor modo de unién para el complejo formado por gabazine y el receptor GABA o. Este fue
obtenido mediante HADDOCK.

Debido a que la estructura obtenida mediante HADDOCK posee mejores indices de
precision v sensibilidad se realizdé una simulacion de DM con dicha configuracion inicial.
Durante la simulacién el ligando explord distintas posiciones e interacciones con el receptor,
ubicdndose en mayor medida en una posicién superior a la inicial, por encima del loop C
(Figura 4.13). En concordancia con el modo de unién de la estricnina en el GlyR (PDB ID:
5CFEFB) [40], gabazine se posiciond en el extremo superior del sitio de unién. El loop C se abrid,

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 simulacién
y que no logré acomodarse en un modo correlacionable con los datos experimentales, no fue

posible proponer un modo de unién para este ligando.

Figura 4.13: Configuracién representativa de la dindmica molecular. El ligando esta en la parte superior
del sitio de union.

4.3.2. Sitio de unién de las benzodiazepinas

En general, las benzodiazepinas clasicas (Figura 4.14.a) comparten una gran similitud
en sus propiedades estereoquimicas, 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 cercanias de los residuos 12 Ala79 y a3 His102. De hecho, el actual modelo
de farmacéforo! [259] sugiere que el 7-sustituyente de las benzodiazepinas cldsicas deberia
estar localizado entre los residuos a; Val203, a1 Val212 y a;Tyr210 del loop C, y a;His102
del loop A [260].

LE] farmacéforo es una abstraccién que contempla aquellos aspectos estéricos y electrénicos comunes a un
grupo de compuestos, responsables de establecer interacciones supramoleculares con estructuras biolégicas
especificas. Se definen a través de descriptores farmacoféricos: puentes de hidrégeno, sitios de interaccién
electrostatica e hidrofébica, definidas por dtomos, centros de anillos y puntos virtuales. [258]
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(a) Benzodiazepinas Clasicas (b) Imidazo-Benzodiazepinas

Figura 4.14: Numeracién de los 4tomos de las BDZs e i-BDZs de acuerdo con ITUPAC [261].

Por otro lado, las i-BDZs (Figura 4.14.b) son muy similares entre si, pero el coeficiente
de Tanimoto es my pequeno respecto de las BDZs clasicas, lo que confirma que existen
diferencias a nivel estructural, funcional y en su modo de unién. 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 geometrias.

Las benzodiazepinas cléasicas y las i-BDZs, existen en dos conformaciones energéticamente
favorables: M y P (Figura 4.15). Se ha concluido que la conformacién M es la que posee mayor

afinidad al receptor GABA, [266].

Conformacion M Conformacién P
Figura 4.15: Conformacién M y P para flurazepam. Estas se distinguen a partir del angulo diedro de los

atomos C2-C3-N4-C5: la conformacién M posee un dngulo diedro negativo, mientras que el de la conformacién
P es positivo.
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Diazepam 0.232 0.19
Clonazepam 0.225 0.192
Flunitrazepam 0.22 0.162
Flurazepam 0.225 0.215
Ro 15-4513 0.174 0.171 0.168
Flumazenil 0.172 0.172 0.196 0.194
Zolpidem 0.233 0.225 0.221 0.225 0.274 0.277
Eszopiclona 0.19 0.192 0.162 0.215 0.374 0.383 0.224
Diazepam Clonazepam Flunitrazepam  Flurazepam Ro 15-4513 Flumazenil Zolpidem Eszopiclona

Figura 4.16: Indices de Tanimoto calculados para los residuos del sitio de unién de gran afinidad de las
benzodiazepinas.

Se calcularon los indices de precision y sensibilidad para los resultados del docking de
cada ligando (Tabla 4.4). La mejor conformacién, de acuerdo a estos indices, fue simulada
mediante DM y se re-calcularon dichos indices para la estructura representativa de cada

simulacion. La estructura representativa se obtuvo mediante la clusterizacion de la corrida

de produccion.
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Tabla 4.4: Indices de precision 'y sensibilidad de los modos de unién, obtenidos mediante docking molecular
y DM, de ligandos del sitio de unién de las benzodiazepinas. Con * se sefialan las mejores estructuras del

docking.
Ligando Software Precisiéon | Sensibilidad

ADV * 0,81 0,76

Diazepam HADDOCK 0,81 0,81
MD 1,00 0,83

ADV * 0,92 0,65

Clonazepam HADDOCK 0,71 0,59
MD 0,92 0,92

ADV * 0,92 0,80

Flunitrazepam| HADDOCK 0,78 0,43
MD 0,93 0,88

ADV * 0,75 0,75

Flurazepam HADDOCK 0,87 0,81
MD 0,93 0,81

ADV * 0,88 0,94

Ro15-4513 HADDOCK 0,88 0,94
MD 1,00 0,93

ADV 0,88 0,83

Flumazenil HADDOCK™ 09 O
MD 1 0,79 0,73

MD 2 1,00 0,87

ADV 0,87 0,93

Zolpidem HADDOCK* 0,88 0,94
MD 1,00 0,88

ADV * 0,93 0,93

Eszopiclona HADDOCK 0,50 0,77
MD 1,00 0,81

Ambos indices fueron en general mejorados mediante las simulaciones de DM. Los residuos

involucrados en las interacciones putativas obtenidas en los modos de unién con mejores
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indices se encuentran en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5: Residuos del sitio de unién de las benzodiazepinas clasificados segiin su interacciéon con los

ligandos.
. Fal
Ligando Verdaderos Positivos Fa.ls.os a S(.)S
Positivos Negativos
a1Phel00, a1 His102, a3 Asn103, a1 Tyrl60, ot Thr207
Diazepam a1 Val203, a1 Tyr210, a;Val212, v Tyr58, - ! AT9 ’
o Asn60, Yo Phe77 72
a1Phel00, a;His102, a3 Tyrl60, a;Val203,
1 a15er206, a1 Thr207, a;Tyr210, a;Val212, 1
ohazepain o Tyr58, yoPheT7, 72Ala79, yoMet130, 72As060 | cnSerl59
2 Thr142
a1Phel00, a1 His102, a;Serl59, a;Tyrl60,

. Thr207
Flunit a1 Val203, a;Ser205, a1 Tyr210, aqVal212, o ,
Hnbrazepam Yo' Tyrd8, v PheT7, v9Ala79, voMet130, 7245160 YaSer61

Y2 Argl32, v9Thr142
a1Phel00, a1 His102, a;Serl59, a;Tyrl60, 0, Gly201,
Flurazepam a1 Val203, a1Ser205, a1 Thr207, a;Tyr210, Asp192 Ala79
7o Tyr58, 15Asn60, 72Phe77, v2Argl32, T2A5P 72Met13£)
7o Thr142 72
«1Phel00, a1His102, a1 Gly158, aqSerl5h9,
Tyr160, a;Val203, a1Ser205, ay Thr207
Ro15-1543 GLIYIIOY, 1 A1 1 ’ Thr81
© a1 Tyr210, a; Val212, 4o Tyr58, 9PheT7, 72 Thrd
v¥2Met130, v2Thr142
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Resultados generales de la dinamica molecular

La estabilidad de las simulaciones de Dindmica Molecular del receptor en complejo con
los distintos ligandos fue evaluada mediante el cédlculo del RMSD tomando como referencia la
estructura inicial. El célculo fue realizado a partir de los dtomos Ca y realizando un ajuste a
la traslacion y rotacion. Como se puede observar en la Figura 4.17, todos los sistemas excepto
el de eszopiclona y la primera simulacién con diazepam, se mantuvieron estables luego de
los 60 ns aproximadamente y el valor del RMSD nunca super6 los 0,5 nm. Los valores fueron
del mismo orden de magnitud que aquellos obtenidos para la simulaciéon del modelo APO

simulado bajo las mismas condiciones.
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Figura 4.17: Grafico de C,— RMSD para cada una de las simulaciones realizadas para los complejos
formados por el receptor GABA 4 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
unién se calculé el RMSD de los ligandos respecto de las conformaciones iniciales (Fig. 4.18).
Se realizaron ajustes respecto de la traslacién y la rotacion de la proteina. Los resultados
resaltaron la estabilidad de los ligandos en su sitio de unién, una propiedad estrechamente

relacionada con la confiabilidad del modelo de interaccién propuesto [262].
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Los ligandos diazepam y flurazepam presentaron las mayores desviaciones (Figura 4.18),
debido a un cambio drastico inicial en la conformacion, si bien luego se mantuvieron esta-
bles. El mismo anélisis de puede realizar cualitativamente mediante la visualizacién de las
trayectorias. La re-orientacion inicial podria estar relacionada con los valores inferiores de
sensibilidad, en comparacion con los de otros ligandos. A pesar de que se pueden conside-
rar altos, los contactos considerados Falsos Positivos podrian generar fuerzas repulsivas que
conducirian a los movimientos observados.

El resto de los compuestos sufrieron cambios menores en la posicion y orientacién dentro
de la cavidad y los valores de RMSD se podrian correlacionar con pequenos movimientos

debido a la relajacion de las cadenas laterales de los residuos vecinos.
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Figura 4.18: Desviacién cuadratica media de los ligandos respecto de su conformacion inicial a lo largo de
la simulacién de dinamica molecular.

Ademas, con el fin de evaluar cambios conformacionales en los ligandos, se calculé el
RMSD de la posicion de los atomos 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: Desviacién cuadratica media de los ligandos respecto de su conformacion inicial a lo largo de
la simulacién de dindmica molecular, calculado a partir de la superposicién sobre los propios atomos.

Diazepam

Para el docking de diazepam se empled evidencia experimental que indica que el a&tomo
de cloro de este ligando interactia con el residuo a;His102, y que el atomo C3 interactia
con el extremo del loop C a través de a;Thr207 y a;Ser206. Dichas interacciones fueron
incorporadas a la simulacién 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 hidrofébica con-
formada por los residuos a3 Phel00, 75Phe77, a; Tyr160 y o1 Tyr210. Ademas el sustituyente
N-metil (Figura 4.14.1) estd orientado hacia afuera de la cavidad de unién [263] y el carboxilo,
nimero 2 en la figura 4.14.1, estd en contacto con a1S5er206. Diazepam interactia mediante
m-stacking con v Tyrb58 y v,Phe77, e hidrofébicamente con ~,Thr142. Asi mismo, son pre-
servadas las restricciones impuestas: el atomo de cloro apunta hacia a;His102, a;Asn103 y

Y2 Asn60, y el &tomo C3 se ubica en cercanias de los residuos a3 Thr207 y a;Ser206.
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Modelos computacionales publicados anteriormente orientaban al anillo fenil en un plano
paralelo a la membrana y a los anillos arométicos de a;Phel00 y +,Phe77. En contraste,
en nuestro modelo el anillo fenil se orienta en forma paralela a v,Phe77 y a;Tyr160 pero se
dispone perpendicular al anillo de oyPhel00 y a la membrana.

Por otro lado, 75 Arg194 no esta ubicado en el sitio de unién en nuestro modelo. vsMet130,
ubicada en la parte posterior y superior del sitio, no esta en contacto directo con diazepam,

pero si lo estd con residuos que interactian directamente con el ligando como a;Tyr210 y

‘é’. In204 ) / \

a1 Tyr160.

f 7 am/

g & poa ﬁ //
‘\ w  Thr207
“ ’- ‘\/\ ' .4,\ Ser206

Tyr21 p 7 Met130
Val203\ -

’ A hr142 N

| Y @/ / \\
His102 ---///—'(i > 4 ‘\

Phe77 / ,J/s

Figura 4.20: Modo de unién de diazepam obtenido mediante HADDOCK.

Los valores de precision y sensibilidad son altos para el mejor modelo. Ademas, esta
configuraciéon 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 mdas probable. Ellos propusieron que el modo de unién més favorable
contiene al anillo fenil afuera de la cavidad de union, en contraste con la ubicacién de dicho
anillo en el centro de la cavidad hidrofébica en nuestro modelo.

El mejor modo de unién obtenido mediante ADV posee un indice de sensibilidad inferior.
En este caso el ligando esta involucrado en interacciones de tipo hidrofébicas con los residuos
a1 Tyrl60, a3 Thr207, v, Tyrd8 v,Phe77 y v, Thr142.

Se realizaron tres simulaciones de DM que involucran este ligando. En primer lugar, la
simulacién con dos moléculas de GABA (ver seccion 4.3.1), en segundo lugar la pose obtenida

mediante HADDOCK, y por ultimo la pose generada por ADV. En los tres casos diazepam
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se acomodé 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 configuracién obtenida de
la simulacién de la pose de ADV presente mayores indices de precision y sensibilidad.

El modo de unién de diazepam determinado por la clusterizacion de la DM de la estruc-
tura de ADV, no presenta falsos positivos. En cuanto a los falsos negativos, se observé que en
la trayectoria o Thr207 y 1, Ala79 se mantuvieron alejados de ligando; el primero debido a
una apertura de la punta del loop C, el segundo debido a la reorientacién de diazepam en la
cavidad. Diazepam mantuvo interacciones hidrofébicas con ayPhel00, a;Tyr160, aqVal203,
a1 Tyr210, a;Val212, 4 Tyr58 vy 19Phe77, puentes de hidrégeno con aySer205, v5Asn60 y

m-stacking con aqHis102.

Figura 4.21: Los modos de unién de diazepam de acuerdo con las simulaciones de dindmica molecular a
partir de las estructuras obtenidas con HADDOCK (celeste) y ADV (beige). Para realizar la comparacién
se superpusieron las subunidades «;, observando una clara correspondencia en la pose de diazepam. Sin
embargo, es necesario aclarar que la subunidad 72 no queda superpuesta sino que, entre las simulaciones,
hay una rotacién de esta subunidad que imposibilita la superposicién simultanea de las dos subunidades y el
ligando. La rotacién respecto del modelo inicial de la subunidad - se produjo en sentido anti-horario para

la estructura de ADV (y la simulacién 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 tinicamente en la orientacién del anillo cloro-fenil.

Asi mismo, dichos modelos pueden correlacionarse con informacion 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 segin HADDOCK el grupo nitro se
ubica vecino a a1 His102, a1 Val203 y 42 Tyr58, el atomo C3 se encuentra cercano a oy Thr207,
el carbonilo forma un puente de hidrégeno con a;Ser206. El anillo cloro-fenil interactiia con
a1 Tyrl60 y a1 Thr207. Se observan interacciones hidrofébicas con a;Tyrl60, a;Tyr210 y
v Phe77. Por otro lado los residuos «yVal212, a;Lys156 y a;Ser159 rodean al ligando pero
no establecen contactos con éste.

Si bien el mejor modelo de acuerdo a AutoDock Vina es posible, el segundo representa
mas adecuadamente los datos experimentales. El grupo nitro forma un puente de hidrégeno
con a1His102 y ~,Tyr58, mientras que «;Tyr210 forma dicho enlace con el NH del anillo
benzodiazepinico. El anillo cloro-fenil se ubica cercano a 7, Tyr58 y forma una interaccion
del tipo m-stacking con ,Phe77. El extremo del loop C interactiia con el ligando a través
de distintos puntos, en particular, mediante un puente de hidréogeno con «;Ser206. Presenta
interacciones del tipo hidrofébicas con los residuos a;Phel00, 75 Aspb6, v, Ala79, voMet130,
voLeuld0 y 4 Thr142. Por el contrario, a;Val203 y a1Val212 bordean la cavidad de unién

pero no contactan directamente al ligando.

N

v
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~ Thr207 |

‘ “/" 55 ser206
¥

%/Ser205
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Figura 4.22: Modo de unién de clonazepam obtenido mediante el docking realizado con ADV.

La pose de clonazepam mejoré considerablemente a lo largo de la trayectoria de DM.
A partir de la estructura representativa se observd que mantiene interacciones hidroféobi-
cas con a;Phel00, a;Tyrl60, a;Val203, a;Ser206 a;Tyr210, a;Val212, vTyr58, v,Phe77,
Yo Ala79,; 9 Met130 v 15 Asp192; que establece puentes de hidrégeno con a Tyr160, a; Thr207,
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a1 Tyr210 y 42 Thrl142; e interactiia mediante 7-stacking con a;His102. El modo de unién de
clonazepam obtenido de la DM exhibe un falso positivo debido a que 3, Asn60 estda a una
distancia de contacto del ligando pero no establece ninguna interaccién natural con él. Por
el contrario, o Ser159 constituye un falso negativo ya que en analogia con la unién de fluni-

trazepam, deberia interactuar con el ligando pero no lo hace.

Figura 4.23: Durante de la simulacién de DM del complejo obtenido con ADV clonazepam adopté distintas
conformaciones permitiendo a los contactos mejorar considerablemente. La orientacién de clonazepam se
asemeja a la hipotetizada para las BDZs clésicas: el anillo principal yace en un plano paralelo a la membrana,
el sustituyente 7, cercano a a1His102, apunta hacia afuera de la cavidad y el anillo fenil se ubica dentro de
la denominada caja hidrofébica.

Flunitrazepam

El docking de flunitrazepam con HADDOCK produjo 13 grupos representando el 83,0 %
de los modelos refinados. Sin embargo, los mejores modelos mostraron indices de precision
y sensibilidad bajos. El complejo de mejor puntaje presenta unas pocas interacciones con
a1 Lys156, aVal203, a3 His102 y v, Tyr58.

En el segundo mejor resultado, de acuerdo con AutodockVina, flunitrazepam se orienta
de manera tal que su grupo nitro realiza un puente de hidrégeno con a;His102, y se encuentra
a una distancia considerada de contacto de ¥, Tyr58 y 7,Phe77. El anillo fenil interactia con
Yo Tyrb8 y residuos del extremo del loop C. El anillo benzodiazepinico esta en contacto con
voMet130, 72Ala79 y 12 Thr142. Ademas, voLeuld0 y v» Asph6 rodean al sitio junto con los
residuos a1 Phel00, a1 Tyr210 y a1 Tyr160.

Por comparacion con diazepam, el anillo fluoro-fenil deberia estar localizado dentro de la
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cavidad hidrofébica en la region posterior del sitio de unién. Esta diferencia podria deberse a
que la quimica del grupo difiere por la presencia del fluor y, por lo tanto, alteria la forma en la
que se une. Asi mismo, podria ser una forma alternativa de unién para las benzodiazepinas
clasicas, ya que esta orientacion del ligando dentro de la cavidad se correlaciona con la

orientacién obtenida por Richter y colaboradores [266] para diazepam.

Figura 4.24: Modo de unién de flunitrazepam obtenido mediante ADV.

Se empled el complejo obtenido mediante ADV para realizar una simulacion de DM. La
trayectoria fue clusterizada, y se encontré que la configuracién representativa estd caracte-
rizada por la interaccién de flunitrazepam, mediante puentes de hidrégeno, con a;His102,
Yo Arg132 y 75 Thr142, y mediante interacciones hidrofébicas con a; Phe200, a;Ser159, ai; Tyr160,
a1 Val203, a;35er205, oy Tyr210, oy Val212, 45 Tyr58, 19Phe77 y 12Met130 (Figura 4.25). De-
bido a la apertura del extremo del loop C, el ligando no interactia con c«; Thr207. Asi mismo,

Y2 Asn60 y 2 Ser61 pertenecen al sitio de unién, aunque se encuentran a una distancia mayor
a la de contacto. Durante la simulacion las cadenas laterales de los residuos circundantes
se acomodaron en la cavidad, mientras que el ligando mantuvo su posicion y orientacion; el

resultado es una sutil mejora de ambos indices.
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Figura 4.25: Modo de unién de flunitrazepam luego de la clusterizacion de la simulaciéon de DM.

Flurazepam

A pesar de la escasez de datos experimentales sobre el modo de unién 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
mas numeroso se destacé de los deméas por la cantidad de estructuras y el bajo puntaje
energético. La estructura representativa orienta al atomo de flior hacia el interior de la
cavidad y se encuentra cercano a «;His102 y 7, Tyr58, mientras que el dtomo de cloro se
ubica préximo a a;Phel00. El grupo dietilamino-etil estd en contacto con v,Phe77 y se
orienta hacia v, Asp56, v2Ala79 y ~,Thr142. El anillo benzodiazepinico esta orientado de
manera tal que el grupo carbonilo apunta hacia la subunidad s, particularmente hacia
Yo Tyrb8.

Por otro lado, el mejor modelo obtenido con AutoDock Vina presenta una orientacién
similar a la adoptada por el bromoflurazepam al interactuar con el receptor procariético
ELIC en una de sus estructuras cristalogréficas (PDB ID: 4A98) [267]. Si bien los indices de
precision y sensibilidad calculados fueron levemente inferiores, se selecciond este modo de

unién para continuar el andlisis.
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Figura 4.26: Modo de unién de flurazepam obtenido con ADV.

El modo de unién de flurazepam obtenido mediante DM, a partir la clusterizacion de
la simulacién, muestra al ligando estableciendo interacciones hidrofébicas con a;Phel00,
a15erl59; o Tyl60, a;Val203, a1Ser205, 15 Tyrb8, 75Asn60 15Phe77, 19 Thrl42 y v5Asp192,
puentes de hidrégeno con a1 Ty160 y wstacking con aqHis102. Adicionalmente, se sabe que
la 15 Argl32 al ser mutada por una cisteina reduce la afinidad de unién de este ligando. Este
residuo se encuentra en el rango de contacto sin participar en una interaccién particular. Por

otro lado, a1 Gly201, 1,Ala79 y v2Met130 aparecen lejanos respecto del ligando.

Figura 4.27: Modo de unién de flurazepam luego de la clusterizacion de la simulacién de DM.
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Ro15-4513

Ro15-4513 es una i-BZD que actiia como modulador alostérico negativo mediante la
inhibicion de la accién del neutrotransmisor GABA. Las simulaciones de docking molecular
dieron como mejores resultados dos poses con iguales puntajes de precision y sensibilidad
que difieren entre si por una rotacion de 180° 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 12 Ala79, el grupo azido apuntando hacia a;His102, a;Val203, «1Val212, a;Gly158
del loop B y a;Tyr210. Se ha observado in wvitro que este residuo interactia directamente
con el ligando [268].

Debido a que los puntajes eran iguales, se procedié a la simulacién de DM de los dos
sistemas. El modelo que posee el anillo imidazo apuntando hacia adentro de la cavidad
mostré una mejora en la precision y la sensibilidad y se estabilizé en una configuracion
con el loop C en una conformacion ligeramente mas abierta. Por otro lado, el modelo de
HADDOCK present6 una disminucion en los indices y por lo tanto fue descartada.

Los resultados obtenidos en la DM son consistentes con modelos previos, ya que predicen
una orientaciéon del anillo imidazo hacia el interior de la cavidad, dejando los atomos 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 unién es también consistente

con el encontrado para flumazenil en la estructura experimental PDB ID: 6D6U.
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Figura 4.28: Modo de unién de Ro15-4513.
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El modo de unién extraido de la clusterizacion de la DM (Figura 4.29) presenta inter-
acciones hidrofébicas entre el ligando y a; Phel00, ayHis102, o Gly158, a1 Ser159, a; Tyr160,
a1 Val203, a;Ser205, a3 Thr207, a; Tyr210, a; Val212, 45 Tyr58, v9Ala79, voMet132 y 4o Thr142,

y un puente salino con v, Arg97, sobre el cual no hay informacion experimental.

Figura 4.29: El modo de unién del modulador negativo Ro15-4513 obtenido de la DM.

Con el objetivo de evaluar la influencia del rotamero de la «;His102, que difiere del
observado en la estructura experimental y del hallado en modos de unién de diazepam y
flurazepam, se realizé el docking de este ligando en el receptor PDB ID: 6D6U. No se encon-
traron diferencias apreciables en el modo de unién (Figura 4.30), por lo tanto la orientacién

del a1His102 no seria determinante para la unién de ro15-4513.
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Figura 4.30: Comparacién de los mejores modos de unién, calculados con ADV, de ro15-4513 y el receptor
GABAA ;827 modelado (celeste) y experimental (beige).

Flumazenil

Las mejores poses obtenidas para flumazenil con ambos programas mostraron una orien-
tacion del ligando tal que el sustituyente 3’ del anillo imidazol se halla cercano al aminoacido
Y9 AlaT9, el sustituyente 7 apunta hacia a;His102, a;Val203, a;Val212 y a;Gly158 del loop
B y el anillo imidazo esta orientado hacia afuera de la cavidad. Todo de acuerdo con la
informacién experimental [259,268-270] (ver Tablas A.3 y A.4).

Sin embargo, al realizar la simulacién de dindmica molecular del complejo, los indices
decrecieron, indicando un deterioro de las interacciones. Al comparar la configuracion inicial
con la obtenida para rol5-4513 se observo que la tnica diferencia es una rotacion de 180°
respecto de su eje principal: en un caso el anillo imidazo apuntaba hacia el interior de la
cavidad (estos complejos resultaron ser mas estables), en el otro apuntan hacia el exterior
(tal es el caso de la conformacién obtenida mediante HADDOCK, que es inestable en las

simulaciones de DM).
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Figura 4.31: Modo de unién de flumazenil obtenido con HADDOCK. Este fue seleccionado inicialmente
para realizar las simulaciones de DM.

En consecuencia, se seleccion6 el modo de menor energia de ADV que presentara dicha
orientacién. Esta configuracion presenta interacciones hidrofébicas con a3 Phel00, aqHis102,
a1 Tyr160, a;Val203, a;Val212 v Tyrb8, 7,Phe77, v2Ala79, v9Met130, 75 Thrl42 y puentes
hidrégeno con a;Ser159 y a1 Ser205. En este caso los indices de precision y sensibilidad fueron
similares a los obtenidos para las otras poses (Tabla 4.5). Se simulé mediante dindmica
molecular dicha estructura demostrando ser mas estable. A partir de la clusterizacion se
obtuvo el complejo representativo, el cual se encuentra caracterizado por las interacciones
de tipo hidrofébico entre el ligando y a1Phel00, a;Ser159, a;Tyrl60, a;Val203, a;Val212,
a1 Tyr210, v Tyr58, v2Phe77, 15Ala79 y 4, Thr142, y puentes de hidrégeno con «;Ser205 y
a1 Thr207. No se contabiliz6 al residuo y,Ser61 como falso negativo, dado que no hay forma
en la cual el ligando pueda interactuar simultaneamente con este residuo y con, por ejemplo,
Y2 Ala79 o a1 Tyr160.

Este modo de unién fue corroborado finalmente con la reciente publicacion de la estruc-
tura del receptor ay 3272, en la cual se observa al ligando en una pose similar a la obtenida

mediante docking (Figura 4.32a).
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Figura 4.32: Comparacién del complejo receptor-flumazenil experimental (PDB ID: 6D6U) y los obtenidos
in silico. a. Modelo de interaccién extraido de la DM del mejor complejo segiin ADV; b. Modelo de interacciéon
obtenido con ADV previa modificaciéon del rotamero de a;His102.

Mediante la comparacién con la estructura experimental se detecté que la conformacion
de flumazenil utilizada corresponde a la conformacién tipo P, mientras que la observada en
PDB ID: 6D6U es tipo M (Figura 4.15). Ante este resultado, se realizé un estudio de docking
con ADV con la estructura de flumazenil experimental y el receptor modelado, introduciendo
un unico cambio en éste: el rotamero de la a; His102, que tanto en el receptor experimental,
como en otros modos de unién hallados (diazepam y flurazepam), es distinto al propuesto
por el modelo. Este docking resulté en un complejo muy similar al experimental; el RMSD,
calculado a partir de la superposicion de las subunidades a;, para las dos poses de flumazenil
fue de 1,6 A, 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 aqui se pudo concluir en primer
lugar que realizar las simulaciones de docking con la estructura en el estado M mejora los
contactos, esto estd en concordancia con estudios que proponen que esta conformacion es la
de mayor afinidad [266]. Si bien los residuos con los que interactia son los mismos, difieren
en el tipo de interacciones que son fuertemente dependientes de la conformacion de las
cadenas laterales. Por otro lado, se observaron discrepancias entre los datos provenientes de
otras técnicas experimentales (Photoaffinity-labelling, SCAM, mutaciones, etc.) en relacién

a la estructura obtenida por criomicroscopia electronica. Esto se debe a que los residuos
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propuestos experimentalmente no necesariamente interactian con el ligando, sino que pueden
ser parte importante del sitio de unién o del camino de activacién por su interacciéon con
otros aminoacidos; o bien su mutacién puede generar impedimentos estéricos para la unién del
ligando. Independientemente de la causa de su importancia para la accién de flumazenil, de
la larga lista de aminoacidos propuestos como interactiantes, no todos lo son en la estructura
experimental. Finalmente, es necesario hacer la salvedad de que la estructura experimental
posee una resolucién baja (~3,9 A), por lo tanto, el detalle de las interacciones debe tomarse

como una guia pero no como un dato exacto.

Tabla 4.7: Residuos involucrados en la interaccién con flumazenil para tres complejos: el obtenido a partir
de la dindmica molecular del docking inicial con ADV (Modelo DM), el proveniente del docking de la
conformaciéon M con ADV (Modelo Vina) y el de la estructura PDB ID: 6D6U (Experimental).

Interacciones Modelo DM Modelo ADV Experimental
a1Phel00, o His102, | «;Phel00, a;His102,
Zlihigg’ gl\sfzggg a1 Val203, a;Ser205, | a,Tyrl60, a,Val203,
Hidrofébicas 041\/21,1212 ’ ole r210, a15er206, o Thr207, a15er205, a1 Thr207,
e 1P}y1e77 "1y Tyr210, g Val212, | aiTyr210, a;Val212,
2 Aiﬁg’ WThﬂ s v Tyr58, 75PheT7, 7 Tyr58, 15 Alato,
7 » 72 Yo Ala79 voMet130, 7, Thr142
Puentes de a15er205, v Tyrb8,
Hidrégeno a15er205, o Thr207 ~y Thr142 a15er206
m-stacking - - Yo Phe77
Zolpidem

Los estudios de docking dieron como resultado conformaciones muy similares con indices
de sensibilidad y precision comparables (Tabla 4.5). La mayoria de las interacciones obser-
vadas fueron del tipo hidrofébicas, lo cual haria que la unién de este ligando se vea mas
afectada por el tamano y forma de la cavidad que por la interaccién con un aminodacido
particular [106].

La mejor configuracién se pudo relacionar con estudios computacionales previos realizados
a partir de un modelo diferente [54] y con el modelo del farmacéforo [259]. Sin embargo, en
la pose propuesta, no hay interaccion directa entre el ligando y el loop F a diferencia de lo

propuesto en la literatura. Se observan interacciones de tipo hidrofébicas con los residuos
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a1Phel00, ayHis102, a3 Gly158, a;Ser159 a1 Tyrl60, o Val203, aq Val212, v5Asp56, 7 Tyrd8,

Yo Ala79,; 7oMet130 y v, Thrl142, m-stacking con oy Tyr210 y 7,Phe77, y puentes de hidrégeno
con ay5er206, a; Thr207 y aq Tyr210.

1) 2 4 |

30

\lfl.f -‘\_'./.__)_ pse / \‘

’ B Aia7o
l /\ /

“' Fhis102
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Figura 4.33: Modo de unién de zolpidem obtenido a partir de HADDOCK.

|

El ligando se mantuvo estable a lo largo de la simulacién de DM y conservd su orienta-
cién a lo largo de la misma (Figura 4.34). En la simulacién el ligando interactué mediante
contactos hidrofébicos con a1Phel00, ayHis102, a;Gly158, a;Ser159, a;Val203, a1 Tyr210
a1 Val212, v Tyrb8, 19Ala79 y 7o Thrl42, w-stacking con ¥ Phe77, y puentes de hidrégeno
con a1Tyrl60, a;Ser205 y aqThr207.

W
‘e ) ’
S /
/ P ‘/ \
\. §
)’L \ \
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 unién de eszopiclona (Figura 5.1) posee altos indices de precision y
sensibilidad (Tabla 4.5). Asi mismo estd de acuerdo con el modelo propuesto en el farmacé6foro
[259] y la orientacién es similar a aquella adoptada por su enantiémero R-zopiclona unido al
receptor procariético ELIC [267] (PDB ID: 4A97). Dichos ligandos comparten interacciones
comunes con residuos aromaticos conservados, si bien la disposicién espacial de las cadenas
laterales no esta exactamente preservada. El atomo de cloruro esté orientado hacia la parte
posterior de la cavidad, entre o Tyr160 y a Tyr210, y el grupo metil-piperazina se encuentra
cercano a «1His102 y a;Phel00, mientras que el anillo piridina interactia con v,Phe77 y
a1 Thr207. El anillo pirrol-pirazina se ubica debajo del extremo del loop C y sobre 7, Tyr58.
El carbonilo libre interactia con ~»Tyrb8 a través de un puente de hidréogeno. Un modo

similar al propuesto por Hanson et. al. [106] se encontré con ADV con el mismo puntaje.

S
/ > Thr207 ol
X D= er206

o4 ~
IES

/

ﬁ ‘9\'
A
%

Figura 4.35: Modo de unién de eszopiclona obtenido a partir del docking con ADV.

Eszopiclona se mantuvo unida a lo largo de la simulacién de DM, explorando otras con-
formaciones ligeramente distintas. Al igual que para otros de los sistemas, la DM aumento el
indice de precision; sin embargo, el indice de sensibilidad disminuyé. En esta pose establece
puentes de hidrégeno con a;Tyr160 y a;Ser205, e interacciones hidrofébicas con a1Phel00,
a1His102, a1 Gly158, aySer159, o Val203, a3 Tyr210 a1 Val212, 45 Tyr58, v9Phe77, 15Ala79 v
72 Thr142 (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. Calculo de la energia libre de unién

Se realizaron simulaciones empleando el método ABF para diazepam, zolpidem y fluma-
zenil en complejo con el receptor GABA A a1 5272. Se eligieron estos tres complejos ya que se
conoce el valor experimental de la energia libre de unién. Para los dos primeros ligandos se
emplearon como configuraciones iniciales los mejores complejos obtenidos mediante docking
molecular. Flumazenil, en cambio, se simulé en dos complejos: el obtenido a partir del doc-
king con ADV de flumazenil en su conformacién M y el complejo experimental (PDB ID:
6D6U).

Las simulaciones mediante ABF permitieron la evaluacién de la energia libre de inter-
accion entre el ligando y el receptor. De cada simulacién se obtuvo informacién sobre la
trayectoria, las muestras tomadas en cada punto, el valor del gradiente de la energia libre y
el potencial de fuerza media. El gradiente de energia libre es, en este contexto, la fuerza en
funcion de la coordenada de reaccién, la cual se integra para obtener los perfiles de energia

de unién (Figura 4.37).
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ABF - Complejo con diazepam
T | T | T | T T

! I

Energia Libre [kcal/mol]
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— Gradiente de Energia Libre
i — Energia Libre |
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Distancia [A]

Figura 4.37: En el cilculo mediante el método ABF, el programa devuelve como resultado la fuerza media
(lineas negras). Estos valores son integrados para obtener el potencial de fuerza media que equivale, en este
contexto, a la energfa libre (lineas rojas). Como ejemplo se muestra el resultado para 20 ns del complejo
receptor-diazepam.

El tiempo de simulacién 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 dependié principalmente de alcanzar distancias para las cuales
la energia de interaccién 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.

131



Figura 4.38: a. Configuracién inicial del receptor en complejo con diazepam. b. Conformacién obtenida de
la simulacién de la ventana que representa la distancia entre moléculas variando entre 38 y 40A

A partir del perfil de energia libre, se pudo obtener la energia libre de unién calculando la
diferencia entre el minimo y el valor para el cual el ligando ya no interactia con la proteina.

En la tabla 4.8 se comparan los valores obtenidos para la energia libre de interacciéon a partir

de este método y los valores encontrados en la bibliografia.

Tabla 4.8: Energia libre de interaccién para los ligandos estudiados.

Ligando | AGexp [kcal/mol] | AGagr [keal/mol]
Diazepam 11,0 + 1,0 64+ 18
Zolpidem 0.9 + 04 3.1+ 04
Flumazenil | -11,8 + 0,2 92+161
11,3 +0,6°

T a partir del docking con ADV en la conformacién M
1 estructura experimental.

La energia libre de unién de diazepam calculada in silico es AGpr = -6,4 + 1,8 kcal /mol
(Fig. 4.39). Este valor difiere notablemente de los obtenidos experimentalmente que son
cercanos a AGeyp ~-11 keal/mol [271,272]. Como se puede observar del perfil de energfa
libre, existen otros minimos locales en el camino de salida del ligando. El minimo corresponde

a una distancia entre los centros de masa de las moléculas D = 10,05 + 0,10 A.
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ABF - Complejo receptor GABA , y Diazepam
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Figura 4.39: Arriba: comparacién de los perfiles de energia libre para los distintos tiempos simulados. Abajo:
grafico de muestreo a lo largo de las simulaciones de ABF. El muestreo debe ser uniforme y suficientemente
grande para poder asumir que, en este limite, la energia libre es igual al potencial de fuerza media calculado.

En cuanto a zolpidem, se simularon también 20 ns para cada ventana, obteniendo una
energia libre de AGapr = -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 indices de precision y sensibilidad, la misma no refleja completamente una
situacion real. Los métodos de cédlculo de la energia libre mediante muestreo avanzado son
muy sensibles a la configuracion inicial de los complejos, a la parametrizacién del ligando y
al estado de protonaciéon de los resiudos.

El minimo corresponde a una distancia entre los centros de masa de D = 11,45 4+ 0,10 A.
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AFB - Complejo receptor GABA , y Zolpidem
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Figura 4.40: Arriba: perfiles de energia libre para el complejo formado por el receptor y zolpidem. Abajo:
muestreo realizado en cada una de las simulaciones.

Se simulé el complejo de flumazenil (conformaciéon M) con el receptor encontrado me-
diante ADV. El valor obtenido para la energia libre de union fue de AGagr = -9,2 + 1,6
kcal/mol (Figura 4.41). Este resultado se acercé al valor experimental propuesto, indican-
do una mejora sustancial en la conformacion de partida respecto de los otros ligandos. La

distancia en la cual se obtiene un minimo energético es D = 8,25 + 0,10 A.
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ABF - Complejo receptor GABA , y Flumazenil
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Figura 4.41: Arriba: perfiles de energia libre para el complejo formado por el receptor y flumazenil. Abajo:
muestreo realizado en cada una de las simulaciones.

Por 1ltimo, se comprobé el método mediante el calculo de la energia libre de unién del
complejo flumazenil-receptor obtenido mediante criomicroscopia electronica. En este caso la
estimacién fue muy buena: AGxpr = -11,3 £ 0,6 kcal/mol (Figura 4.42), con minimo en D

= 7,65+ 0,10 A.
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ABF - Complejo receptor GABA , y Flumazenil
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Figura 4.42: Arriba: perfiles de energia libre para el complejo formado por el receptor y flumazenil. Abajo:
muestreo realizado en cada una de las simulaciones.

La energia libre de unién fue estimada para los complejos elegidos, encontrando distintos
grados de concordancia con los datos experimentales. Este método es altamente dependiente
de la conformacién y orientacion inicial, asi como también de la coordenada de reaccién
elegida. El valor predicho para flumazenil estd de acuerdo en ambos casos, con los datos
experimentales, mostrando que el protocolo y la variable colectiva elegida son adecuados para
el problema en cuestion. Las discrepancias observadas para los otros ligandos se explican por
una configuracion inicial que no es la adecuada, producto de las incertezas asociadas al modo

de union obtenido mediante docking en un modelo por homologia.

4.4. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo, se propone que el modelo
presentado reproduce correctamente los sitios de union. Mediante Docking Molecular fue
posible hallar modos de unién para compuestos farmacolégicamente relevantes que se unen a

las cavidades de las benzodiazepinas y ortostéricas. Los modos obtenidos mediante docking

136



molecular fueron contrastados con datos experimentales y sometidos a un analisis dindmico
mediante simulaciones de dinamica molecular. Se encontré para cada ligando, al menos una
configuraciéon que puede relacionarse con la informacion experimental disponible. Por lo
tanto, se concluye que este modelo puede ser empleado en estudios futuros que se enfoquen

en estos sitios de union.

Sitio de union ortostérico

Los resultados de las simulaciones de docking molecular fueron similares en el caso de
los agonistas. Ambos programas presentaron modos de unién con indices altos de precision
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 interactiian
con B Tyr97, BoGlulbd y ayArg67. Estos residuos han sido predichos como los principales
puntos de union de los agonistas. También se destaca la presencia de B5Ser156, 55Phe200,
B2 Thr202 y ayPhe65.

En cuanto al modo de union de GABA, se destacé la participacién de la S Arg207, que
establece interacciones tanto con $5Glulb53 y S2Glulb5, como con el loop F de las subunidad
a1. Un estudio del acercamiento de el loop F a la cara principal del sitio de unién a través
de B2Arg207 v a3 Aspl84 podria dar indicios sobre un mecanismo de transmisién de la senal
de unién de agonistas. Por su parte, se concluye en este trabajo que si bien el aminoécido
a1Arg67 no es fundamental para la estabilidad del ligando, lo cual no implica que no sea
fundamental desde una perspectiva funcional, una modificacion de su rotamero causa el
desacople de GABA.

Sin embargo, no fue posible proponer un modo de unién estable para los antagonistas,
bicuculina y gabazine, si bien las poses del docking fueron concordantes con la informacion
experimental . La causa radicaria en su mayor tamano (respecto de GABA y muscimol) y
a que el receptor fue modelado a partir de una estructura con un agonista pequeno 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 a;Phed46, a;Vald7 y
a1 Thrd8 que no han sido reportados atn en la bibliografia. Seria importante, para una

mejor caracterizacion de la interaccion de estos ligandos, realizar estudios experimentales
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que evalien la influencia de dichos aminoacidos.

A partir del RMSD se observéd que los agonistas se mantuvieron estables en el sitio de
union a lo largo de la simulacién de DM, mientras que los antagonistas exploran diversas
conformaciones y orientaciones dentro del sitio de unién. Esto es compatible con la propuesta
que los modos de unién encontrados para los agonistas son factibles, mientras que para los
antagonistas, por poseer mayor tamano no logran acomodarse en el sitio de union tal como

estd modelado.

Sitio de union de gran afinidad de las benzodiazepinas

La informacién actual sobre la cavidad de las benzodiazepinas permitio, a través de dife-
rentes protocolos de docking molecular, proponer un modo de unién para las benzodiazepinas
clasicas, como diazepam. En las simulaciones de dindmica molecular diazepam modifica su
orientacién inicial y se acomoda de forma semejante en los tres complejos resultantes. Se des-
tacé la interaccién con los aminoacidos a1 Phel00, ay His102, a3 Ser205, o Tyr160, o Tyr210,
Yo Tyrb8, v9Asn60 y 1,Phe77, todos ellos propuestos por estudios experimentales previos.
De las simulaciones de dindmica molecular se destacd también la rotacion diferenciada de la
subunidad 7, en uno de los casos, movimiento que podria estar relacionado con el mecanismo
de senalizacion del ligando.

En cuanto al resto de las benzodiazepinas clasicas, la pose de flurazepam, si bien es muy
movil a lo largo de la simulacion de DM, resulta similar a la adoptada por el bromoflurazepam
en la estructura cristalografica 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 clasicas por ubicar el anillo
fenil en el exterior de la cavidad, probd que es posible un modo de unién alternativo. Este
ha sido propuesto en el pasado en estudios in silico [266].

Los modos de unién para las i-BZDs también pudieron ser hallados, mostrando que,
en el modelo, esta cavidad es capaz de unir no sélo moduladores positivos, sino también
antagonistas y moduladores alostéricos negativos. Ademas, resulta destacable que mediante
la comparacién de los modos de unién propuestos para ambos ligandos y a partir del analisis

de estabilidad de las DM, se pudo predecir correctamente la orientacién correcta de flumazenil
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en el sitio de union. Esta pose fue luego corroborada con la estructura del receptor PDB ID:
6D6U. Las simulaciones de los complejos con ro15-4513 muestran que el aminodcido vy, Arg97
forma una interaccién 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 unién que estén de
acuerdo con modelos previos y datos experimentales. Los resultados para zolpidem presentan
mayor ambigiiedad que el resto de los ligandos por dos motivos; al ser estructuralmente muy
distinto no se pueden establecer analogias con los modos de union del resto de los ligandos
y ademas los contactos que mantiene son principalmente hidrofébicos, y por lo tanto podria
adoptar una gran variedad de orientaciones dentro de la cavidad, en especial dentro de la
caja aromdatica. En cuanto a eszopiclona, el modo de union aqui propuesto se corresponde
con el adoptado por su enantiémero 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 union, validando la estabilidad de los modos de uniéon propuestos
a partir del docking.

La conformacién de las benzodiazepinas es determinante para encontrar el modo de unién
correcto. Luego de analizar las diferencias entre los complejos con flumazenil, resulta claro
que la conformacion M es mas favorable que la P, esto esta en concordancia con informacion
experimental [273-275]. Se encontré que las conformaciones de los ligandos obtenidas a partir
de la minimizacién no siempre respetan esta conformacién. Por lo tanto, esta es una fuente
de error en ligandos como clonazepam y flunitrazepam.

A partir de la contrastacion con los resultados de la estructura experimental PDB ID:6D6U
se infirié que la correcta orientacion de la cadena lateral de la a;His102 es fundamental para
la union de ciertos ligandos. No sélo se pone en evidencia en los calculos de energia libre,
sino que ademas, 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 contraposicion, se desprendié de las simulaciones de ro15-4513

que este rotamero no tiene influencia en la unién de este ligando.
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Calculo de energia libre

A partir de este trabajo se pudo estimar computacionalmente la energia libre de inter-
accion entre receptor GABA, y ligandos del sitio de union 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 homologia 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 energia libre de unién de flumazenil pudo ser muy bien estimada en ambas
simulaciones, en particular para la del complejo experimental. Esto indicaria que la variable
colectiva elegida y las condiciones de simulacién son adecuadas para el tipo de sistema y

andlisis realizado.

Desafios

La principal desventaja al contrastar datos experimentales con resultados obtenidos del
docking molecular proviene del hecho que, generalmente, los primeros no proveen informacién
precisa sobre las interacciones entre los ligandos y los aminoacidos. A través de estudios
de mutacion, photolabelling, sustitucion de cisteinas, etcétera, se detectan los residuos que
participan, de alguna forma, de la interaccion o son parte del sitio de union; sin embargo, esto
no significa necesariamente que estan interactuando en forma directa con los compuestos;
ellos podrian estar afectando la forma de la cavidad o formando redes de interaccién con
aminoacidos que deberian estar en contacto con los ligandos. A pesar de ser una fuente
valiosa de informacion sobre la relacion estructura-funcion 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 unién.

Si bien las simulaciones de dinamica molecular empleadas abarcan tiempos del orden

de los 100 ns y permiten analizar la estabilidad del mismo, asi 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 unién de los ligandos. Por lo tanto, no es posible formular hipdtesis referidas a la

funcionalidad del receptor y apertura del canal.
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Capitulo 5

Parte III - Interaccion del receptor
GABA con la proteina DBI y sus

fragmentos peptidicos

5.1. Objetivos

» Estudiar si es factible la interaccion entre el receptor GABA del subtipo a; 272 con

la proteina DBI y los péptidos derivados de su digestion triptica.

= Identificar los aminoacidos involucrados en las interacciones con DBI y sus fragmentos

peptidicos.

= Analizar la posibilidad de unién de diazepam a la proteina DBI.

5.2. Métodos

La metodologia aplicada es similar a la empleada en los capitulos previos para el analisis
de la union de ligandos pequenios, sin embargo presenta ciertas diferencias que seran aclaradas
posteriormente.

En la actualidad existe escasa informacién experimental sobre la interaccion entre estas

proteinas, 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 subdividio el estudio en cuatro secciones, permitiendo analizar
progresivamente la interacciéon con fragmentos peptidicos de mayor tamano hasta la proteina
completa.

La métodos empleados para este estudio incluyen simulaciones de docking molecular y
de dindmica molecular. Se empleé para todos los célculos la estructura de ACBP de humano
PDB ID: 2FJ9, obtenida con una resolucién de 1,6 A en estado APO (sin ligando) [114].

Se utilizé el programa HADDOCK a través de su servidor web, ya que se encuentra espe-
cialmente preparado para el docking proteina-proteina. Se utilizé la interfaz Gurd dejando
todos los valores por defecto. Luego se empled el servidor web FlexPepDock [278,279], que
refina complejos proteina-péptido, para mejorar las conformaciones obtenidas.

Se realizaron distintas simulaciones de dinamica molecular all atom con solvente explicito.
Por un lado se simularon ODN vy los fragmentos peptidicos menores en un entorno acuoso
para obtener las posibles conformaciones que adoptan estos péptidos cuando no forman parte
de la proteina. Por otro lado se realizaron simulaciones del receptor GABA 4 embebido en una
membrana de POPC, en complejo con DBI, ODN y los péptidos méas pequenos. Por tltimo
se analiz6 la dindmica molecular de la proteina DBI junto con moléculas de diazepam.

En general, el protocolo seguido es el mismo que el descrito en el capitulo 3.2.3 y las
condiciones de simulaciéon 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. Interacciéon con fragmentos peptidicos derivados de ODN

Se analizaron 12 péptidos derivados de DBI: Asn41-Thr51, -Gly52 y -Lysb3, Thr42-Thr51,
-Gly52 y -Lysb3, Glu43-Thrb1, -Gly52 y -Lysb3 y Argd4-Thrb1, -Gly52 y -Lysb3. 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 eleccion de los distintos
fragmentos es la busqueda de patrones de interaccién.

El protocolo consistié en recortar cada uno de los péptidos de la estructura de PDB
ID: 2FJ9 (ACBP de humano), minimizar y simular cada fragmento peptidico por 50ns,

clusterizar la trayectoria para obtener conformaciones estadisticamente relevantes, realizar
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Secuencia ODN humano

34QATVGDINTERPGMLDFTGKS53
OP

Figura 5.1: A partir de la secuencia de ODN se seleccionaron 12 péptidos de longitudes de entre 13 y
10 residuos. En violeta estd subrayado el péptido OP y en verde los residuos adicionales que se estudiaron
debido a que estdn muy conservados en las secuencias de las distintas especies.

una simulacion de docking molecular con HADDOCK, refinar los complejos con FlexPepDock
y analizar los complejos obtenidos en ambos estadios (pre- y post-refinamiento) con los
servidores web Prodigy (PROtein binDIng enerGY prediction) [280] y HyPPI [281].

En todos los casos se fijo como residuo activo de la proteina la «1His102, 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 algin cluster,
y el mejor modelo del cluster méas numeroso.

Primeramente se analizaron los contactos comunes para los mejores modelos correspon-
dientes a cada uno de los péptidos. A continuacién, se simulé mediante DM el complejo que

presenta los mejores puntajes.

5.2.2. Interaccién ODN - receptor GABA ,

Se realizaron simulaciones de DM del péptido ODN en una solucién 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 proteina completa. Se clusterizd la dindmica de produccién (método linkage
y valor de corte 0,1 nm) y se eligi6 la estructura representativa del cluster mayor para seguir
con el docking. A continuacién se realizé el docking de ODN con HADDOCK en el modelo
confeccionado en este trabajo.

Paralelamente se realizé el docking de ODN extraido directamente de la proteina, sin
minimizar, mediante HADDOCK. Finalmente, se seleccioné un complejo para simular me-
diante DM, tomando en consideracién 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. Interaccion DBI - receptor GABA »

Se descargaron las estructuras de DBI resueltas mediante difraccion de rayos X del PDB
(Tabla 5.1 y se analizaron los posibles modos de unién de ellas con el receptor modelado.
Se emplearon para el docking molecular guiado las siguientes condiciones: a;His102 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 dindmica molecular.

Tabla 5.1: Estructuras de ACBP/DBI empleadas en este trabajo.

PDB ID Caracteristica

2FJ9 ACBP de higado de humano, sin ligando

2CB8 ACBP de higado de humano, con ligando
1HBS8 ACBP bovina
2FDQ ACBP armadillo de glandula de Harder

Se llevaron a cabo tres simulaciones de DM a partir de los dos mejores complejos segiin
HADDOCK: del Complejo 1 correspondiente al modelo de menor energia, del Complejo
2 correspondiente al complejo con la segunda menor energia, y del complejo tal que DBI
estaba orientado segin 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, segin el puntaje de
HADDOCK, es similar a los complejos més favorables hallados para las otras estructuras de

DBL

5.2.4. Interacciéon DBI - Diazepam

A pesar de no contar con informacién experimental acerca una posible interaccion entre
DBI y diazepam, tras la observacion de que DBI puede ser sustrato de distintos ligandos,
se hipotetizé una posible interaccién entre dicha proteina y diazepam como un mecanismo
alternativo de inhibicién. En primer lugar se realiz6 un estudio de docking molecular mediante
Autodock Vina, empleando como posible regién de unién un cubo de 2,5 nm de lado (que

encierra a toda la proteina). La posicién de menor energia muestra a diazepam en el sitio
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de union de los acidos grasos. En segundo lugar, se realizd una dindmica molecular de este
sistema de 220 ns, para analizar su estabilidad.

Se realizé una simulacién de DM con cinco moléculas de diazepam dispuestas aleato-
riamente alrededor de DBI para evaluar la posibilidad de que diazepam se una al sitio

espontaneamente, independientemente de su estabilidad dentro del mismo.

5.3. Resultados

5.3.1. Interaccion con fragmentos peptidicos derivados de ODN

Como tendencia general los resultados del andlisis con Prodigy y HyPPI, fueron mejores
para los complejos sin refinar con FlexPepDock, por lo tanto son estos los que se detallan a
continuacién (Tabla 5.2). HyPPI no reconocié a ningtin complejo como permanente y sélo
unos pocos mostraron una probabilidad mayor al 50 % de ser transitivos, siendo este el es-
tado esperado. Thr45-Thr51, Glu43-Gly52, Argd4-Gly52 v Argd4-Lysb3 fueron identificados
como transitivos. Arg44-Lys53 (OP) posee la menor probabilidad de ser un artefacto, en
concordancia con los resultados experimentales que proponen la interaccién de este péptido

con el receptor GABA, [121].
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Tabla 5.2: Los mejores modelos de acuerdo al andlisis de interacciones realizado mediante servidores web

Prodigy y HyPPI.

HyPPI - HyPPI - HvPPI -
L AG (Prodigy) | %Probabilidad | %Probabilidad YRS
Péptido . K %Probabilidad
[kcal /mol] de complejo de complejo
o de artefacto
permanente transitivo

Asn41-Thr51 -8,7 1 29 71
Asn41-Glyb52 -9,8 2 48 50
Asn41-Lys53 -9,0 1 46 53
Thr42-Thrb1 -8,6 2 52 46
Thr42-Gly52 -9,5 1 35 65
Thr42-Lysb3 -10,4 1 47 o1
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-Lysb3 -9,7 4 63 34
Argd4-TLysb3 (c-EM) 9,7 4 65 31

Luego de un minucioso anélisis de las interacciones presentes en cada uno de los complejos

(Tablas 5.3 y 5.4) no se pudo extraer un patrén 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 unién encontrado para OP se lo simulé interac-

tuando con la estructura experimental. Si bien los puntajes fueron similares a los obtenidos

para el receptor modelado, el modo de uniéon es claramente distinto.

147




Tabla 5.3: Puentes de hidrégeno establecidos en los complejos formados por péptidos de diferente longitud
y el receptor GABA,.

Thr41-Thr51 Thr41-Lys53 Glu43-Gly52 Arg44-Gly52

Receptor Péptido | Receptor Péptido | Receptor Péptido | Receptor Péptido

a3 Lys156 Thr42 a1 Lys156 Glu43 a1 His102 Glu43 a1 Val203 Argd4
a1Lys156 Glu43 a1 Lys156 Asp49 a1 Glul38 Thrb1 a1 Thr207 Arg44

v21le62 Asp49 Y9 Asp192 Leu48 a1Glul38 Gly52 YaSer61 Asp49
Yo Asp192 Leu48 a1Lys156 Asp49 Yo Argl97 Asp49
Y9 Argl97 Asp49 ~v9Val59 Glu43 Y9 Argl97 Thr51
v9Argl97 Leu48 Y2 Tyr199 Thrb1
v2Argl97 Pheb0
Yo Argl97 Gly52

Tabla 5.4: Puentes de hidrégeno establecidos en los complejos entre el péptido OP y el receptor GABA 4.

Arg44-Lys53 (modelo) | Arg44-Lys53 (DM) | Arg44-Lys53 (c-EM)

Receptor Péptido Receptor Péptido | Receptor Péptido

a1 Tyrl60 Lysb3 a1 His102 Asp49 a1Alal6l Lysb3
a1 Ser205 Pheb0 «a1His102 Thrb51 a1Thr163 Lysb3
Y2 TyrbH8 Asp49 a1Lys156 Asp49 a1 Glul66 Lysb3

a1 Tyr160 Thrb51 a15er205 Asp49
a1Ser200 Argd4 a1 Thr207 Glyb2
a111e202 Pro45 a1 Tyr210 Lysb3
a111e202 Leu48 Yo Argl32 Glyb2
a1GIn203 Gly46
«1Ser205 Pheb0
a15er205 Lysbh3
a1 Ser206 Lysb3
a1 Thr207 Lysb3
a1 Tyr210 Lysb3
a1Thr214 Met47
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La dinamica molecular de OP interactuando con el modelo del receptor GABA 5 mostré que
el péptido se mantuvo unido a la cavidad principalmente a través de su extremo C-terminal.
Esta porcién presenté poca movilidad, probablemente debido a que se mantuvo cubierto
por el loop C. En cambio, el extremo N-terminal fue muy mévil y adoptd distintas posicio-
nes rodeando a la subunidad a; (Figura 5.2.a). A lo largo de la simulacién el complejo se
estabiliz6 con un RMSD entre C,, que apenas supera 0,4 nm (Figura 5.2.b).

Los aminodacidos interactuantes del extremo C-terminal de los péptidos fueron los més
recurrentes en los distintos sistemas. Tal es el caso de Leud8, Asp49, Phe50, Thrb1 y Lys53.
En particular Asp49 que en la simulacién de DM interactiia mediante un puente de hidrégeno
con a1His102. Los aminoacidos del loop C también tienen un papel activo a lo largo de la
simulacién al interactuar con el extremo C-terminal (Lys53) de los péptidos (Figura 5.3). La
a1 Lys156 fue detectada en los otros niveles del estudio, y también forma parte del conjunto
de interacciones obtenidas en la dindmica 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 amidacién de la lisina
terminal como el corte del extremo C-terminal de los péptidos inhibe su unién a los sitios de
gran afinidad de las benzodiazepinas. Propusieron que esta porcién funciona como mensajero
de la actividad bioldgica, mientras que el extremo N-terminal determina la especificidad por

los distintos sitios de unidn.

Fluctuacion cuadratica media

0,2 E—eT
B I — GABA,
| i Complejo
0 h | | | | | | 1 | 0 L | L 1 L 1 L
44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 0 20 40 60 80 100
Residuo Tiempo [ns]
() (b)

Figura 5.2: a. Fluctuacién cuadratica media para los aminodcidos del péptido OP; b. desviacién cuadrética
media de los C,, del receptor y OP a lo largo de la simulacién de DM.
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Figura 5.3: Complejo OP-receptor GABA 5 obtenido de la clusterizacion de la simulacién de DM

5.3.2. Interaccién ODN - receptor GABA

En una primera instancia se simulé al péptido ODN mediante DM en solvente explicito
por 100 ns para analizar su comportamiento y estructura como ente independiente. La si-
mulacién muestra que el péptido no logré estabilizarse en los primeros 100 ns (Figura 5.4.a).
Adoptd conformaciones progresivamente mas plegadas, logrando que los residuos hidrofébi-

cos se aproximaran 5.4.b).

RMSD - Ca
1
0,8F i
00,6 i
:
o) |
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Figura 5.4: a. El RMSD muestra una gran variabilidad conformacional; b. La estructura representada se
obtuvo de la clusterizacion y corresponde a los tltimos nanosegundos de simulacion.

En una segunda instancia, se realizaron simulaciones de docking molecular para ODN
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en dos conformaciones: la primera extraida directamente de la proteina PDB ID: 2FJ9, y la
segunda de la clusterizacion de la simulacién de DM de dicha estructura. De los complejos
encontrados, la clasificacién segin los servidores PRODIGY y HiPPY no concuerda (Tabla
5.5), a diferencia del andlisis de los péptidos de menor longitud en el cual seguian una misma

tendencia.

Tabla 5.5: Anélisis 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 simulacién de DM.

HyPPI - HyPPI - HyPPI
Complejo AG Prodigy %Probablh(:?ad %Probablh(:?ad %Probabilidad
[kcal /mol] de complejo de complejo
L. de artefacto
permanente transitivo

Clusterl (pre DM) -9,0 1 32 68
Cluster7 (pre DM) -9,2 2 49 49
Clusterl (Clust DM) -10,6 0 23 7
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 anélisis, se seleccionaron
los complejos con mejores propiedades segin cada uno de los servidores: Cluster 7 (desde
ahora Complejo 1) y Complex110 (desde ahora Complejo 2). Estos modelos poseen el menor
puntaje segin HADDOCK y ademés, 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 hidrégeno a los que esta 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 interacciéon de ODN con el receptor GABA .

Tabla 5.6: Puentes de hidrégeno establecidos entre ODN y el receptor GABA 4 en los complejos obtenidos
del docking molecular.

Complejo 1 Complejo 2

Receptor Péptido Receptor Péptido
a1 His102 Asp49 a1 His102 Lysb3
a1 Lys156 Asp49 a1Alalb2 Thr42
a1 Lys156 Glu43 a1 Lys156 Glu43
a111e202 Thr42 a1 Lys156 Asp39
a1 GIn203 Gln34 a1 Thr214 Asp39
a1GIn204 Gly38 2 Tyr58 Thr51
a1 Glu209 GIn34 voArgld4 Lysb3
a1 Glu209 Thr36 Y9 Asp192 Lys53
a1Glu209 Val37 voArgl194 Asp49
Y2 Argl97 Glu43

Finalmente, se seleccioné el Complejo 1 para realizar una simulacién de DM. En general
el complejo se mantuvo estable (Figura 5.6), mientras que el péptido, a partir de los 50

ns, presenté 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 desviacién cuadratica media de los C, de ODN, el receptor y el complejo,
calculado realizando un ajuste sobre los C, del complejo. E1 RMSD muestra que el péptido no llega a
estabilizarse en la simulacién y posee dos estados bien diferenciados.

El complejo obtenido de la clusterizacion corresponde a un tiempo en el cual es sistema no
se habia estabilizado (Figura 5.7.a). Seguin el webserver HyPPI este complejo tiene un 47 %
de probabilidad de ser transitivo, es decir que disminuyé respecto del complejo inicial. Por el
contrario, los complejos de los 1ltimos cuadros de la simulacion poseen una probabilidad de
ser complejos transitivos del 53 % (Figura 5.7.b), indicando una mejora respecto del complejo

inicial.
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Figura 5.7: a. La estructura obtenida de la clusterizacion de la trayectoria corresponde a los 44 ns, previo
al primer incremento de RMSD; b. configuracién final de la simulacion de DM del sistema formado por el

receptor GABA, y ODN.

A lo largo de la trayectoria, ODN establecié distintos tipos de interaccion hidrofébica,

m-stacking y puentes de hidrégeno con residuos de las subunidades «; y 7». Los puentes de

hidrégeno con ocupancia mayor al 10 % se muestran en la Tabla 5.7. Ademads establecié in-

teracciones con a;Lys156, a;Ser200, a;GIn203 y v5Asn60.

Tabla 5.7: Puentes de hidrégeno establecidos entre ODN y el receptor GABA A a lo largo de la simulacién

de DM.

Receptor Péptido Ocupancia

a1Argl64 Val37 11%

a1Aspl99  Thr42 25%
a111e202 Thr42 39%
a111e202 Argd4 26 %

a1 Glu209 Ala35 19%

a1 Glu209 Thr36 19%

5.3.3. Interacciéon DBI - receptor GABA »

El docking de las distintas DBI en el receptor GABA, dio como resultado dos modos de

union principales, correspondientes a los complejos con menor puntaje de HADDOCK del

docking de la proteina PDB ID: 2FJ9 (Figuras 5.8 y 5.9). El segundo complejo es equivalente
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al complejo de menor energia 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 AG = -8,9 kcal/mol segiin Prodigy. a. Vista lateral; b. vista
frontal.

Figura 5.9: Complejo 2 (El seqgundo mejor complejo segin HADDOCK). Presenta una probabilidad del
42 % de ser un complejo transitivo (calculado con HyPPI) y un AG = -9,8 kcal/mol segiin Prodigy. a. Vista
lateral; b. vista frontal.

A lo largo de la simulacién de DM del Complejo 1 DBI resulté muy mévil (Figura 5.10.a),
alejandose del receptor y acercandose 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 simulacién (Figura

5.10.b) posee sélo el 18 % de probabilidad de ser transitivo, y un 82 % de ser un artefacto.
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Figura 5.10: a. La figura presenta la desviacion cuadratica media de los C,, de DBI, el receptor y el complejo,
calculado realizando un ajuste sobre los C, del Complejo 1; b. estructura representativa de la simulacién de
DM. DBI es representada en multicolor y el receptor GABA A en beige.
Se descarté esta conformacion debido a los elevados valores del RMSD de DBI a lo largo
de la simulacién y a que los contactos que se establecieron las proteinas (Tabla 5.8) no

fueron estables. Ademas las interacciones presentes no involucraron residuos predichos para

la interaccion con benzodiazepinas.

Tabla 5.8: Puentes de hidrogeno establecidos a lo largo de la simulacién de DM del Complejo 1.

Receptor Péptido Ocupancia
1116202 Ile40 2%

o1 Thr214 Glu43 2%

o1 His216 Glu43 6%

o1 His218 Glu43 2%

Se realizaron dos simulaciones del Complejo 2, una de ellas involucré un corrimiento de
la proteina alejandola del receptor. En este caso, DBI no se acerco al receptor, indicando que

a mayor distancia DBI debe orientarse en forma distinta para favorecer la unién. La otra
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simulacién del Complejo 2 (Figura 5.11) mostr6 que, de lograr obtener dicha conformacién,
las interacciones que mantiene DBI con el receptor son estables. Si bien la proteina se mo-
vi6 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: Configuracién inicial para la simulacién de DM del sistema formado por el Complejo 2 del
receptor GABA oy DBI (lila), y la membrana de POPC (gris).
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Figura 5.12: a. Se calculd la desviacion cuadratica media de los C, de DBI, el receptor y el complejo,
realizando un ajuste sobre los C,, del Complejo 2. El grifico revela que si bien la proteina es mévil en relacién
al complejo, la desviaciéon es menor que la del receptor; b. estructura representativa de la simulacién. DBI
es representada en multicolor y el receptor GABA 4 en beige.
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El servidor web HyPPI clasificé a la estructura representativa de la clusterizacion 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 caracter polar.

Se analizaron las interacciones permanentes a lo largo de la produccién. Resulta destaca-
ble que en el Complejo 2, DBI establecié interacciones del tipo puente de hidrégeno con los
loops relacionados con los mecanismos de apertura y cierre del canal (Tabla 5.9). Estas inter-
acciones particulares podrian tener influencia directa en la modulacién del receptor GABA 5
por parte de DBI. Es por ello que a1His142, ayGluld4, a;Alal50, a;Met158 v a3 Aspl59
del Cys-Loop, v a7 Tyr282 del Loop M2-M3, se senalan como residuos que deberian ser

estudiados experimentalmente.

Tabla 5.9: Interacciones establecidas a lo largo de la simulacién de DM del complejo 2.

Puentes de Puentes de
hidrégeno hidrégeno
(ocupacién>10 %) (1% <ocupacién<10 %)
Receptor Péptido Receptor Péptido
a1 Glul44 Ser66 a1Glul44 Glu68
a1 Glul44 Lys67 a111e202 Glu43
a15er200 Gly46 a1Alalb0 Lys67
a1 His216 Asn4l a1 Asp199 Asn4dl
a111e202 Argd4 a1 Lys220 Gln2
v2 Tyrb8 Glu43 a1GIn204 Glu43
a15er200 Met48 a1 Tyr282 Ser66
a1 Aspl199 Trpbb a1 Aspl59 Lys67
Y2 Asn60 Asn4l a1 His218 Thr36
Y9 Asn60 Glu43 a1 Met158 Gln2
Y2 Asn60 Thr42 a111e202 Thr42
a1 His142 Asp49

Sin embargo, ninguna de las dos conformaciones contuvo al fragmento correspondiente

al péptido OP dentro del sitio de uniéon. Esto podria indicar que la orientacién encontrada
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no representa una conformacién activa, o bien que representa un modo de uniéon alternativo
al de los péptidos de menor longitud. Debido al tamano de la proteina y a la cercania a la
membrana plasmatica es esperable que no logre penetrar al sitio de unién de la misma forma
que los péptidos mas chicos.

En todos los casos de estudio el residuo a;Lys156 mantiene contactos polares con DBI y
sus péptidos. Por esta razon se realizé la mutacion 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. Interacciéon DBI - Diazepam

Ante la incognita respecto de una posible interaccion entre la proteina DBI y el modulador
alostérico positivo diazepam, se realizé un estudio de docking molecular mediante Autodock
Vina. El modo de unién con mejor puntaje ubicé a diazepam en el sitio de uniéon propuesto
para los acidos grasos (Figura 5.13.b). Para corroborar la estabilidad de la unién se realizé una
dindmica molecular del sistema en solvente explicito.

En la simulacion de DM de DBI con diazepam dockeado en su cavidad de unién, el
ligando se mantuvo en el sitio a lo largo de toda la trayectoria; sin embargo, la hélice 1 de
la proteina se desestructuré hacia el final de la simulacién (Figura 5.13.c). Esto podria 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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Figura 5.13: a. Estructura cristalografica 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 simulacién
de DM; d. Resultado de la simulacién de DBI y cinco moléculas de diazepam.

En los primeros 100 ns de la simulaciéon de DM de DBI con cinco moléculas de diazepam,
se pudo observar que uno de los ligandos se acomodd en el sitio de uniéon predicho por el
docking (que es el sitio de unién para los dcidos grasos) y los ligandos restantes se unieron
a distintos sitios alrededor de la proteina.

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: 2F J9) luego
del docking de diazepam (Figura 5.13.b), dicha estructura luego de 220 ns de simulacién de
DM (Figura 5.13.c) y la estructura luego de 106 ns de simulacién de la estructura PDB ID:
2FJ9 rodeada por cinco moléculas de diazepam (Figura 5.13.d). De dicha comparacién se
observo 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 mostré cambios sélo en la simulacién con los

cinco ligandos (una de las moléculas de diazepam se ubicé entre esta y el loop).
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Figura 5.14: Superposicién de las estructuras de DBIL. En beige la estructura (PDB ID: 2CBS8), en rosa
PDB ID: 2FJ9 luego del docking de diazepam, en violeta la simulacién de dicha estructura, en verde la
simulacién de PDB ID: 2FJ9 junto con cinco moléculas de diazepam.

Respecto de las interacciones particulares de cada sistema, se advirtiéo que los ligandos
de la estructura cristalografica interactiian con los residuos Met25, Leu26, Tyr29, Lysb5,
Vall3 y Leul6. Por su parte, el complejo obtenido mediante docking muestra a diazepam
interactuando hidrofébicamente con Vall3, Argl4, 1le28 y Tyr29, y luego de la dindmica
molecular mantiene interacciones de tipo hidrofébicas con Tyr29, un puente de hidrégeno
con el esqueleto de Vall3 y una interaccion del tipo w-stacking con Tyr32. Asi mismo, en
la DM con los cinco ligandos, el compuesto que se unié a dicho sitio mantuvo interacciones
hidrofébicas con Met25, Leu26, 1e28, Tyr29, y puentes de hidrégeno y una interaccién tipo
cation-7 con Argl4.

En todos los casos diazepam permanecié unido a DBI. Si bien las interacciones no fue-
ron las mismas, se caracterizaron por establecer mayormente contactos hidrofébicos, esto
podria explicar la tendencia a mantenerse dentro del sitio de unién en lugar de explorar

conformaciones mas solvatadas.

5.4. Conclusiones

En esta seccion se estudié la unién de la proteina DBI, el péptido ODN y el péptido
OP al receptor GABA,. OP forma parte de ODN y éste a su vez, es parte de DBI. En

los modelos presentados no se observd exactamente el mismo patréon de interacciones; no
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obstante, los aminodcidos a;His102, a;Gluld44, a;Lys156, a;Aspl199, a;Ser200, «;lle202,
a1Glu209, 1 Tyrb8 v 15 Asn60 fueron detectados como participes de la uniones para los tres
sistemas. Por lo tanto, se proponen estudios de mutagénesis dirigida que apunten hacia estos
aminoacidos del receptor. Asi mismo, Asndl, Thr42, Glu43, Arg44, Asp49 y Lysb3, son
candidatos para ser estudiados por parte de DBIL.

Por otro lado, los residuos pertenecientes al Cys-Loop, y el Loop M2-M3 («;His142,
a1 Gluldd, oy Alal50, a;Met 158, iy Aspl59 y a1 Tyr282) que establecieron en las simulaciones
de DM interacciones con DBI deberian ser tenidos en cuenta para futuros experimentos ya
que pertenecen a regiones relacionadas con el gating del receptor.

En cuanto a la interaccion de DBI con diazepam, si bien no hay informacién experimental
que respalde dicha interacciéon, y la tendencia de los ligandos de acercarse a la proteina
podria ser un artefacto de la simulacion, resulta interesante que diazepam se una in silico
al sitio de unién de acidos grasos de esta proteina. Ademas, debido a que el mecanismo por
el cual DBI inhibe la acciéon de diazepam es atun desconocido, es plausible que exista mas
de un camino por el cudl esto suceda. Esta hipdtesis es un punto de partida para realizar
estudios experimentales que permitan analizar la posible interaccion de estas dos moléculas
y corroborarla como un mecanismo alternativo de la modulacién del funcionamiento del
receptor.

Este capitulo presenta estudios preliminares sobre la interaccion entre las proteinas DBI
y los receptores GABA . El estudio computacional es desafiante debido a la escasa infor-
macién experimental sobre dicha unién que permita guiar la interpretacion de los resultados
obtenidos. Por este mismo motivo, el estudio es pertinente. Los resultados propuestos en
este capitulo tienen caracter predictivo y, a partir de un cuidadoso andlisis, permitieron la

generacion de hipdtesis para el desarrollo de estudios experimentales.
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Capitulo 6

Conclusiones

6.1. Conclusiones generales

Existen innumerables motivaciones para abordar el estudio estructural y funcional de
los miembros de la subfamilia de receptores GABA,. Por ejemplo, desde una perspectiva
farmacoldgica, el desarrollo de farmacos con funciones especificas requiere conocimientos pre-
cisos de los sitios de union de la proteina receptora; ademas, ciertas enfermedades conocidas
como canalopatias son causadas por mutaciones con impacto estructural directo, las cuales
necesitan ser caracterizadas para desarrollar tratamientos terapéuticos apropiados [284].

Con la informacién disponible hasta el momento se ha avanzado considerablemente tanto
en el desarrollo de farmacos como en el entendimiento del rol de estos receptores en la
salud de los mamiferos. Sin embargo, atin falta mucho para comprender de manera detallada
su funcionamiento. Los receptores presentan una complejidad estructural muy alta, no se
conocen aun los mecanismos de propagacion de la informacion dentro del canal, y tampoco se
tiene certeza respecto de la cantidad, ni descripcién de los estados conformacionales posibles.
En vistas de la estructura del subtipo a;fs7y: recientemente publicada, se presenta una
alentadora escena. Por primera vez, estructuras experimentales estan disponibles para el
estudio de estos receptores, asi como también del modo de unién del neurotransmisor GABA
y el antagonista flumazenil. No obstante, su resoluciéon es baja (3,9A) y por lo tanto atin
existen muchas incertezas.

Consideramos que este trabajo de tesis aporta informacion valiosa respecto a interaccio-
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nes del receptor GABA, con biomoléculas que no han sido estudiadas previamente a nivel
molecular. Asi mismo, el desarrollo de un modelo del receptor validado mediante distin-
tos enfoques y que sea capaz de representar la informacion experimental disponible es muy
importante para continuar el estudio exhaustivo de estos receptores.

A lo largo del trabajo, han surgido preguntas del tipo epistemoldgicas tales como ;Cuédl es
la validez de los resultados obtenidos mediante simulaciones computacionales? ; Es necesaria
la contrastacién con informacién experimental? ;Cudl es el limite de la metodologia que
se estd empleando? Si bien estas preguntas se apartan del propésito 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
funcién de su aplicabilidad y su veracidad a través de procesos de validacion y verificacién
respectivamente [285]. La validacién estd relacionada con la capacidad del modelo de prede-
cir aquello observado en la naturaleza, y la veracidad esta intimamente ligada a la ejecucién
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. Asi mismo, se contrastaron, siempre que fue posible, los resultados con in-
formacion experimental. En los pocos casos en los que esto no fue posible, se plantearon
hipétesis que podrian ser validadas mediante otros métodos.

Desde otro punto de vista, hay autores que argumentan que el conocimiento producido
mediante simulaciones es auténomo [285,286]. Es decir, que no puede ser completamente
corroborado por observaciones. Esto ocurre porque las simulaciones se emplean usualmente
para estudiar fendmenos cuya observacion resulta compleja o incluso imposible con la tecno-
logia actual, tal es el caso de la observacién directa de interacciones a nivel intermolecular.

En conclusion, esta tesis aporta a la validacién de un nuevo paradigma en el cual las
simulaciones computacionales constituyen una tercera rama de la ciencia capaz de generar
conocimiento por si mismo y que permite, a su vez, comprender, interpretar y relacionar la
experimentacion con la teoria. Ademas, las simulaciones computacionales resultan versatiles
y econdmicas. La interaccion 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 GABA,.
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6.2. Conclusiones particulares

En este trabajo de tesis se realizo un modelo del receptor GABA, del subtipo a; 8279
validado mediante distintas técnicas. Asi mismo, se estudié de forma exhaustiva la unién de
ligandos farmacolégicamente relevantes a los sitios de unién orstostéricos y de gran afinidad
de las benzodiazepinas, y se analizo in silico, por primera vez, la interaccion del receptor con
la proteina Diazepam Binding Inhibitor y con los péptidos derivados de su digestion triptica.

El receptor GABA, fue modelado por homologia y validado mediante el estudio de
sus propiedades estereoquimicas, el analisis de interacciones con ligandos en los sitios de
union extracelulares y mediante su estabilidad en simulaciones de dinamica molecular. Los
resultados fueron favorables, se ha probado que el modelo es capaz de reproducir datos
experimentales respecto de la unién de ligandos del sitio ortostérico y de la cavidad de
gran afinidad de las benzodiazepinas. Asi mismo, el modelo pudo ser contrastado con una
estructura experimental resuelta recientemente demostrando una vez mas su validez.

El analisis de la unién de ligandos permitiéo detectar rotdmeros de cadenas laterales
fundamentales para una correcta union, tal como el de la oy His102. También la conformacion
de los ligandos result6 crucial para una correcta unién 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 uniéon propuestos.

Se presenta por primera vez un estudio computacional de la interaccién entre una pro-
teina con miultiple funcionalidad, DBI, y el receptor GABA,. El andlisis de los resultados
permitié proponer formas de unién independientes para los péptidos de distintas longitudes
y para la proteina completa. La razon de estas diferencias podria radicar en formas de unién
alternativas inherentes a la acciéon de cada uno de los péptidos o en que no todos los modos
de unién hallados sean posibles. El proceso de modelado, por su naturaleza no deterministi-
ca, puede generar modos energéticamente factibles, pero que no representen una situacién

probable.
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6.3. Perspectivas a Futuro

El calculo de energia 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 unién particular. Dichos estudios, a través de ABF o bien metadindmica, pue-
den realizarse en sistemas mutados para determinar la influencia de aminodcidos como la
a1His102.

El estudio in silico de la interaccién entre el receptor GABA, y DBI cumpli6 su objetivo
por el momento y es el turno de los experimentalistas de analizar la interaccion basada
en la informacién provista por este trabajo. Entre las posibles técnicas a implementar, las
espectroscopias ESR (Electron Spin Resonace) y EPR (Electron Paramagnetic Resonace) son
prometedoras ya que permitirian mediante Site-directed spin labeling determinar las regiones
de mayor y menor movilidad. Para ello se emplean mutaciones por cisteinas, las cuales luego
son modificadas con un marcador de spin. DBI no presenta cisteinas por lo tanto se mutarian
residuos propuestos para la unién, asi como también residuos en las regiones opuestas, que
estarian expuestos al solvente y posiblemente sean regiones mas moviles. Se han empleado
estas técnicas para estudiar cambios en la movilidad o exposicion al solvente, asi como
también para investigar la dindmica de complejos de proteinas [287,288].

Sugerimos ademas, estudios de mutagénesis dirigida, para determinar la influencia de los
aminoacidos propuestos en la interaccién del receptor con DBI y sus fragmentos peptidicos.
De contar con mayor informacion experimental respecto de esta unién se podria analizar la

dindmica de la interaccién mediante simulaciones de DM.
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Apéndice A

Compilacion de la informacién
experimental sobre la union de
ligandos a los sitios de union

estudiados

Tabla A.1: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad (3> del sitio de unién ortostérico.

Loop | Residuo | Interaccion Fuente
e Interaccién Cation-m con GABA. [289]
B2Y97 e Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unién. [290]
A e Su mutacién reduce la sensibilidad hacia GABA y gabazine . [290]
32199 e Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unién, [290]
pese a no interactuar directamente con GABA.
B2E155 | e Su mutacién afecta la apertura del canal y debilita la unién de [291]
agonistas.
e Su mutacién por Cisteina afecta la activacién por GABA y la [291]
P25156 inhibicién por gabazine.
e Hipotético puente de hidrégeno con GABA. [291]
e Se ha propuesto que interactia a través de su grupo hidroxil [289]
B P15 (No haria cation—m).
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Loop | Residuo | Interaccion Fuente
e Su mutacién disminuye la sensibilidad y afinidad aparentes de [292]
GABA y muscimol.
e Se propone una interaccién con el grupo 3-isoxaszole de muscimol [292]
e Cuando se muta por Serina, gabazine y bicuculline actian como [292]
agonistas parciales
e Su mutacién por Fenilalanina disminye en mayor medida la [292]
sensibilidad hacia GABA que cuando se muta a Serina, Asparagina
o Threonina, que también disminuyen su sensibilidad.
B2G158 | e Su mutacion reduce la afinidad por GABA y gabazine. [291]
e Su mutacién disminuye la sensibilidad y afinidad aparentes de [292]
£2T160 | GABA y muscimol.
e Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unién y [291]
participa en la apertura del canal.
B2D163 | e Estudios de SCAM muestran que es parte del sitio de unién y [291]
participa en la apertura del canal.
B2F200 | e Su mutacién afecta la unién de gabazine y GABA y la activacién [293]
del canal.
325201 | e Su mutacién reduce la sensibilidad hacia GABA y gabazine. [293]
£2T202 | e Su mutacién disminuye la afinidad y sensibilidad aparentes por [292,293]
GABA, muscimol y gabazine.
B2G203 | e Su mutacién reduce la sensibilidad hacia GABA y gabazine. [293]
o Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unién. [293]
C pR5204 e Su mutacién no afecta la afinidad de GABA ni de gabazine. [293]
e Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unién. [293]
pax205 e Su mutacién disminuye la afinidad aparente de GABA, muscimol, | [289,292,293]
bicuculline y gabazine.
o Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unién. [293]
e Su mutacién disminuye la afinidad aparente de GABA y otros [93,294]
P20 agonistas, pero no de gabazine.
e Estabiliza la unién de antagonistas. [294]
e No participa de la apertura del canal. (93]
e Estudios de SCAM muestran que forma parte del sitio de unién. [293]
p25209 e Su mutacién no afecta la afinidad de unién de GABA ni de [293]

gabazine.
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Tabla A.2: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad «; del sitio de unién ortostérico.

Loop | Residuo | Interaccion Fuente

a1D63 | e Estudios de SCAM muestran que gabazine proteje a este residuo, [110]
mientras que GABA no.

e Estudios de SCAM lo identificaron como parte del sitio de unién. [110]
e Estudios de Photoaffinity Labelling muestran que reacciona con [295]
a1 F65 el grupo carboxilato de muscimol.
e Su mutacién disminuye la afinidad de unién de GABA, bicucu- [110]
lline y gabazine

D e Estudios de SCAM y Photoaffinity Labelling lo identificaron | [94,110]

como parte del sitio de unién.

e Se propone como el punto de unién del grupo carboxilo de | [94,110]
a1R67 | GABA.
e Su mutacién disminuye la afinidad de unién de GABA y otros | [94,294]

agonistas.

e Se ha propuesto que obstruye la unién de antagonistas. [294]
e No estd involucrado en la activacién del canal. [294]
e [Este residuo se encuentra conservado en todas las subunidades [110]

a, Ty p de receptores GABA 4.

1569 | e Estudios de SCAM lo identifican como parte del sitio de unién. | [94,110]

a1N116 | e Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unién. [296]
a1L118 | e Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unién. [296]

e Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unién. [296]
a1R120 | e Su mutacién reduce la afinidad de unién de muscimol y gabazine, [297]

y reduce la sensibilidad de GABA.

11121 | e Su mutacién reduce la sensibilidad de GABA y muscimol pero [298]

E
no bicuculline.
a1T130 | o Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unién. [296]
e Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unién. [296]
e Su mutacion reduce la unién de GABA. [294]
e Se ha propuesto como estabilizador de la unién de antagonistas. [294]
sz o Esta involucrado en el proceso de activacién del canal. [294]
. a1 V179 | e Estudios de SCAM indican que forma parte del sitio de unién, [240]

aunque no interactuaria directamente con GABA.
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Loop | Residuo | Interacciéon Fuente
a1 V181 | e Estudios de SCAM indican que forma parte del sitio de unién, [240]
aunque no interactuaria directamente con GABA.
a1D184 | e Estudios de SCAM indican que forma parte del sitio de unién, [240]

aunque no interactuaria directamente con GABA.
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Tabla A.3: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad a; del sitio de unién de gran afinidad de las Benzodiazepinas.

Loop | Residuo | Interaccion Fuente
a1 D98 e Su mutacién afecta la afinidad y la eficacia de moduladores [106, 299]
positivos y flumazenil
A e Su mutacién afecta la unién y la eficacia de los moduladores [300]
positivos.
a1 F100 | e Involucrado en interacciones del tipo m-stacking. [1]

e Si se muta por Cisteina, cambia la accién de eszopiclone y dia- | [106,299, 300]
zepam de moduladores positivos a moduladores negativos, reduce
la afinidad de unién de zolpidem y eszpiclone. La unién de fluma-
zenil observé cambios en algunos estudios, mientras que en otros
permanecié inalterada.

e Al ser mutado puede interferir con la disposicién espacial de las [106]

cadenas laterales de a1 His102 y a1 Tyr160.

e Estudios de SCAM mostraron que el d&tomo de cloro de diazepam | [263,265,301]
apunta hacia este residuo.
e Es marcado por foto-afinidad por flunitrazepam. [260]

e Fue identificado a partir de estudios de mutagénesis dirigida e [302,303]
«1H102 | intercambio de dominio, como necesario para la unién de diazepam
y zolpidem.

e Al ser mutado por Arginina disminuye la unién de flumazenil [302, 304]
pero no afecta a la unién de Rol5-4513 (las i-BDZs se unen a
receptores que contengan las subunidades a4 y «g). Sin embargo
Ro15-4513 se convierte en un modulador positivo.

e Su mutacién disminuye la afinidad de unién de zopiclone (la [302,303]
reduccién es menor si se muta por una Fenilalanina).
o Estudios de Prozimity-accelerated chemical coupling ubican el [270]
sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.
e Su mutacién por Arginina disminuye la afinidad de unién por [104, 304]

diazepam, volviéndose insensible a este ligando.

o Estudios de Prozimity-accelerated chemical coupling muestran [300]
que apunta hacia el sitio de unién.
a1N103
e El d4tomo de cloro de diazepam y el sustituyente-7 de las i-BDZs [263,300]

apuntan hacia este residuo, pero es menos accesible que oy H102.

e Su mutacién por Cisteina no afecta la unién de flumazenil. [300]
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Loop | Residuo | Interaccion Fuente
e Su mutacién afecta la unién y eficacia de agonistas. [299]
e El dtomo de cloro de diazepam apunta hacia este residuo. [263]
G158 e Estudios de Prozimity-accelerated chemical coupling ubican el [270]
sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.
e Sumutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de zolpidem [106]
b y eszopiclone.
15159 | e Su mutacién por Cisteina disminuye la afinidad de unién de [263,270]
flunitrazepam y flumazenil.
e Estudios de SCAM indican que limita el sitio de unién. [263]
e Su mutacién por Serina genera perdida de afinidad por diazepam [305]
@1Y160 | y flumazenil.
e Su mutacién por Cisteina disminuye la afinidad de unién de [263,270]
flunitrazepam y flumazenil.
@1Y162 | e Su mutacién por Alanina aumenta la eficiencia de diazepam y [306]
eszopiclone.
a1T163 | e Su mutacién afecta la afinidad por diazepam. [302]
e Su mutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de flura- [106,299]
zepam, eszopiclone y zolpidem.
e Sumutacién por Acido Glutamico reduce la afinidad de unién de | [302,307,308]
o G201 zolpidem, mientras que la de flumazenil aumenta y la de diazepam
no cambia.
e El dtomo de cloro de diazepam apunta hacia este residuo. [263]
o Estudios de Prozimity-accelerated chemical coupling ubican el [270]
a1 V203 | sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.
e Su mutacién por Cisteina disminuye la afinidad de unién de [106]
zolpidem y eszopiclone.
15205 | e Su mutacién afecta la afinidad de unién de zolpidem. [106]
o Estudios de Prozximity-accelerated chemical coupling han demos- [263,265]
«15206 | trado su cercania al dtomo C3 del anillo de las benzodiazepinas.
C e Su mutacién por Alanina no afecta la potenciacién de BDZs [306]
clasicas.
e Su mutacién por Asparagina disminuye la afinidad de unién de [309]
i-BDZs pero no flunitrazepam.
e Relacionado con la eficacia de flurazepam, eszopiclone y zopidem, [299]
a1 T207

pero no con su afinidad de unién.
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Loop | Residuo | Interaccion Fuente
o Estudios de Prozimity-accelerated chemical coupling han demos- [263]
trado su cercania al &tomo C3 del anillo de las benzodiazepinas.

e Comparte contactos polares con el grupo N-metilo de diazepam, [263]
el cual apunta hacia afuera de la cavidad.
e Su mutacién por Alanina muestra una pequena disminucién en [306,310]
la afinidad de unién de flumazenil, diazepam y zolpidem.
e Su mutacién por Valina disminuye la afinidad de unién de [277,308]
diazepam y zolpidem y un aumento en la unién de flumazenil.
«@1G208 | e Su mutacién por Cisteina disminuye la afinidad de unién de [263,270]
flunitrazepam y flumazenil.
e Su mutacion afecta la afinidad de unién y la eficacia de agonistas. [299]
e Su propiedad aromatica es importante para la unién de ligandos. [310]
e Su mutacién por Glutamina o Cistelna anulan la afinidad de [106]
@1Y210 | unién de flumazenil y flunitrazepam.
e Su mutacién por Fenilalanina reduce la afinidad de unién de [305,310]
flumazenil, diazepam y zolpidem, mientras que su reemplazo por
Serina o Alanina impide la unién de estos ligandos.
e El ligando rol5-4513 es fotoincorporado por este residuo, se [268]
propone que interactia con el grupo Azido.
e Su mutacién por Cisteina aumenta la eficacia de zolpidem. [299]
e El 4dtomo de cloro de diazepam apunta hacia este residuo. [263]
a1V212 | e Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling ubican el [270]
sustituyente-7 de las i-BDZs cercano a este residuo.
e Es importante para la uniéon de flunitrazepam y diazepam, [302]

mientras que rol15-4513 prefiere una Isoleucina en esta posicién.
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Tabla A.4: Interacciones sugeridas experimentalmente entre ligandos y los residuos pertenecientes a la
subunidad 7, del sitio de unién de gran afinidad de las Benzodiazepinas.

Loop | Residuo | Interaccién Fuente

e Esencial para la unién de gran afinidad del flunitrazepam. [311]

Mo e Importante para la unién de zolpidem. [312]

e Fsencial para la unién de gran afinidad de flunitrazepam. [311]

e Su mutacién por Cisteina disminuye la afinidad de unién de [265]

o Y2 Y58 flunitrazepam y diazepam, pero no de flumazenil.

o Estudios de Prozimity-accelerated chemical coupling relacionan [265]
este residuo con el atomo C3 del anillo de benzodiazepinas y el
sustituyente-7.

e Su mutacién por Cisteina disminuye la afinidad de unién de [265]

2 N60 flunitrazepam y diazepam, pero no de flumazenil.

e Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling relacionan [265]
este residuo con el sustituyente-7 de las BDZs clésicas.

Y2561 e Su mutacién por Cisteina afecta severamente la afinidad de [265]
union de flunitrazepam y elimina la unién de flumazenil.

e s esencial para el funcionamiento del receptor y la unién de [313]
flumazenil y clonazepam.

Y F77

e Su mutacién por Isoleucina resulta en una pérdida completa de [313]
la afinidad por zolpidem y flumazenil, mientras que la afinidad de
unién del flunitrazepam se mantiene.

e Su mutacién por Cisteina resulta en una pérdida completa | [107,263]
de la potenciacion debido a flurazepam, zolpidem, flunitrazepam y
flumazenil.

e Su mutacién por Leucina resulta en una pérdida completa de la | [306,314]
potenciacion y de la afinidad de unién de zolpidem, mientras que
la afinidad por diazepam y flumazenil solamente se reduce.

e Su mutacién por Tirosina reduce considerablemente la afini- | [277,314]
dad de unién de diazepam y flunitrazepam, mientras que aumenta
ligeramente la de zolpidem y no afecta la unién de flumazenil.

e Su mutacién por Triptofano reduce considerablemente la afinidad [314]
de unién de diazepam y flumazenil.

e Importante para la unién de gran afinidad de las BDZs clasicas | [269,311]

b MRATY v de las i-BDZs.
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Loop | Residuo | Interaccién Fuente
e Sumutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de zolpidem [106]
y eszopiclone.

e Estudios de SCAM mostraron que el sustituyente-3’ de las i- [269]
BDZs se encuentra cercano a este residuo.
e Estudios de SCAM revelaron que forma parte del sitio de unién. [107]
e Su mutacién por Tirosina afecta la union de las i-BDZs pero no [269]
de flunitrazepam.
e Su mutacién afecta la unién de las i-BDZs y de las BDZs clésicas | [269,311]
en menor manera.

2 T81 e Su mutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de zolpi- [106]
dem.
e Estudios de SCAM revelaron que forma parte del sitio de unién. [107]
e Estudios de SCAM mostraron que el sustituyente-3’ de las i- [269]
BDZs se encuentra cercano a este residuo.
e Estudios de SCAM mostraron que flurazepam no proteje a este [269]
residuo de la modificacién covalente.
e Su mutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de flura- [299]
zepam, eszopiclone y zolpidem.

9 M130
e Sin embargo, otros estudios muestran que la mutacién por Cis- [106]
teina aumenta la afinidad de unién de zolpidem.

E e Su mutacién por Leucina genera una disminucién en la afini- | [277,312]
dad de unién de zolpidem, mientras que la de diazepam sélo es
levemente reducida.

e No afecta la unién de flumazenil, pero si es determinante en la [313]
unién de flunitrazepam y clonazepam.

v2R132 | e Su mutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de flura- [299]
zepam, eszopiclone y zolpidem.
e Sin embargo, otros estudios muestran que la mutacién por Cis- [106]
teina aumenta la afinidad de unién de zolpidem.

2 T142 | e Su mutacién por Serina genera que rol5-4513 y flumazenil sean [315]

potentes moduladores positivos. A su vez aumenta la modulacién
de diazepam, clonazepam y flunitrazepam; mientras que la modu-

lacién por zolpidem se reduce a la mitad.

175




Loop | Residuo | Interaccién Fuente
v2R144 | e Su mutacién por Cisteina reduce la afinidad de unién de eszo- [106]
piclone.
e Si bien no estaria en contacto directo con diazepam, estd asociado [265]
72V190 con la orientacién del mismo.
: e Estudios de Proximity-accelerated chemical coupling han demos- [265]
trado que las BDZs clasicas orientan su grupo NCHjs hacia este
residuo.
e Relacionado con la eficacia de flurazepam, eszopiclone y zopidem, [299]
12RI9T pero no con su afinidad de unién.
e Estudios de SCAM muestran que flurazepam y zolpidem demo- [276]

ran su modificacion covalente, sugiriendo movimientos en el loop F

luego de la unién de los ligandos.
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