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Resumen

El propdsito del trabajo fue proponer una explicacién para los mecanismos de la accién
bioldgica de la cafeina y de otras metil-xantinas como estimulantes del sistema nervioso.
Ya que estos compuestos son bloqueadores de los receptores de adenosina y la adenosina
interactiia con los segmentos intra-membranicos de los receptores Al y A2a, se realizaron
célculos para encontrar los minimos de energia de interaccién de fragmentos de receptores
de adenosina con las metil-xantinas, para después hacer una comparacién con los minimos
de adenosina. Puesto que la estructura de los sistemas en consideracion es compleja, los
célculos se realizaron con el método de Mecédnica Molecular utilizando el paquete molecular
estdndar AMBER y el campo de fuerzas con el mismo nombre. Encontramos docenas de
minimos locales para cada uno de los posibles complejos y para estos se construyeron mo-
delos moleculares a nivel atémico. Los minimos mas profundos corresponden a la formacién
de varios enlaces de hidrégeno de los residuos polares de aminoacidos de los receptores con
los centros hidrofilicos de cada uno de los ligandos.

Los célculos mostraron que los valores de energia de interacciéon de las metil-xantinas
con fragmentos de receptores en los minimos mas profundos no difieren en méas de 1.5
kcal/mol, lo que permite explicar porque la actividad neuro-estimulante de las 3 metil-
xantinas es aproximadamente la misma. La molécula de adenosina es el ligando natural de
los receptores, la cual tiene 5 centros protén-aceptor y 5 proton-donador y también varios
grados de libertad intra-moleculares asi que pareceria que ella tiene la preferencia al inte-
raccionar con fragmentos peptidicos. Sin embargo, los calculos mostraron que los minimos
ma&s profundos de energia de interaccion de adenosina con los receptores tienen valores
casi iguales que los minimos mas profundos para cafeina. Como mostraron los calculos, las
conformaciones mas favorables de la adenosina corresponden a la formacién de 2 enlaces-
H intra-moleculares, lo que disminuye la cantidad de los centros hidrofilicos accesibles
para interacciones con otras moléculas y a su vez disminuye la movilidad conformacional.
Esto permite explicar cualitativamente porque se tiene una energia de interaccién con los
fragmentos de proteinas, menor del que podria esperar solo del andlisis de la estructura
molecular de adenosina. Los valores cercanos de la energia de interaccién de la cafeina y
adenosina con fragmentos de receptores de adenosina permiten explicar la posibilidad de
la accién de la cafeina como bloqueador de receptores de adenosina y por consiguiente ser
un neuro-estimulador.

XIII






Introduccion

La cafeina es una de las sustancias biolégicamente activas, méds consumidas por la
poblacién [1]. Ella posee un espectro amplio de efectos biolégicos producidos por su in-
teraccion con biopolimeros, ademas de su accién principal como estimulador del sistema
nervioso [2], la cafeina influye sobre los sistemas celulares incluyendo los procesos genéticos,
asi como sobre la permeabilidad de las biomembranas, la formacién de complejos de CAF
con pares de bases y ligandos sugiere una posible influencia de la cafeina en la interaccion
del ADN [3]. Existen diferentes opiniones sobre el consumo de cafeina basados en obser-
vaciones experimentales como por ejemplo, que la cafeina puede producir un sindrome
clinico de dependencia similar al que producen otras sustancias psicotrépicas [4], también
hay reportes médicos sobre desérdenes del suenio asociados con el consumo de cafeina [5] y
sobre el consumo de bebidas cafeinadas reducen el riesgo de muerte por dano cardiovascu-
lar [6]. A pesar de que hay trabajos dedicados al estudio de los efectos bioldgicos y médicos
de la cafeina [7, 8, 9, 10], entre los especialistas no existe una opinién unificada sobre si
la cafeina es solamente un estimulador fisiolégico 1til o tiene efectos secundarios malignos
que provocan serias lesiones en el sistema nervioso. En la actualidad se ha incrementado
el uso médico de los compuestos de la familia de las xantinas y sus derivados (cafeina).
Esto hace que sea actual el estudio de los mecanismos fisicos de la accion de la cafeina con
el uso de los métodos modernos con célculos tedricos. En el presente trabajo utilizamos el
método de mecédnica molecular a través del programa Amber9 [11, 12, 13| para desarro-
llar célculos de energia de interaccion entre cafeina, adenosina, teofilina y teobromina con
receptores de adenosina.

Los modelos de los receptores de adenosina se construyen de acuerdo al modelo re-
portado por Rivkees [14]. Hasta ese momento no existia nungun estudio computacional
relacionado, en el 2010 una contribucién importante en esta linea de investigacién se ha
realizado por el grupo de trabajo del Dr. Poltev [15, 16] donde se presentan las primeras
configuraciones de baja energia de fragmentos de receptores de adenosina A1l con cafeina,
un trabajo més reciente [17] muestra que los valores de energias de interaccién de los re-
ceptores de adenosina A1l y A2a con adenosina y cafeina son bastante cercanos para ambos
ligandos, por lo tanto las posibilidades para la formacién de complejos con fragmentos de
los receptores de adenosina Al y A2a resultan ser similares para ambos ligandos.

La adenosina desempena un papel importante fisiolégicamente, puesto que activa a
los receptores de adenosina (Al, A2a, A2b, y A3). Estos cuatro tipos de receptores de
adenosina han sido clasificados [18] y clonados de diferentes especies mamiferas [1, 19]
incluyendo el ser humano. Los receptores de adenosina son proteinas de las membranas,
en la actualidad hay sélo un trabajo de rayos X sobre la estructura tridimensional del
receptor humano A2a en complejo con su antagonista ZM241395 [20]; en 2011 utilizando
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XVI Introduccion

esta esctructura Yuli y colaboradores reportan un estudio de los modos de union de la
cafeina con el receptor de adenosina A2a [21]. En el mismo ano nuevas estructuras de
complejos del receptor A2a con varios ligandos fueron publicados, incluyendo adenosina
[22], cafeina [23] y el agonista con una estructura molecular mas compleja que ZM241395
denominado UK-432097 [24]. La estructura tridimensional de empaquetamiento del recep-
tor A2a depende del ligando utilizado para la cristalizacion, por ejemplo cafeina forma
s6lo un enlace hidrégeno mientras los otros ligandos forman varios enlaces hidrégeno con
residuos de aminodcidos en la region de empaquetamiento, 3, 6 y 10 enlaces hidrégeno
son formados con ZM241385, adenosina y UK-432097 respectivamente. Lee y Lyman [25]
utilizaron esas estructuras para comparar la unién de adenosina y UK-432097 con el re-
ceptor A2a. Simulaciones de dindmica molecular permiten a los autores dar cuenta de la
accion mas potente de UK-432097 comparado con adenosina mediante la estabilizacién de
la conformacién activa de A2a a través de la formacion de una red de enlaces hidrégeno
mientras que adenosina es capaz de formar varios complejos y migrar entre esas posiciones
[25]. Esta conclusién derivada de las trayectorias de dindmica molecular puede ser enten-
dida del andlisis de las estructuras moleculares de esos ligandos y sus complejos con el
receptor A2a.

La evidencia disponible [26, 27, 28, 29, 30, 31] sugiere que la mayoria de los efectos de
la cafeina son explicados por el bloqueo de la cafeina sobre los receptores de adenosina,
los cuales se encuentran distribuidos en diferentes partes del cuerpo, por ejemplo, los
receptores de adenosina Al estdn distribuidos en el cerebro (en el hipocampo, corteza
cerebral, en el nicleo del Télamo) y espina dorsal (sistema nervioso central), mientras
que la distribucién de los receptores de adenosina A2a es més restringida [32]. Debido a
la importancia de los receptores de adenosina, se han sintetizado complejos de agonista
y antagonistas [14, 33], todos ellos tienen una estructura més compleja que la cafeina
y la adenosina misma, y tienen mds posibilidades para la formaciéon de complejos con
los receptores. Por tanto, es particularmente interesante entender ;Por qué una molécula
como la cafefna con un conjunto restringido de centros para interaccion fuerte puede
competir con moléculas méas grandes capaces de formar més enlaces de hidrégeno y por
tanto formar complejos mas estables? Por lo anterior este trabajo de tesis esta enfocado
a estudiar mecanismos moleculares de las interacciones de la cafeina con receptores de
adenosina para tratar de clarificar los posibles mecanismos de competicion de cafeina y
adenosina por los sitios de unién en los receptores de adenosina Al y A2a. Para llegar a
nuestro objetivo emprendemos las siguientes acciones:

= Realizar calculos de optimizacién de complejos de cafeina y adenosina con segmentos
de hélice transmembrana de los receptores de adenosina Al y A2a, utilizando los
métodos de mecanica molecular

» Comparar los complejos que forman cafeina y adenosina con segmentos transmem-
brana de los receptores de adenosina Al y A2a

» Construir modelos atémico-moleculares de los posibles complejos que forman la
cafeina y adenosina con segmentos transmembrana de los receptores de adenosina.

= Realizar cdlculos de minimizacién de complejos de teofilina y teobromina con segmen-
tos transmembrana del receptor de adenosina Al y compararlos con los complejos
de cafeina y adenosina.
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Las moléculas involucradas en nuestro estudio son los receptores de adenosina Al y
A2a, y los ligandos: la adenosina (agonista) y la cafeina (antagonista competidor de la
adenosina). Como ya mencionamos el efecto farmacolégico principal de la cafeina es la
estimulacién del sistema nervioso central, relacionando su accién como un antagonista
sobre los receptores de adenosina Al y A2a. Como nuestro trabajo aspira a dar un escla-
recimiento de los mecanismos moleculares de este efecto a nivel molecular, procederemos
en el capitulo 1 a hacer una revisién de los aspectos generales de las proteinas, cémo estan
constituidas, su estructura y funcién molecular, asi como de examinar aspectos generales
de la molécula de adenosina y cafeina.

En el capitulo 2 se aborda la metodologia utilizada para el desarrollo de los calculos
computacionales de la tesis. Se describe la aproximacién de mecénica molecular (MM) y
cémo ésta trabaja con las moléculas. El enfoque de MM es esencial para la representacion
de las energias conformacionales de sistemas bioldgicos. En el capitulo 3 se reportan los
resultados obtenidos y se da una discusién a los mismos. En el capitulo 4 se dan las
conclusiones inferidas de los resultados mostrados en el capitulo anterior.






Capitulo 1

Revision de los conceptos
biolégicos

1.1. Mecanismos de transduccion de senales

Cada célula humana estd rodeada por una membrana plasmaéatica, una bicapa de fos-
folipidos. La membrana hace posible que la célula pueda mantener una combinacién es-
pecifica de las especies bioquimicamente activas, mientras que previene la entrada no de-
seada de otras sustancias del ambiente exterior. Para que el funcionamiento sea adecuado,
la maquinaria bioquimica dentro de una célula tiene que ser capaz de recibir instrucciones
desde el exterior. Cambios en los niveles hormonales en el exterior de la célula provocan
cambios adaptativos en la actividad enzimatica en el interior. De hecho, las células hu-
manas estdn en constante comunicacién entre si y el entorno circundante, esto requiere
una estructura y mecanismo molecular para la transmision de informacion a través de la
membrana plasmatica. Ademas, en el cuerpo, la transmisién de sefiales puede tener lugar
a distancias largas. Para poder responder rapidamente, el cerebro necesita informacién de
los sentidos, de la vista, el olfato, el gusto. De nuevo, esto requiere un mecanismo molecular
para la transmisién de informacién a través de la membrana plasmatica.

La comunicacién inter e intracelular se lleva a cabo por senales quimicas y eléctricas,
constituyendo sistemas que requieren de caracteristicas especiales para asegurar precision
y eficiencia. Independientemente de la naturaleza de la senal, las células blanco respon-
den por medio de receptores, estos son proteinas que se unen especificamente y con gran
afinidad a su respectivo ligando e inicia la respuesta celular. En la mayoria de los casos los
receptores son proteinas transmembrana que al unirse al ligando activan una cascada de
eventos que alteran el comportamiento celular, la respuesta se presenta de milésimas de
segundo a minutos. Los receptores localizados en la membrana celular (proteinas trans-
membrana) se agrupan en tres clases:

= Receptores con canal idnico
= Receptores ligados a proteinas G

= Receptores con actividad enzimaética intrinseca o ligados a enzimas
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En los receptores que se constituyen en canales iénicos e inmediatamente de su interac-
cion con el ligando, permiten que las senales pasen bajo la forma de movimiento de iones al
interior de la célula. Este movimiento de iones da lugar a cambios en el potencial eléctrico
de las células que, a su vez, propaga la senal a lo largo de ésta. En el segundo tipo de recep-
tores la transduccion de la senal es mas compleja e involucra el acoplamiento del ligando
y su receptor ocasionando muchos eventos intracelulares. Los receptores acoplados a las
proteinas G, también conocidos como receptores de los siete regiones transmembranales,
o receptores heptahelicoidales comprenden una gran familia de proteinas de receptores
transmembrana que perciben moléculas afuera de la célula (ligandos) y activan las vias de
transduccién de senales y, finalmente, las respuestas celulares. Los receptores acoplados
a las proteinas G sélo se encuentran en eucariotas y estdn involucrados en muchas enfer-
medades, también son el blanco de aproximadamente el 50 % de todos los medicamentos
modernos [34].

Todos los receptores conocidos de superficie celular se acoplan a proteinas G triméricas
es decir se componen de tres subunidades distintas a, 8 y v (conocidas como Ga, Gf, y
G, respectivamente). Cuando un ligando se une a los receptores acoplados a proteinas
G (inactiva) y una vez que el ligando es reconocido, el receptor cambia de conformacion,
Fig.1.1 de esta forma activa mecanicamente a la proteina G, que se separa del receptor. El
receptor ahora puede activar otra proteina G o volver a su estado inactivo. El resultado
eventual es una alteracién en actividad celular y un cambio del programa de los genes que
se expresan dentro de las células. En la Fig. 1.2 se describe la secuencia del mecanismo de
activacion de los receptores acoplados a las proteinas G cuando ocurre la unién del ligando
al receptor y posteriormente su inactivacién

Figura 1.1: Diagrama del estado activo e inactivo de los receptores acoplados a proteinas
G. Cuando el ligando se acopla al receptor, éste cambia su conformaciéon permitiendo el
acoplamiento de las diferentes subunidades de las proteinas G.
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Figura 1.2: Diagrama de la secuencia de activacién de los receptores acoplados a proteinas
G e inactivacion posteriores a la unién del ligando al receptor. 1.- Unién del ligando al
receptor. 2.- Activacién de la proteina G. 3.- Unidn de la guanosin trifosfato a la subunidad
alfa. 4.- Desacople de guanosin difosfato de la subunidad alfa. 5.- Separacién de las frac-
ciones activas (subunidad alfa unida a guanosin trifosfato y subunidades beta - gamma).
6.- Activacién por cada una de estas subunidades de las vias de sefializacién intracelular.

Se considera que el receptor existe en un equilibrio entre los estados conformacionales
biofisicos activos e inactivos y la unién de un ligando en un receptor podria desplazar el
equilibrio hacia los estados activos del receptor. Existen tres tipos de ligandos:

» Los agonistas son ligandos que desplazan el equilibrio en favor de los estados activos.

= Los agonistas inversos son ligandos que desplazan el equilibrio en favor de los estados
inactivos.

» Los antagonistas neutrales son ligandos que no afectan el equilibrio.

1.2. Cafeina

La cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas cuyos metabolitos incluye los
compuestos de teofilina y teobromina, con estructura quimica similar y efectos similares
(aunque de menor intensidad a las mismas dosis) la cafeina es un sélido cristalino, de sabor
amargo, que actiia como una droga psicoactiva, levemente disociativa y estimulante por su
accion antagonista no selectiva de los receptores de adenosina. La cafeina fue descubierta
en 1819 por el quimico aleman Friedrich Ferdinand Runge: fue él quien acufié el término
Koffein, un compuesto quimico en el café, el cual pasaria posteriormente al espafiol como
cafeina. Su férmula quimica es CSH10N402, su nombre sistematico es 1,3,7-trimetilxantina
o bien como 3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona y su estructura junto con teofi-
lina y teobromina se muestra en la (Fig 1.3 a). La molécula de cafeina se representa como

3
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un anillo plano purinico con tres centros protén-aceptores (dtomos 02, O6 y N9), tres
grupos metilos y ningtin grupo protén donador de tal manera que la molécula de la cafeina
no puede formar complejos que contenga dos enlaces de hidrégeno con otra molécula de
cafeina o alguna de las bases del ADN. Por otro lado, la teofilina y teobromina presentan
tres centros protén-aceptores y dos grupos metilos en posiciones diferentes (Fig 1.3 (b, c)).

Figura 1.3: Estructura de las moléculas de cafeina (a), Teofilina (b) y Teobromina (c).

Historicamente la cafeina ha sido sujeto de extensas investigaciones y estudios a nivel
bioquimico, fisicoquimico, genético y médico que han conducido a determinar el impacto
de la cafeina sobre diversos procesos bioquimicos y psicoldgicos.

Sin embargo, hasta la fecha, el mecanismo molecular de la accién de este compuesto
(bastante simple) se ha investigado poco, siendo ain menos estudiado el efecto de la
cafeina sobre el funcionamiento de los acidos nucleicos. En esta direccién nuestro grupo ha
estudiado la interaccién de la molécula de cafeina con fragmentos de acidos nucleicos [3]. El
efecto principal de la CAF es la estimulacion del sistema nervioso central y periférico [2]. El
blanco principal de la accién de la CAF en concentraciones fisiolégicamente significativas,
son los receptores de adenosina (AR). Generalmente es aceptado que la CAF presenta un
comportamiento competitivo antagénico con la adenosina [28], la cual interactia con los
receptores Al y A2a [1, 29, 31].

La cafeina inicialmente estimula el sistema nervioso a nivel de la corteza y médula
cerebral, después estimula el corddn espinal (a altas dosis). Sus efectos comienzan dentro
de 1 hora, y paran de 3-4 horas [35]. La cafeina es rdpidamente absorbida en el tubo
gastrointestinal y metabolizada en el higado, su absorcién en la regiéon gastrointestinal es
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rapida y 99 % de los humanos son capaces de absorberla en 45 minutos, después de la
ingesta [36]. Las propiedades hidrofébicas de la cafeina le permiten su paso a través de
todas las membranas bioldgicas.

Diversas hipdtesis han sido formuladas concernientes al posible mecanismo de accién
de la cafeina a nivel celular.

» Movilizacién intracelular del calcio [37].
» Inhibicién de fosfodiesterasas de nucleotidos [38, 39].
» Enlace de la cafeina a receptores de benzodiazepina [40] [41].

= Antagonismo a nivel de los receptores de adenosina [42].

La hipdtesis “Antagonismo a nivel de los receptores de adenosina”viene de estudios de
Sattin y Rall [42], bajo diversas condiciones la teofilina reduce la acumulacién de AMPc
en el cerebro en lugar de incrementarlo como es el esperado por un inhibidor de la fos-
fodiesterasa. Por lo tanto, ellos sugieren que la teofilina podria bloquear la estimulacion
de formacién de AMPc por adenosina endégena. La posibilidad de que el efecto central
de estimulacién de las metilxantinas resulte de una competencia antagonista de efectos
depresores de adenosina enddgena es apelable por diversas razones. Muchos efectos farma-
colégicos de adenosina en tejido nervioso pueden ser suprimidos por relativa baja concen-
tracién de circulacion de metilxantinas, es decir, menos que 100 uM lo cual es obtenido
después de 1-3 tazas de café. Esta concentraciéon aparentemente no tiene efectos directos
sobre el metabolismo de AMPc, ni sobre el cambio de las concentraciones de calcio [43, 44].
Administraciones de adenosina y sus derivados usualmente producen efectos opuestos a
aquellos de la cafeina o teofilina [45]. Estos efectos incluyen depresién espontanea de ac-
tividad eléctrica de las neuronas [46, 47], inhibicién de transmisores sindpticos [48, 49], y
relajamiento de neurotransmisores [50, 51]. La relativa eficiencia de varios compuestos de
xantinas en estimulacién a la actividad locomotora es relacionada a la relativa afinidad de
esas sustancias por receptores de adenosina [44, 52]. La cafeina y teofilina también actiian
como receptores antagonistas de la adenosina en humanos [53]. Hay dos subclases princi-
pales de receptores de adenosina: receptores Al tienen una alta afinidad por adenosina, y
A2 tienen baja afinidad [54, 55, 56]. La adenosina a través de estos dos tipos de receptores
regula un nimero de funciones fisiolégicas; cada una por inhibicién (A1 receptores), o por
estimulacién (A2 receptores) de adenilato ciclasa. La cafeina y teofilina ejercen acciones
antagdnicas sobre estos tipos de receptores [52, 57].

1.3. Adenosina

La adenosina es importante en procesos bioquimicos, tales como la trasferencia de
energia, en la forma de adenosin trifosfato (ATP) y adenosin difosfato ADP, asi como
trasductor de senal en la forma de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La adenosina
desempena un papel importante como neuromodulador en el sistema nervioso central, a
través de la interaccién con sus receptores Al, A2A; A2B y A3, ampliamente distribuidos
en los tejidos del cuerpo (como se vera en la siguiente seccién) produciendo vasodilatacion,
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broncoconstriccién, inmunosupresion. Como farmaco, se utiliza para revertir la taquicardia
supra-ventricular paroxistica al bloquear el nédulo auriculo-ventricular.

La adenosina es un nucledsido (Fig. 1.4) formado de la unién de adenina con un anillo
de ribosa (también conocido como ribofuranosa) a través de un enlace 8-glucosidico (8-
N9). La adenosina es una purina endégena sintetizada de la degradacién de aminodcidos
como metionina, treonina, valina e isoleucina asi como de la adenosin monofosfato (AMP).

O QH

Figura 1.4: Estructura de la adenosina. Diagrama ilustrativo (derecha) y estructura obteni-
da con céalculos ab initio.

Como mencionamos la adenosina es un nucledsido, siendo un componente de los acidos
nucleicos. En esta seccién revisaremos las caracteristicas estructurales de los nucleosidos
y nucledtidos.

Los nucledsidos son moléculas resultantes de la unién de una base nitrogenada y una
pentosa. La unién se realiza mediante un enlace N-glucosidico que se establece entre el
carbono C1” de la pentosa y un nitrégeno de la base (el NI si es pirimidinica o N9 si es
purica) con la pérdida de una molécula de agua.

Los nucleétidos se forman por uniéon de un nucledsido con una molécula de acido
fosférico en forma de i6n fosfato (PO43), que le confiere un caracter fuertemente acido al
compuesto. El enlace éster se produce entre el grupo alcohol (OH) del carbono C5” de la
pentosa y el acido fosférico. Se nombra como el nucleésido del que proceden eliminando
la letra a final y anadiendo la terminacién 5 ~fosfato, o bien monofosfato; por ejemplo,
adenosin-5 ~fosfato o adenosin-5 ~monofosfato (AMP).

Hay cuatro parametros conformacionales requeridos para definir la estructura de un
nucledtido; éstos se describen a continuacién:

1. Angulo de torsién glucosidico x determina la disposiciéon syn o anti de la base
relativa a la forma del azicar, en la (Fig. 1.5) se ilustran las conformaciones syn y anti
para la adenosina.

El enlace glucosidico enlaza una molécula de azicar (dexosirribosa, ribosa) con una
base (A, G, T, C), y se designa mediante los dtomos C1 ~-N9 para las purinas y C1 -N1
para las pirimidinas. El dngulo y estd definido en términos de cuatro dtomos (Ver Tabla
1.1) y puede adoptar un amplio rango de valores, en la Fig. 1.6 se muestra un esquema de
éste angulo y los dtomos involucrados para su medicion.
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Figura 1.5: Conformaciones syn y anti del nucleosido adenosina.
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Figura 1.6: Esquema de los angulos de torsiéon x y -y, en color rojo estan marcados los
atomos involucrados para el angulo x y en azul los correspondientes para el angulo ~.
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Los residuos de purina (A, G) tienen dos orientaciones estéricas posibles en relacién
con el azicar, conocidas como conformaciones syn y anti, en el caso de la pirimidinas (C,
T) sélo la conformacién anti se forma facilmente porque en la conformacién syn el azicar
interfiere estéricamente sobre el sustituyente del C2 de la pirimidina. En la mayor parte
de los édcidos nucleicos de doble hélice todas las bases estdn en la conformacién anti [58],
la excepcion es el ADN-Z en el cual los residuos alternados de pirimidinas y purinas son
anti vy syn. Los nucledtidos que se dibujan con la base sobre la pentosa equivalen a la
conformacién syn, mientras que cuando se dibuja la base hacia fuera/derecha del aztcar,
se trata de la conformacién anti.

2. Angulo de torsién v determina la orientacién del grupo 5 -OH (6 5’ -fosfato), y esta
definido por los dtomos 05 -C57-C4 -C8 ", en la Fig 1.6 se muestra un esquema de este
angulo.

La conformacién del esqueleto de azucar-fosfato sigue una secuencia numérica de ato-
mos P-05°-C5°-C4 -C8’-08’-P, y esta definida por dngulos de torsion «, 3, v, 6, €, (, en
orden alfabético (Fig. 1.7), cada uno de éstos angulos estd definido por cuatro atomos, en
la Tabla 1.1 podemos ver los atomos que definen a cada uno de éstos angulos de torsién.

— Direccionde (3
7  lacadena

03 1
i Base

E E i, C4 (Purinas)
Jao g C2 (Pirimidinas

ol

oo

o m

C2

E)
.

Figura 1.7: Esquema dende se ilustran los d&ngulos de torsién del esqueleto azicar-fosfato.

3. Plegamiento del anillo de furanosa descrito por el angulo de fase de pseudo-rotacién
P(0° —360°). Los angulos de torsién del azicar son denotados por vy,..., v4; la orientacién
de la base relativa a la molécula de azicar estd dada por el angulo x. Los angulos vy — vy,
p, vy 7y siguen la notacién de Saenger [59].
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Tabla 1.1: Definicién de dngulos de torsién en nucledtidos

Angulos de torsién Atomos involucrados
! 037°-P-05°-C5”°
B P-O57-C5°-C4”
vy 057°-C57-C4"-C3”
4] C57-C4°-C37-03”
€ C4°-C3°-03°-P
¢ C37-037-P-0O
047’-C1’-N1’-C2 (Pirimidinas)
X 047-C1°-N9°-C4 (Purinas)
Vo C47-04°-C1°-C2”
vy 04°-C17-C2°-C3~
Vo C17-C27°-C37-C4”
V3 C2°-C37°-C4704"
vy C3°-C4°04°-C1”

Las unidades de los dngulos definidos en la tabla anterior son los grados.

Los aziicares en los acidos nucleicos son moléculas con cinco atomos de carbono, en el
ARN se llama ribosa y en el ADN se llama desoxirribosa, en la ribosa el atomo de C2 “tiene
un grupo OH, mientras que la desoxirribosa el atomo de C2~ tiene sélo un atomo de H
(Figs. 1.8).

4. El grado de desviacién de la planaridad del anillo de la furanosa indicado por el
maximo plegamiento fuera del plano vi,q,.

El dangulo fase de pseudo-rotacién P y la amplitud maxima de plegamiento vp,q, son
pardametros calculados de las (Ecs. 1.1 y 1.2) en términos de los dngulos de torsién del
azucar definidos previamente en la tabla 1.1.

Como la funcién arctan produce angulos en un rango de —90° a 90°, se suman 180° a
la funcién arctan(p) cuando o es negativo para obtener valores de P en el rango de 90°
a 270%; 6 se suman 360° a la funcién arctan(p) cuando p es negativo para obtener valores
de P en un rango de 270° a 360°

_ (ra—w) —(r3—1)

= 1.1
2(12)(sin36 + sinT2) (1.1)
arctan p + 180° si v <0, de otro modo
P = arctanp+ 360° si p <0, deotromodo
arctan p
v
Vmag = abs(COZp) (1.2)

El anillo del azicar (ribosa y desoxiribosa) generalmente no es plano y puede adoptar
multiples conformaciones frecuentemente con pequenas diferencias energéticas comparati-
vas: esto debido a que las nubes de electrones se solaparian de estar en el plano, de esta
forma, uno o mas atomos de carbono siempre quedan por fuera del plano en el que se
encuentran los demas. Asi, el azicar puede presentar forma de sobre o forma E (del Inglés
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Figura 1.8: Diagrama de la estructura de la molécula de la ribosa (a), dexosirribosa (b) y
la numeracién de sus atomos.

envelope) cuando uno de los carbonos queda fuera del plano, o bien forma de media silla
o forma T (del Inglés twist) cuando dos de los carbonos quedan por fuera del plano y
en lados opuestos (Fig. 1.9) Ademds, para cada uno de estos carbonos la conformacién
puede ser endo, si el carbono esta dirigido hacia donde lo estd el carbono C5’, o exo, si
esta dirigido hacia el lado opuesto.

= <
Tﬁ a_E
) = —

Figura 1.9: Diagrama que muestra las diferentes conformaciones que adopta la molécula
del azucar (ribosa o desoxirribosa). Forma T y E.
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1.4. Los receptores de adenosina

El blanco principal de la accién de la cafeina en concentraciones fisiologicamente sig-
nificativas, son los receptores de adenosina. Como se ha mencionado la CAF es un an-
tagonista competitivo de la adenosina, la cual interacttia con los receptores Al y A2a
[1, 29, 31]. Existen cuatro tipos de receptores de adenosina han sido clasificados [18] y
clonados de diferentes especies mamiferas [1, 19] incluyendo el ser humano. El receptor
de adenosina Al es el mejor conocido y mas ampliamente estudiado, encontrandose dis-
tribuido en el sistema nervioso central y en otros tejidos del organismo (en la parte final
de esta seccidn se describird esta molécula con més detalle). Estos receptores de adenosina
son proteinas de las membranas y podemos imaginarlos como un hilo en el que hemos
enhebrado muchas perlas. Cada perla representa un aminoacido, los ladrillos con que se
forman nuestras proteinas. Para una comprensién de estas moléculas haremos una revision
de las proteinas, su estructura y los tipos de funciones que desempenan.

1.4.1. Proteinas

Las proteinas desempenan un papel fundamental para la vida y son las biomoléculas
mas versatiles y diversas. Son imprescindibles para el crecimiento del organismo y reali-
zan una enorme cantidad de funciones diferentes. Las proteinas son biopolimeros (macro-
moléculas organicas), constituidas basicamente por carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno
(O) y nitrégeno (N); azufre (S) y fésforo (P) y, en menor proporcién algunos metales como
el hierro (Fe), cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (Y), etcétera. Estos elementos quimicos se
agrupan para formar unidades estructurales (mondémeros) llamados: Aminodcidos, (en la
Fig. 1.10, se muestra la representaciéon general de un aminoacido), a los cuales podriamos
considerar como los “ladrillos de los edificios moleculares proteicos”. Las proteinas son
compuestos complejos formados por cadenas de cientos y miles de aminodcidos unidos
entre si por enlaces peptidicos.

COO~

.

R

Figura 1.10: Esquema de la estructura general de un aminoéacido.

Aunque los aminodcidos solo son 20 (Fig. 1.11), las posibilidades de combinarlos son
infinitas. Las propiedades de cada una de las proteinas al igual que su funcionalidad
dependen de la secuencia de aminoacidos que la formen.

Los péptidos son cadenas lineales de aminoacidos unidos por enlaces quimicos de tipo
amidico a los que se denomina enlace peptidico (Fig. 1.12).

11



CAPITULO 1. REVISION DE LOS CONCEPTOS BIOLOGICOS
1.4. LOS RECEPTORES DE ADENOSINA

HzN—(|3H—C—OH
CHa

Alanina (Ala)

o
Il
HsN—CH-C —0H
|
CHz

CH3

C=NH
I
NHz

Arginina (Arg)

o
I
HzN—CllH—C —OH
CHz
|
Cc=0
|
MHz
Asparagina (Asn)

i
HsN—CH—-C —OH

Acido Aspartico {Asp)

(o]

Il
HaM— CH-C —OH
I

ik
SH
Cisteina {Cys)

C=0
I
MHz

Glutamina (GIn)

HzN—tllH-C —OH
H

Glicina (Gly)

o

I
H:N—CH-G —OH
|

CHz

N/J\\\\\
W
Histidina {His}

o]
I
HzM —CliH—C —0OH
|:|FH— CHa
CHz
|
CHz
Isoleucina (lle}

o
H;N—CH—'C'—OH
CHz
CH-CHy
CHy

Leucina (Leu)

HN—CH-C —OH

MH;
Lisina (Lys)

o]

[l
H:N—CH-C—0H

CHs
Metionina (Met)

i
HzMN —'CliH-C —0OH
CHz

D
i
n'/

Ry
Fenilalanina (Pha)

C—0OH

HM

Prolina (Pra)

Il
HzN—cl:H—c —0OH
CHa

OH

Serina (Ser)

0]
1
HzN—CH-C—0OH
CH-OH
CHs

Treonina (Thr)

o \"\ e
¢ /B
HN—! }f
=
Triptofano (Trp)

i
I
H-;N—Ll.“H-C—DH

Tirosina( Tyr)
o
|l
HsM— CH-C—0OH

I
ClH—CH:;

CH3

Valina (val)

Figura 1.11: Estructura de los 20 aminoécidos que se combinan para formar a las proteinas.
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Figura 1.12: El enlace peptidico se forma entre dos aminodcidos contiguos con el respectivo
desprendimiento de una molécula de agua.

Figura 1.13: Planaridad del enlace peptidico.

El enlace peptidico es un enlace covalente y se establece entre el grupo carboxilo -
COOH de un amino&cido y el grupo amino -NH2 del aminoacido contiguo inmediato, con
el consiguiente desprendimiento de una molécula de agua, en la Fig 1.12 se muestra la
formacién del enlace peptidico a través de la unién de dos aminoédcidos contiguos.

El enlace peptidico posee un cardcter de doble enlace, lo que significa que es mas corto
que un enlace sencillo y por consiguiente, es rigido y plano (Fig. 1.13), esto sifnifica que no
existe rotacion alrededor del enlace. Esta caracteristica previene la libre rotacién alrededor
del enlace entre el carbono carbonilico y el nitrégeno del enlace peptidico. Aun asi, los
enlaces entre los C-alpha y los alpha-aminos y alpha-carboxilo, pueden rotar libremente; su
unica limitacién estd dada por el tamano del grupo funcional o radical (R). Es precisamente
esta capacidad de rotacién la que le permite a las proteinas adoptar un ntimero muy grande
de conformaciones.

La distancia de enlace determinada por Pauling y Corey para el enlace peptidico fue
de 1.32 A, intermedia entre los 1.49 A, de un enlace simple C-N y los 1.27 A, de un enlace
doble C=N

La representacién més correcta del grupo peptidico seria un hibrido de resonancia
en el cual los electrones estdn compartidos entre el oxigeno del carbonilo, el carbono
del carbonilo y el nitrégeno del grupo amida. Los seis datomos del grupo peptidico se
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encuentran en el mismo plano debido al cardcter parcial de doble enlace que presenta el
enlace peptidico.

Dada la rigidez del enlace peptidico, la conformacién de las proteinas depende de la
rotacién de los enlaces N-Ca y Ca -C que unen dos enlaces peptidicos adyacentes y si
ellos pueden girar libremente. El dangulo de rotacién del enlace N-Ca se denomina ¢ y
el del enlace Ca -C se denomina 1. La conformacién de la cadena polipeptidica queda
perfectamente definida si se definen los dngulos ¢ y ¥ de cada uno de sus enlaces (Fig.
1.13).

Los enlaces peptidicos generalmente se encuentran en posicién trans en lugar de cis
esto se debe en gran parte a la interferencia estérica (de tamafio) de los grupos R cuando
se encuentran en posiciéon cis. (Fig. 1.14)

Enlace peptidico Enlace peptidico
trans cis

H
| r_’:f COOH £ ~
At X NHg*—sC\__/ C2-COOH
X o— R RN\ e=n7"R
. Fa
0" H

Figura 1.14: Configuracién trans y cis del enlace peptidico.

Al igual que los enlaces amida, los grupos -C=0 (carbonilo) y -NH (amino), de los
enlaces peptidicos, son incapaces de recibir o donar protones en un amplio rango de valores
de pH (entre 2 y 12). En las proteinas, los tinicos grupos cargados son el N-y C-terminales
y cualquier grupo ionizable presente en la cadena lateral de los residuos. Aun asi, los grupos
-C=0 y -NH del enlace peptidico participan en la formacién de puentes de hidrégeno en
las proteinas para dar origen a la estructura secundaria, particularmente hélices alfa, hojas
beta y estructura terciaria.

Estructura tridimensional

La estructura tridimensional de las proteinas es un factor importante para su activi-
dad biolégica. Las proteinas son polimeros formados por aminoacidos que se eslabonan
mediante enlaces peptidicos covalentes. Puede haber muchas conformaciones distintas de
una molécula tan grande como las de las proteinas. De todas ellas, unas pocas estructuras
tienen actividad bioldgica; éstas se denominan conformaciones nativas. Dada la comple-
jidad de las proteinas, se clasifican en cuatro niveles de estructura: primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria.

La Estructura primaria: es el orden en el que se enlazan en forma covalente los
aminodacidos, estd representada por la sucesion lineal de aminoacidos que forman la cadena
peptidica. El ordenamiento de los aminoacidos en cada cadena peptidica, no es arbitrario,
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sino que obedece a un plan predeterminado en el ADN y es el primer paso unidimensional
para especificar la estructura tridimensional de una proteina.

La sucesion de aminodacidos de una proteina determina su estructura tridimensional que
a su vez determina sus propiedades. Todas las proteinas requieren la estructura tridimen-
sional correcta para desempenar debidamente su funcién. Una de las demostraciones mas
impresionantes de la importancia de la estructura primaria se observa en la hemoglobina
asociada a la anemia drepanocitica (o de células falciformes). En esta enfermedad genética,
los glébulos rojos de la sangre no pueden captar oxigeno en forma eficiente. Ademads los
glébulos adoptan una forma de hoz caracteristica que es el origen del nombre de la enfer-
medad. Las células deformes tienden a quedar atrapadas en los vasos sanguineos pequenos
con lo que bloquean la circulacién y danan los érganos. Estas consecuencias son resultado
de un cambio en un residuo de aminoacido en la sucesiéon de la estructura primaria.

La Estructura secundaria: estd representada por la disposicion espacial que adopta
la cadena peptidica (estructura primaria) la cual puede adoptar diferentes arreglos (Fig.
1.15).

Figura 1.15: La estructura secundaria de las proteinas esta conformada por: laminas beta
(flechas), hélices alfa. (Beta-lactoglobulina) “3BLG”del Protein Data Bank.

a) Hélice Alfa.- Esta estructura es una espiral que consiste de residuos de aminodci-
dos empaquetados formando un nicleo, en donde las cadenas laterales de los residuos se
encuentran hacia fuera del eje central para evitar interferencias estéricas (de tamano).
La hélice alfa se estabiliza con puente hidrégeno paralelos al eje de la hélice dentro del
esqueleto de una sola cadena polipeptidica. Contando desde el extremo de la terminal N,
el grupo C'=0 de cada residuo de aminoacido forma un puente de hidrégeno con el grupo
N-H del aminoécido que estd a una distancia de 4 residuos en la sucesién covalente. La
conformacién helicoidal permite la alineacion de los 4tomos que participan en los puentes
hidrégeno, lo que le confiere a los enlaces una fuerza méaxima y hace a la conformacién
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helicoidal muy estable. Hay 3.4 residuos por vuelta de la hélice. Una hélice alfa estd es-
tabilizada por puentes de hidrégeno entre los oxigenos de los grupos carbonilo del enlace
peptidico y los hidrégenos de las amidas que son parte del esqueleto del polipéptido (Fig.
1.16). Los puentes de hidrégeno se forman desde el grupo carbonilo de un enlace peptidico
hasta el hidrégeno de la amida del cuarto enlace peptidico siguiente (o anterior en la parte
media de la hélice), esto le da a la estructura su carédcter helicoidal. De tal forma que todos
los residuos que participan en la hélice estan unidos por puentes de hidrégeno.

© Carbono
Fin Amino O Hidrégeno
O oxigeno
O Nitrégeno
@ Radical

e

Fin Carboxilo

Figura 1.16: Estabilizacién de la hélice alfa por puentes hidrégenos.

b) Hojas beta.- Es una estructura plana compuesta por alineacién de dos o més cadenas
beta las cuales son relativamente cortas. Todos los componentes del enlace peptidico estan
involucrados en la formacién de puentes de hidrégeno.

La disposiciéon de atomos en la conformacién de lamina beta plegada difiere marcada-
mente de la observada en la hélice alfa. El esqueleto peptidico de la ldmina beta estd casi
totalmente extendido. Se puede formar puentes hidrégeno entre diferentes partes de una
sola cadena que se pliega sobre si misma (enlaces intracadena) o entre diferentes cadenas
(enlaces intercadena). Si las cadenas peptidicas corren en la misma direccién (es decir, si
todas estan alineadas en términos de sus extremos de terminal N y terminal C), se forma
una lamina plegada paralela. Si las cadenas se alternan, de modo que cadenas adyacentes
corren en direcciones opuestas, se forma una lamina plegada antiparalela. Los puentes de
hidrégeno entre cadenas peptidicas en laminas beta plegadas dan pie a una estructura
repetida en zigzag, de ahi el nombre de ldmina plegada.

c) También existen secuencias en el polipéptido que no alcanzan una estructura se-
cundaria bien definida y se dice que forman enroscamientos aleatorios. Irregularidades en
estructuras regulares. Hay otras estructuras helicoidales en las proteinas. Suelen encon-
trarse en tramos mas cortos que la hélice alfa. La mas comun es la hélice 31¢p, que tiene
tres residuos por vuelta y diez 4tomos en el anillo que se forma con el puente de hidrégeno.
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Otras hélices comunes se designan 27 y 4,4146. Las estructuras secundarias tienen interac-
ciones repetidas que son resultado de la formacién de puentes de hidrégeno N-H entre los
grupos amida y carbonilo del esqueleto peptidico.

Dentro de cada residuo de aminodcido hay dos enlaces cuya rotacion es libre: El enlace
entre el carbono alfa y el nitrégeno aminico del residuo. El enlace entre el carbono alfa y
el carbono carboxilico de ese residuo.

La combinacién del grupo peptidico plano y los dos enlaces de rotacién libre tiene im-
portantes implicaciones para la conformacién tridimensional de los péptidos y proteinas,
por ejemplo, el aminodcido de prolina no permite la formacién de la estructura secundaria
porque su grupo amino no es geométricamente compatible con la espiral derecha de la
hélice alfa; por el contrario produce un cambio en la estructura que interrumpe la es-
tructura helicoidal. Un gran niimero de aminoacidos cargados como glutamato, aspartato,
histidina, lisina o arginina, pueden también interrumpir la estructura helicoidal al formar
enlaces i0nicos o al repelerse electrostaticamente. Finalmente, los aminoédcidos con cadenas
laterales voluminosas como el triptofano o aquellos que las tienen ramificadas en el car-
bono beta, es decir, el primer carbono del grupo (R), como la valina o isoleucina pueden,
dependiendo del niimero presente, interferir con la formacion de la estructura secundaria.

La Estructura terciaria: estd representada por los superplegamientos y enrollamientos
de la estructura secundaria. Se mantienen por enlaces fuertes (puentes disulfuro entre dos
cisteinas) y otros débiles (puentes de hidrégeno; fuerzas de Van der Waals; interacciones
i6nicas e interacciones hidrofébicas), por ejemplo la molécula de la mioglobina la cual se
muestra en la (Fig. 1.17).

Figura 1.17: La mioglobina es un ejemplo de la estructura terciaria de las proteinas.

La Estructura cuaternaria: esta representada por el acoplamiento de varias cadenas
polipeptidicas, iguales o diferentes, con estructuras terciarias que quedan auto ensam-
bladas por enlaces débiles no covalentes, por ejemplo, la hemoglobina. La estructura cua-
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ternaria es una propiedad que consta de méas de una cadena polipeptidica. Cada cadena es
una subunidad. El nimero de cadenas puede variar desde dos hasta més de una docena, y
las cadenas pueden ser idénticas y distintas. Ejemplos comunes son los dimeros, trimeros,
tetrameros, formados por dos, tres y cuatro cadenas polipeptidicas, respectivamente. Las
cadenas interactian entre si en forma no covalente, mediante atracciones electrostaticas,
puentes de hidrégeno, e interacciones hidrofébicas. Como resultado de estas interacciones
no covalentes, cambios sutiles en la estructura de un punto de una molécula de proteina
podrian dar pie a cambios drésticos en las propiedades de un punto distante. Las proteinas
que presentan esta propiedad se describen como alostéricas (Alosterismo es la propiedad
de algunas proteinas de cambiar la conformacién y actividad cuando interactian especifi-
camente con algunos ligandos). Un ejemplo clasico de la estructura cuaternaria de las
proteinas y de su efecto sobre las propiedades es la comparacién de la hemoglobina, (Fig.
1.18) una proteina alostérica, y la mioglobina, que consta de una sola cadena polipeptidica.

Figura 1.18: La hemoglobina es un ejemplo de la estructura cuaternaria de las proteinas.
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Funciones de las proteinas

Esta poseen un conjunto importante de propiedades y funciones que desempenan en el
organismo, cada célula en el cuerpo humano las contiene. Las funciones de las proteinas son
especificas de cada una de ellas y permiten a las células defenderse de agentes externos,
asi como de mantener su integridad, controlar y regular funciones. Todos los tipos de
proteinas realizan su funcién de la misma forma: Por unién selectiva a moléculas.

Algunas de las propiedades y funciones de las proteinas son:

Defensiva; ya que crean los anticuerpos y regulan factores contra agentes extranos o
infecciones.

Reguladoras; puesto que ellas forman los siguientes compuestos: Hemoglobina, proteinas
plasmaticas, hormonas, jugos digestivos, enzimas y vitaminas que son causantes de
las reacciones quimicas que suceden en el organismo. Algunas proteinas como la
ciclina sirven para regular la divisién celular y otras regulan la expresiéon de ciertos
genes.

Enzimatica; son las més especializadas y numerosas. Actian como biocatalizadores
acelerando las reacciones quimicas del metabolismo.

Moléculas amortiguadoras; manteniendo en diversos medios tanto el pH interno como
el equilibrio osmético.

Estructural; forman tejidos de sostén, confieren elasticidad y resistencia a érganos y
tejidos como el coldgeno, la elastina de la piel, forman estructuras capaces de soportar
gran tensién continuada, como un tendén.

Transporte; ejemplos de ello son la hemoglobina y la mioglobina, proteinas transporta-
doras del oxigeno en la sangre. Actilan como receptores de las membranas, a los
cuales se fijan moléculas capaces de desencadenar una respuesta determinada, por
ejemplo los receptores de Adenosina.

1.4.2. Estructura de los receptores de adenosina

Los receptores de adenosina pertenecen a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) también conocidos como receptores transmembrana de siete regiones.
Los GPCR comprenden una gran familia (méas de 800 miembros) de proteinas de receptores
transmembrana que comparten una estructura comun (Fig. 1.19), su cadena polipeptidica
atraviesa la membrana plasmatica 7 veces formando un motivo llamado regién heptahe-
licoidal. La secuencia polipeptidica comienza en el extremo N-terminal (N H. gr ), el cual se
expone hacia el espacio extracelular. Las regiones transmembrana estan formados por se-
cuencias de varios aminodcidos que adquieren la disposicién de hélice alfa (marcados como
H1-H7 en la Figl.19), las cuales se encuentran conectadas por 6 bucles, 3 intra (I1-13) y 3
extracelulares (E1-E3) de longitud variable quedando el extremo C-terminal (COO™) en
el interior célular, esta disposicién permite que una parte del receptor quede expuesta al
lado externo de la membrana plasmaética, la cual serd responsable de la interaccién con el
ligando, mientras que otra parte se expone hacia el lado intracelular, siendo ésta responsa-
ble de la interaccién con las proteinas G. Los GPCRs no sélo comparten esta estructural
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comun, sino también un método intracelular de amplificacién de la senal. Este método se
basa en la interaccién por parte de cada receptor con proteinas G especificas. Para ello es
necesario que el extremo C-terminal interaccione con las cavidades formadas por los bucles
intracelulares 2 y 3 [60], siendo la secuencia de estas cavidades particularmente importante
para el reconocimiento de proteinas G caracteristicas.

Los GPCR son regulados por muchos agonistas (Fig. 1.21), después de que el agonista
se acopla los GPCR exponen los sitios intracelulares involucrados en la interaccién con
la proteina G heterotrimérica la cual contiene subunidades «, 5 y . Esto cataliza la
disociacion de GDP unido a la subunidad Ga y su remplazo con GTP y conduce a la
disociacion de Ga de las subunidades GfS7y. Ambas subunidades aGTP y complejos G5~y
entonces estimulan diversos efectores. Por ultimo la especificidad de la proteina G de
acoplamiento de cada receptor determina la naturaleza de los blancos de senalizacién [61].

+

NH,
E1 E2 E3

Regidn
extracelular

Membrana H1 H2 H3 H4 H5 H6|] |H7

plasmatica

' Regién
intracelular i | J

11 12 13

Co0o’

Figura 1.19: Esquema de la estructura comin de un receptor acoplado a proteina G.

Los receptores de adenosina (AR) estdan implicados en multiples procesos fisiologicos
en el organismo. En el Sistema Nervioso Central (SNC) la adenosina, mediante su accién
neuromoduladora, controla la excitabilidad neuronal, ejerciendo su efecto a través de los
receptores de alta afinidad Al y A2A. Estos receptores interaccionan con receptores de
neurotransmisores, neuromoduladores y con sistemas de transporte de adenosina. Al menos
dos tipos de receptores median las acciones de la adenosina en el corazén. Los receptores
de adenosina Al disminuyen el consumo de oxigeno diminuyendo la frecuencia cardiaca,
y los receptores de la adenosina A2 aumentan el suministro de oxigeno, provocando una
vasodilatacién coronaria.

Los receptores Al estan ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central, tam-
bién se encuentran en el corazdén, en el tejido adiposo inhiben la lipdlisis; y en el rinén
reducen la presién de la filtracién glomerular y producen antidiuresis. Ademés, de es-
tar presentes en casi todas las areas del cerebro, pero particularmente en el hipocampo,
corteza cerebral, corteza del cerebelo, y en el nicleo del tdlamo [62] [63]. El correspon-
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diente ARNm muestra una distribucién diferente [64] [65], indicando que algunos de estos
receptores estdn mejor en las terminales nerviosas que en las células del cuerpo [66].

Los receptores de adenosina son proteinas de la membrana cuya estructura primaria
contiene méas de 300 residuos de aminoacidos que estan acoplados a proteinas G, existen
cuatro subtipos designados como: Al, A2a, A2b, A3 [1] [19]. Cada subtipo de receptor
tiene un perfil inico de unién al ligando y preferencia de unién a la proteina G (Fig.
1.21) e interacciona de forma especifica con ellas, cada una de las cuales ejerce un efecto
caracteristico en el interior de la célula. La siguiente ilustracion trata de exponer la hete-
rogeneidad, tanto a nivel de ligandos como a nivel de efectos bioldgicos desencadenados.
(Fig. 1.22)

Durante afios ha sido la prioridad de los farmacdlogos dedicados al estudio de los re-
ceptores acoplados a proteinas G. El diseno de ligandos potentes y selectivos para cada
uno de los receptores. Para ello se diferencié a los receptores en funciéon de los agentes
farmacoldgicos que los encendian o apagaban. Estos ligando se conocen desde el punto de
vista cldsico como agonistas y antagonistas. En la actualidad se ha demostrado que los
receptores se pueden encontrar en distintas conformaciones, cada una de ellas con una par-
ticular funcion biolégica, siendo la mas favorable para la senalizacién del receptor aquella
estabilizada por un agonista, mientras que el empleo de agonistas inversos estabilizaria la
conformacién menos activa del receptor. El caso de los antagonistas es especial, ya que
estos no intervienen en el equilibrio entre la forma activa e inactiva del receptor y sin
embargo, tienen la capacidad de bloquear el efecto tanto de los agonistas como de los
agonistas inversos.

Agonist
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T :
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Figura 1.20: Accién de los diferentes tipos de ligandos sobre el estado de activacién del
receptor. Imagen tomada de: The state of GPCR research in 2004 [67]

La actividad de los receptores de adenosina Al, A2a y A2b es inhibida por metilxan-
tinas de origen natural tales como la cafeina o teofilina. El receptor de adenosina Al es
el mejor conocido y méas ampliamente estudiado de los cuatro subtipos de receptores de
adenosina. Estos receptores de adenosina han sido clonados de diferentes especies incluyen-
do la humana. Hasta hace poco, no existian datos experimentales cuantitativos sobre su
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estructura espacial y sus modelos moleculares se construyeron en homologia a la estructura
de la rodopsina bovina. Los receptores de adenosina contienen varias regiones (regiones
de la cadena proteinica) tanto extracelulares, intracelulares como transmembrana. Siete
regiones transmembrana contienen aproximadamente 20 residuos de aminoacidos cada uno
y su configuracion es a-helicoidal.

Receptors for Peptide Glycoprotein (LH, FSH, hCG, TSH)
amines, nucleotides, hormone recepiors hormone recepior
eicosancids, and

lpid moieties P
= 5@ ﬁg@ 8

Protease (thrombin)
activated receptor

FEaas

Figura 1.21: Diagrama que ilustra los sitios de unién de diferentes familias de hormonas y
neurotransmisores sobres sus receptores.

Ca?*, glutamate, and GABA receptors
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Biogenic amines Amino acids and ions Lipids

Noradrenaline, dopamine, Glutamate, calcium, LPA, SIP, prostaglandins, leukotrienes
5-HT, histamine,
acetylcholine

Peptides and proteins
Chemokines, angiotensin, thrombin, bombesin, endothelin, bradykinin

Others
Light, odorants, nucleotides

Biological responses
Prs Proliferation, cell survival,
Yrgg " ... differentiation, migration,
S ECM degradation, angiogenesis,
. metastasis, cancer

« o
© O 0 —0O.. -

Subtype

G, Gy Ga, Go R
Gty Ga,, Got, Goty, Gltyge Goi *

Gl Ga,, Gagust

Effector

Adenylyl cyclase  Adenylyl cyclase PLCB PN5-RhoGEF
Axin Phosphodiesterases  Lbc LARG

TlcAMP) Phospholipases TCa¥) PDZ-RhoGEF

PKA L{cAMP) PKC AKAP-Lbc
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Figura 1.22: Diversidad de senalizacién del receptor acoplado a la proteina G. Varios
ligandos utilizan los receptores acoplados a las proteinas G para estimular la membrana,
objetivos citoplasmético y nucleares. Imagen tomada de Dorsam y Gutkind [68]
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En las Figs. (1.23-1.25), se ilustran las estructuras de los receptores Al y A2a. A estos
receptores podemos verlos como hilos en el que hemos enhebrado muchas perlas. Cada
perla representa un aminodcido, los ladrillos con que se forman nuestras proteinas. Esta
larga hebra atraviesa la membrana plasmética en siete ocasiones. Uno de los extremos,
el extremo amino terminal de la proteina, queda ubicado en el exterior de la célula; si
seguimos la hebra, penetra en la membrana por el primer segmento transmembrana, llega
al interior celular y se dirige hacia fuera forméndose un nuevo segmento transmembrana,
vuelve a entrar, y asi sucesivamente hasta formar las siete regiones transmembrana y
quedando el extremo final, el carboxilo terminal de la proteina, en el interior de la célula.

Estas regiones juegan un rol importante en la interacciéon con adenosina, con sus ago-
nistas y antagonistas [14]. La tnica estructura espacial de la AR, se encuentra con una
resolucién de 2.6 A en cristales del complejo del receptor humano A2a con el antagonista de
ADO [20] Fig. 1.24, confirmando los modelos previamente construidos para los receptores.
Antes de conocer este trabajo, tratamos de imaginar cémo y qué complejos suficientemente
estables se pueden formar de CAF con AR [15] [16]. En vista de que ain para secciones
de los fragmentos pequenos transmembrana de AR la estructura es muy compleja para
los calculos de mecanica cudntica, el inico método de calculo para los estudios tedricos
de sus complejos con CAF sigue siendo el método de la mecanica molecular, MM. Hemos
demostrado, usando dos diferentes campo de fuerza de MM y dos diferentes paquetes
computacionales que tales complejos con fragmentos del receptor A1 humano son posibles.
Y que al interactuar CAF con AR bloquea el acceso de ADO a los sitios de interaccién no
solo con los residuos de aminoacidos que forman enlaces-H con CAF, sino también con una
serie de sus vecinos [15] [16]. En este trabajo se considera la posibilidad de la formacién
de complejos de CAF y ADO con segmentos mas extensos de las segiones intramembrana
y se demostrd que la CAF puede formar un complejo con energia de interaccién no menor
que la de los complejos formados con ADO.
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Figura 1.23: Esquema con secuencia de aminodcidos del receptor de adenosina Al.
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Figura 1.24: Estructura cristalografica del receptor de adenosina A2a reportada por Jaako-
la [20], Cédigo: “3EML” Protein Data Bank.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Meétodos computacionales para estudio de sistemas
moleculares

La modelacién computacional simula estructuras y reacciones quimicas basadas total
o parcialmente sobre las leyes fundamentales de la Fisica y Quimica. Ello permite estudiar
fenémenos quimicos y fisicos a través de cdlculos realizados en computadoras antes de
examinar las reacciones y compuestos experimentalmente.

Hay dos amplias dreas dentro de la modelacién computacional dedicadas al estudio de
las estructuras de las moléculas y sus reacciones: MM y MC. Ambas desarrollan el mismo
tipo basico de célculos.

» Calculan la energia de una estructura molecular particular (arreglo espacial de &to-
mos o nucleos y electrones).

= Desarrollo de la geometria optimizada, la cual localiza la mas baja energia de la
estructura molecular en una proximidad cercana a la estructura inicial especificada.
La optimizacién geométrica depende primeramente del gradiente de la energia, la
primera derivada de la energia con respecto a la posiciéon atémica.

» Célculo de frecuencias vibracionales de las moléculas resultado del movimiento in-
teratomico en las moléculas. Las frecuencias dependen de las segundas derivadas de
la energia con respecto a la estructura electrénica y el calculo de la frecuencia puede
también predecir otras propiedades las cuales dependen de las segundas derivadas.

Las simulaciones de MM usan las leyes de la Fisica clasica para predecir la estructura
y propiedades de moléculas. Los métodos de MM estan disponibles en muchos programas
computacionales, incluidos MM3, HyperChem [69], Quanta, Sybyl, etc. Hay muchos méto-
dos diferentes de MM, cada uno es caracterizado por su campo de fuerzas particular. Un
campo de fuerzas tiene los siguientes componentes:

= Un conjunto de ecuaciones que determinan cémo la energia potencial de una molécula
varia con la posicion de sus atomos.
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= Una conjunto de tipos de dtomos que definen las caracteristicas de un elemento
dentro de un contexto quimico especifico. Los tipos de dtomos describen diferentes
caracteristicas y comportamientos de un elemento, dependiendo de su entorno, por
ejemplo, un dtomo de carbono en un carbonil es tratado diferente que uno enlazado
a tres hidrégenos. Los tipos de atomos dependen de la hibridacién, carga atémica,
y el tipo de otros atomos enlazados a él.

= Uno o més conjuntos de pardmetros que adectian las ecuaciones y tipos de atomos a
los datos experimentales, el conjunto de parametros define constantes de fuerza, los
cuales son valores en la ecuacién para relacionar caracteristicas atémicas a compo-
nentes de energia y datos estructurales, tales como, longitudes de enlace y dngulos.

Esta aproximacién hace que los cdlculos computacionales de MM sean totalmente
baratos y permiten ser usados para un sistema grande que contenga cientos de atomos.
Sin embargo, también tiene diversas limitaciones, entre las més importantes son:

» Cada campo de fuerzas logra buenos resultados sélo para un limitado conjunto de
moléculas (dtomos) para las cuales fue parametrizado. Ningin campo de fuerzas
puede ser usado generalmente para todos los sistemas moleculares.

= Desprecia el efecto de los electrones donde predominan efectos electrénicos, por ejem-
plo, no puede describir procesos en los cuales se involucran formaciones de enlaces
o rompimiento de enlaces. Las propiedades moleculares que dependen sutilmente de
detalles electrénicos no son reproducidos por los métodos de MM.

2.2. Mecanica molecular

La MM es un método frecuentemente utilizado para calcular conformaciones en sis-
temas organicos complejos, sus ideas y principios bésicos surgieron desde los anos 30s del
siglo pasado, sin embargo su desarrollo fue hasta los afios 50s. Uno de los primeros céalcu-
los que han mostrado la utilidad del método fue realizado por Westheimer, Hendrickson,
Wiber, Allinger, Warshel y colaboradores, dicho método es aplicable a estados electrénicos
fundamentales.

MM se basa en la idea que una molécula puede ser representada por el conjunto de los
ntcleos de sus atomos los cuales se encuentran distribuidos sobre una superficie de energia
potencial. De esta manera la energia de la molécula en el estado base esta en funcién de
las posiciones de los ntcleos. El método de MM no es un método semiemprico en el sentido
como se acostumbra en MC, pues no trata con un hamiltoniano, con una funcién de onda
o con densidad electrénica; en lugar de ello usa un modelo de una molécula compuesta
por dtomos que se mantienen unidos por enlaces quimicos (resortes) (Fig. 2.1).

Para realizar cédlculos en mecanica molecular se emplean un conjunto de ecuaciones
para describir la superficie de la energia potencial y cuya forma matemaética se toma de la
mecanica clasica, este conjunto de ecuaciones del potencial son llamadas campo de fuerzas,
los cuales contienen parametros ajustados para reproducir los resultados experimentales
existentes para obtener la mejor concordancia de lo calculado y las propiedades experi-
mentales de las moléculas. Los modelos de MM son ttiles en el estudio de estructuras,
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Figura 2.1: Mecanica molecular considera a los atomos como esferas y a los enlaces los
considera como resortes

energias conformacionales, y otras propiedades moleculares incluyendo frecuencias vibra-
cionales, entropias conformacionales, y momentos dipolares, etc [12, 13] [70] - [76]. Dentro
de este esquema a los dtomos se les considera como particulas de radio r con una carga
atémica. Las cargas atémicas son generalmente calculadas con mecanica cudntica.

En comparacién con la aproximacién de primeros principios, los modelos de mecanica
molecular son mucho més rapidos y simples debido al hecho de que los electrones son
tratados implicitamente.

El método MM a veces se le llama método del campo de fuerza emprico. Un campo
de fuerza en MM asigna a cada dtomo de una molécula un nimero de posibles tipos de
atomos, dependiendo del niimero atémico y del entorno molécular se debe especificar no
solamente las coordenadas atémicas iniciales, sino también qué dtomos estan ligados a
qué atomos, de forma que se pueda construir apropiadamente la expresion del potencial
V. Cuando un campo de fuerzas esta bien parametrizado puede lograr una precision que
es comparable con modelos de mecédnica cuantica de alto nivel en el calculo de las energias
conformacionales relativas de una molécula [70]. Para grandes sistemas (proteinas, ADN,
ARN;, etc.) MM es casi la tnica opcién practica dado el hecho de que los célculos sobre
grandes sistemas bioldgicos necesitan grandes recursos computacionales y consumen mucho
tiempo.

MM determina los cambios energéticos de la molécula debidos al estiramiento del
enlace (Vien), flexion del angulo de valencia (V f¢; ), rotacién interna (torsién) en torno a
los enlaces (Vyor), atracciones y repulsiones de Van der Waals entre pares de atomos no
ligados (Vyqw) € interacciones electrostaticas entre pares de atomos (V). La suma de estas
contribuciones da la energia potencial V' (Ec 2.1) para el movimiento de los atomos en la
molécula o moléculas si el sistema que se esta calculando tiene més de una molécula. De
forma general el potencial en mecanica molecular se representa por medio de la aditividad
de términos:

V = Vien + Vflea; + Vior + %dw + Vvel (2'1)

Es 1til la siguiente terminologia en MM (Fig. 2.2): los datomos 1,2 son los dtomos
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ligados entre si: los atomos 1,3 estan separados por dos enlaces covalentes: los atomos 1,4
estan separados por tres enlaces covalentes y asi sucesivamente.

ceee S

Figura 2.2: Los datomos sombreados son los dtomos 1,2, 1,3, 1,4

2.2.1. Estiramiento del enlace

La funcién de energia para el estiramiento de enlace entre dos 4tomos A y B puede ser
tratada a través del potencial de Morse (Fig. 2.3). El potencial de Morse tiene la forma:

v(l) = Dg(1 — e~o=10))2 (2.2)

donde D, es la profundidad del potencial de minima energia, [y es el valor de equilibrio
del enlace, o controla la amplitud del potencial y puede ser definida como:

m
2D,

o —w (2.3)
donde p es la masa reducida y w es la relacion con la constante de estiramiento del
enlace k a través:

w=4/— (2.4)

El potencial de Morse usualmente no es utilizado en mecanica molecular porque com-
putacionalmente es costoso, ademas para cada enlace se necesita especificar tres parame-
tros. Otra forma es utilizar una expansion de Taylor alrededor de una longitud de enlace
de “equilibrio”, ly. La expansién se corta en el término de segundo orden.

dV 1d*V
Vi(lij — 15j) = V(0) + 5 s — ) + AL i) (2.5)

Las derivadas son evaluadas en [ = [° y el término de energfa V(0) es normalmente cero.
El segundo término es cero conforme la expansion esta alrededor del valor de equilibrio.

Vy(lij — 17

02 2
i) = Kij(lij — 133)" = Kij(Alij) (2.6)
Aqui K;; es la constante de fuerza para el enlace i-j. Esta es la forma de un oscilador
arménico y es la forma mas simple y suficiente para determinar la mayoria de las geometrias

de equilibrio. Hay ciertos sistemas donde los resultados de la aproximacién armédnica son
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significativamente diferentes de los valores experimentales, para mejorar la aproximacion
se deben de tomar en cuenta mas términos en la expansién de Taylor.

V(Aly) = K3 (Alij)? + K5 (Al + K (Al)* + ... (2.7)

Esto por supuesto tiene un precio, més pardmetros deben ser asignados. Consecuente-
mente expresiones simples son utilizadas para éste potencial de esta manera la aproxi-
macién mas elemental es utilizar la ley de Hooke en la cual la energia varia con el cuadrado
del desplazamiento de la longitud de enlace de referencia (Fig. 2.4) Los modernos campos
de fuerza siempre incluyen términos cuadraticos para tratar con moléculas ordinarias; la
expansién de la energia potencial se puede presentar de la siguiente forma:

1 3
Vien(liy) = 5 i + ki3 (ly = 1))l — 1))? (2:8)

donde hemos incluido el superindice (3) para la constante de fuerza cibica (también
llamada constante de fuerza inarmonica) para enfatizar que es diferente a la constante de
fuerza del término cuadratico. La energia potencial total Vi, (Ec. 2.9) de la tensién del
enlace se toma como la suma de las energias potenciales Viey(l;;) para la tension de cada
enlace de la molécula:

‘/ten = Z ‘/ten(lij) (29)

1,2

donde la suma se extiende a todos los pares de dtomos enlazados entre si, aqui Vien (15;),
se tomar como una funcién cuadratica que depende del desplazamiento de la longitud de
enlace [;;, con respecto a su longitud de referencia l?j: esto es (Ec. 2.10):

1 02
Vien(lij) = Skij(lij — b;) (2.10)
k;j es la constante de fuerza y l?j la longitud de referencia, estos pardmetros dependen
de los tipos de dtomos que forman el enlace.

(1)

Figura 2.3: Comparacién del potencial arménico (Ley de Hooke) y la curva de Morse.
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-l

Al= I-l
Figura 2.4: Cambios en la longitud de enlace.

2.2.2. Flexién del angulo de valencia

En espectroscopia vibracional se observa que para pequenos desplazamientos del punto
de equilibrio, (Fig. 2.5) la variacién de la energia asociada con las deformaciones del angulo
de enlace son bien modeladas por expansiones de polinomios, de esta manera la funcién
del campo de fuerzas para un dngulo de flexién es (Ec. 2.11):

1 3 4
Vfle = 5 |:k3ijk + kfjg(ewk — G%k) + k:l(],l(ewk — 9?]]02 4+ .. } (Gijk — 9?]]02 (2.11)

donde 6 es el valor del dngulo entre los enlaces ij y jk (note que en un campo de
fuerzas, un enlace es definido como un vector que conecta dos atomos) y las constantes
de fuerza ahora en subindices ijk es para enfatizar que dependen de los tres atomos. Si
la ecuacién (Ec. 2.11) es truncada en el término cuadrético o si més términos se incluyen
en la expansiéon depende enteramente del equilibrio entre la simplicidad computacional y
generalidad que cualquier campo de fuerza elige. Por ejemplo, el campo de fuerzas MM3
continua la expansion a través del término sexto para algunas combinaciones ¢jk mientras
el campo de fuerzas biomolecular de Cornell et al. se limita al término cuadratico en todos
los casos. Primero, observe que ninguna expansion de potencias de la forma de la ecuacién
(Ec. 2.11) mostrara el comportamiento quimico apropiado del angulo de valencia si éste
llega a ser lineal, es decir § = 7. Otra falla es que para sistemas inorganicos es posible
tener multiples valores de equilibrio, por ejemplo, en el sistema bipiramidal trigonal PCLs
hay dngulos estables Cl — P — Cl de 7/2, w/3, m para combinaciones axial/ecuatorial,
ecuatorial /ecuatorial, y axial/axial de atomos de cloro.

La energia potencial total Ve, (Ec. 2.12) de flexién del enlace se toma como la suma de
las energfas potenciales Vieq (6;51), para la flexién de cada dngulo de enlace de la molécula.
La opcién mas simple es tomar Vflex(ﬁijk) como una funcién cuadrética:

1
Vitea(Oij) = 5 kijn(Gije — 07 11)° (2.12)

Donde Q%k es el valor de referencia para el angulo de enlace tipo ijk.
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Figura 2.5: Desviacion del angulo valente

2.2.3. Variacion del angulo de torsion

El 4ngulo diedro w = D(RSTU) (Fig. 2.6a), se define como el dngulo entre el semiplano
RST y el semiplano STU. Méas precisamente, el angulo diedro esta definido por RSX,
donde las lineas RS y SX son ambas perpendiculares a la linea ST. Tratando con un
angulo diedro molecular (dngulo de torsién) D(ABCD) que implica a los cuatro dtomos
A, B, C, D, los enlaces AB y C'D probablemente no son perpendiculares al enlace BC, de
forma que se debe proyectar AB y C'D en un plano perpendicular a la linea BC'. Esto se
hace dibujando una proyeccion de Newman con una linea BC perpendicular al plano del
papel (Fig. 2.6b). Se escoge el intervalo de los dngulos diedros como: 0 < w < 360 . Por
definicién una rotacién a favor de las agujas del reloj del enlace AB proyectado de frente,
para unirse al &tomo D, corresponde a un angulo diedro positivo.

Figura 2.6: Angulo diedro entre semiplanos RST y STU. (b) el d4ngulo diedro D(ABCD).
El atomo C estéd detras de B.

Los dngulos de torsién (diedros) son periédicos, sin embargo la energia minima para
muchas torsiones es para el arreglo antiperiplanar, es decir, w = w. Por lo tanto, la con-
vencion — 7 < w < (—180O <w< 1800) también es considerada. Como la torsién misma
es periddica, también la energia potencial de torsion lo es, de tal manera que la funcion
de energa potencial como una expansiéon de la funcion periddica en series de Fourier tiene
una forma general de campo de fuerza:

35



CAPITULO 2. METODOLOGIA
2.2. MECANICA MOLECULAR

Vior (Wijkt) Z Vingijity [1+ (=1)"+ cos(nwijrr + tn,ijit)] (2.13)
(n ijkl)

donde V,, son los valores de los términos de amplitud y n es el conjunto de valores
de periodicidad incluidos en la suma son especificos de los enlaces de torsién ijkl (note
que borramos un valor particular de n del conjunto evaluado equivalente al término de
amplitud para el valor de n igual a cero). El factor (—1)"*! es incluido para que la funcién
entre paréntesis dentro de la suma sea igual a cero para todo n cuando w = , si los dngulos
fase 1) son todos un conjunto de ceros. Esta eleccién es por la observacién empirica que la
mayoria de las energias de torsién son minimizadas para las geometrias antiperiplanar.

La energia potencial de torsién total Vi, (Ec. 2.14) se toma como suma de términos
Vior (wijri) para todos los pares de dtomos 1,4:

‘/tor Z V;for Wz]kl (214)

2.2.4. Interacciones no enlazadas

Las moléculas interactian a través de fuerzas, las cuales juegan un papel importante
en la determinacién de su estructura molécular. Las interacciones que no depende de un
enlace especifico entre dtomos se les llama interacciones no enzalantes y usualmente son
modeladas como el inverso de la distancia entre los atomos, este tipo de interacciones en
un campo de fuerzas generalmente son divididas en dos grupos, el primero comprende
las interacciones de Van der Waals que incluyen fuerzas repulsivas (estericas), atractivas
(London). La interacciones repulsivas dominan en rangos de distancias pequenas donde los
atomos se aproximan demasiado uno al otro, mientras que las interacciones atractivas son
importantes a distancias ligeramente mas grandes. El segundo grupo son las interacciones
electrostdticas. Los efectos de dipolos inducidos aunque incluidos en algunos estudios [77],
generalmente tienen una influencia pequena sobre la energia total no enlazante. Aunque no
hay una justificacién al siguiente procedimiento, la aproximacion clasica ignora las inter-
acciones de muchos cuerpos y asume que el potencial total es la suma de las interacciones
por pares, es decir, s6lo se incluyen contribuciones para pares de atomos o grupos ¢ y j
cuyas distancias de separacion r;; varia con la elecciéon de las variables estructurales. La
suma generalmente excluye todos los pares 1,2 y 1,3 (separados por uno o dos enlaces
quimicos respectivamente) los cuales presumiblemente contribuyen a los términos de es-
tiramiento de enlace y angulos de valencia. La energia total no enlazante puede reflejar
contribuciones de pares 1,4 a menos que esos efectos sean incluidos en los términos que
dependen explicitamente de ¢.

Interacciones de Van der Waals

Considere la aproximaciéon mutual de dos atomos de gas noble. A una separacién
infinita, no hay interaccién entre ellos y esto define la energia potencial cero. Los dtomos
aislados son simétricamente esféricos, carentes de momentos multipolares eléctricos. No
hay fuerzas atractivas entre ellos cuando se acercan uno al otro. Cuando no hay fuerzas
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disipativas, la relacion entre fuerza F' en una direccién dada de coordenadas g y energia
potencial V es:

oV
0q

En este problema de una dimensiéon mencionar que no hay fuerza es equivalente a
decir que la pendiente de la curva de energia con respecto a la coordenada de longitud
de enlace es cero, por lo que la energia potencial permanece cero como los dos dtomos se
aproximan uno al otro. Asociar tamaio distintos de cero con nuestros atomos cldsicos de
gases nobles, debemos asignar a ellos esferas duras de radios r4,. En este caso cuando la
longitud de enlace alcanza dos veces los radios, los dos atomos no se pueden aproximar
mas, lo cual quiere decir que la energia potencial se vuelve discontinua llegando a infinito
para r < 2r,q,. Esta curva de energia potencial es ilustrada en la (Fig. 2.7)

F, = (2.15)

Energia

=]

TaB L] an

Figura 2.7: Potencial no atractivo de esferas duras (linea recta) y potencial de Lennard
Jones (Curva)

Una de las mas profundas manifestaciones de mecanica cudntica es que esta curva
no describe con presicién la realidad debido a que los movimientos de los electrones son
correlacionados, los dos atomos simultaneamente desarrollan momentos eléctricos que son
orientados con el fin de ser mutuamente atractivos. La fuerza asociada con esta interaccién
se conoce indistintamente como dispersién, fuerza de London, o fuerza atractiva de Van
der Waals.

En ausencia de una carga permanente la interaccion maés fuerte es la interaccién dipolo-
dipolo, tal interaccién tiene una potencia sexta que depende de la distancia entre dos
atomos. Asi la energia potencial llega a incrementarse negativamente como los dos dtomos
de gas noble se aproximan desde el infinito. Sin embargo como los dos atomos conti-
nuan aproximandose su densidad electrénica circundante comienzan a interpenetrarse. En
ausencia de oportunidades para interacciones de enlace, la repulsién de Pauli causa que
la energia del sistema se incremente rapidamente con la disminucién de la longitud de
enlace. La suma de éstos dos efectos esta representado en la (Fig. 2.7), el contraste con
el modelo de la esfera dura clasica es que: una region atractiva de la curva de energia
potencial existe y la pared repulsiva no es infinitamente grande. Note que en r = 0 la
energia potencial para un dtomo aislado que tiene un nimero atémico igual a la suma de
los nimeros atémicos de los atomos separados.

Las interacciones de dispersién e intercambio entre atomos y moléculas pueden ser
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calculadas usando mecéanica cudntica, aunque estos calculos estan lejos de ser triviales,
puesto que requieren de correlaciéon de electrones y grandes conjuntos de bases. Para un
campo de fuerza necesitamos un medio para modelar la curva de potenciales interatémicos
con gran precision mediante una simple expresién matematica que pueda ser calculada
rapidamente, esto como consecuencia del gran nimero de interacciones de van der Waals
que debemos calcular en el sistema a modelar.

Figura 2.8: El potencial de Lennard Jones esta constituido de una parte repulsiva (r~12)

y una componente atractiva (r=9)

Las contribuciones de Van der Waals pueden ser estimadas por varios procedimientos,
el mas comin es a través del potencial de Lennard Jones:

174 ) — _ 2.16
vdw(ﬂ]) Tile Tz'Gj ( )
y la ecuaciéon de Buckingham
.y
Vodw (i) = aijexp(—bijrij) — T% (2.17)

ij

La tltima funcién con los tres pardametros ajustables (a;j,b;j,c;j) es mas 1til que la
primera para el ajuste de la teoria con los datos experimentales. Debido a que el término
atractivo del potencial de Buckingham domina mas a distancias cortas, la ecuacion de
Lennard Jones es més utilizada.

La dependencia inversa de la sexta potencia para la atraccién de London es aceptada
universalmente, el exponente del término repulsivo ha sido ajustado en algunos estudios
de conformacién de dcidos nucleicos. La dependencia inversa duodécima (12) del térmi-
no repulsivo en el potencial de Lennard Jones fue originalmente elegido por motivos de
conveniencia [78]. Algunas veces es razonable considerar el exponente de 7;; en el térmi-
no repulsivo en la ec. 2.16 sea un parametro ajustable que puede ser variado para estar
de acuerdo con datos experimentales [79, 12, 80, 81]. Los factores de escala B;j y c¢;j
en los términos atractivos de las ecs. 2.16 y 2.17 son usualmente estimadas a partir de
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polarizabilidades atémicas o de grupos de dtomos usando expresiones que describan apro-
ximadamente la energia de dispersiéon de London de dos atomos o grupos de atomos.Una
forma comun es la ecuaciéon de Slater-Kirkwood
Bij = ,3§5azaj_ T (2.18)
[(3)2 + (F)2]

El factor numérico es elegido de forma que la energia este en kcal/mol cuando la
polarizabilidad « esta expresada en A3 y N es el niimero de efectivo de electrones en la capa
exterior. Aun no hay bases tedricas firmes para establecer los valores de los pardmetros A;;
a;j bi; de los términos repulsivos. Estos factores son simplemente escalados para producir
el minimo en Vg, (7;) en un valor de 7;; cercano a la suma de los radios de Van der Waals
de los grupos i y j.

Evaluando 7;; cuando la derivada de la ec. 2.16 es igual a cero

oV, —2A;; By
e =6y + ) (2.19)
Tij Tij T35
A;; esta relacionado con B;j a través:
B..r0
Ay = 7”;77“” (2.20)

En esta expresion ry,;, es el valor de r;; en el minimo de la energfa potencial. Debido
a esta simple relacién entre A;; y B;j, el potencial 6-12 es frecuentemente expresado en
términos de Tyin ¥ Vinin, que corresponde al minimo de energia de interaccion a pares.
Especificamente:

Vo (rig) = —Vinan [(F222)12 — 2(Z2 (2.21)
Tij Tij

En ocaciones se necesitan pequenos ajustes al radio de Van der Waals de moléculas
individuales para contrarrestar efectos de comprension de moléculas, asociados con grandes
ensambles de pares mutuamente atractivos [77] [82].

La mejor funcién conocida para el potencial Van der waals es la funciéon de Lennard
Jones (Fig. 2.8)

Las interacciones entre a&tomos que no estan enlazados uno al otro o a 4tomos comunes
son generalmente referidas como interacciones de Van der Waals. Estas moléculas habi-
tualmente son muy complicadas, pues muestran muchos grados de libertad en el cual las
moléculas se relajan.

El término total de interaccién de Van der Waals (Ec. 2.22) se toma como la suma de
todas las interacciones posibles de pares de atomos 1,4, 1,5, 1,6,.:

Vidw = Z Voduw (7ij) (2.22)
1,>4

donde los 4tomos ¢ y j estan en una relacién 1,4 o mayor. Las interacciones de van der
Waals 1,2 y 1,3 y las interacciones electrostaticas se consideran incluidas implicitamente
en los parametros de tension de enlace y de flexion de enlace. Cada término de Van der
Waals de un par V4, ij es la suma de una atraccién debida a fuerzas de dispersion de

39



CAPITULO 2. METODOLOGIA
2.2. MECANICA MOLECULAR

London y un término de repulsién debido principalmente a la repulsién de Pauli. Algunos
campos de fuerzas toman a V,q,,;; como un potencial de Lennard-Jones (Ec. 2.23) que se

puede escribir de dos formas equivalentes:
w o\ 12 NN 12 6
() (&) = |(&7) (&)

donde R;; es la distancia entre los dtomos i y j, el pardmetro de profundidad del pozo
ery es el valor de Vg, (7i;) en el minimo de la curva de interaccion, el parmetro R} ; da el
valor de R;; en el minimo de Vi, (7i;), y el parmetro alternativo oy es la distancia a la
que Vi (rij) es cero.

Voaw(Ti) = €1 =4dery (2.23)

Interaccién electrostatica

Las contibuciones electrostaticas a la energia no enlazante son generalmente expresadas
en términos del potencial Coulombico de la forma:

33266,

Vere(rij) = e
ij

(2.24)

Aqui ¢ es la constante dielectrica y ¢ es la carga electrica especifica del atomo o grupos
de dtomos. El factor numérico es elegido para que la energia este en kcal/mol cuando la
distancia es expresada en A y la carga en fracciones de una carga electrica. Las cargas
atémicas parciales son estimadas por numerosos métodos.

El término electrostatico Vg (Ec. 2.25) se toma comnmente como la suma de interac-
ciones electrostéticas incluyendo todos los pares de atomos excepto los pares 1,2 y 1,3:

Vel = Z Vel(rij) (2.25)
1>4

donde los atomos ¢ y j tienen una relacién 1,4 o mayor. Para calculos que modelan
moléculas en fase gaseosa, ¢ toma un valor en el intervalo de 1 - 1.5. Una € mayor que
1 permite tener en cuenta interacciones de apantallamiento debido a la polarizacién de
partes de una molécula entre los atomos i y j. Se utilizan varios métodos para asignar
cargas atémicas parciales. En Amber, las cargas se obtienen usando cargas ajustadas a

potenciales electrostaticos HF /6-31g* (ESP) de moléculas relacionadas més pequenas.

2.2.5. Campo de fuerzas de Amber

El campo de fuerzas son la forma funcional (Ec. 2.26) y el conjunto de parametros
que son utilizados para describir la energia potencial de un sistema de dtomos. La forma
bésica del campo de fuerzas incluye términos unidos, lo cual se refiere a atomos que estan
unidos por enlaces covalentes, mientras que los términos no enlazantes describen las fuerzas
electrostaticas y de Van der Waals. La composicion espécifica de los términos depende de
cada campo de fuerzas. Un campo de fuerzas también se define como el conjunto de
parametros para cada dtomo. El conjunto de parametros incluye variables para la masa
atémica, carga atomica parcial para cada atomo y longitudes de enlace de equilibrio,
angulos, angulos diedros. El conjunto de parametros son obtenidos de estudios de pequenas
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moléculas organicas las cuales son mas manejables para estudios experimentales y calculos
de mecénica cuantica.
La forma funcional del campo de fuerzas [12] de Amber se puede escribir como:

Braa = 30 KnlR— Rt 3 Kolo — % 3 5 1+eostnd ~ Yt g+ T
(2.26)

donde el primer término representa la energia entre atomos covalentemente unidos. El
segundo término representa la energia debido a la geometria de los orbitales electrénicos
involucrados en el enlace covalente. El tercer término representa la energia de torsiéon de
un enlace Kl cuarto término representa la energia entre pares de atomos no enlazados
(Van der Waals, interaccién electrostatica) El dltimo término es para describir los enlaces
hidrégeno.

En el campo de fuerzas anterior los coeficientes 10-12 de C y D fueron fijados a cero
para las interacciones de dtomo de hidrégeno-aceptor de hidrégeno siguiendo los resultados
de Hagler et al. Primero para fuertes enlaces hidrégeno, es claro que algunos tréminos de
repulsién son requeridos para evitar la ocurrencia de contactos cortos no realistas de
enlaces hidrégeno. Segundo, tales funcién 10-12 permite una muy buena concordancia de
las distancias de enlace hidrogeno y energias a los valores deseados. Las funciones de enlace
son cuadraticas, las cuales permiten una descripcién adecuada de la estructura y energias
para protienas y acidos nucleicos naturales. Una aproximacion de series de Fourier para
la energia de torsion, (es decir, para més de un valor de n, puede ser usado para dngulos
diedros), permite la simulacién precisa de las preferencias conformacionales en moléculas
simples y complejas. Para la velocidad de cémputo una funcion 6-12 es utilizada para los
parametros no enlazados, aunque el exponencial 6 es probable una mejor forma funcional
simple. Mientras la distancia interatémica no esta por debajo del radio de Van der Waals,
la forma 6-12 resulta ser adecuada. Todos los pardmetros se tomaron de la referencia [13]

Enlace Angulos Diedros 1<j

2.2.6. Carga atémica

Dado el amplio uso del modelo de carga atémica parcial, es importante considerar como
son obtenidas éstas cargas. Un método sencillo para obtener cargas atémicas es reproducir
los momentos eléctricos, éstos pueden ser calculados de la geometria si ésta es conocida. Por
ejemplo el momento dipolar experimental determinado para la molécula de HF es (1.82D),
que puede ser reproducida colocando cargas iguales y opuestas de 0.413e sobre dos nicleos
atémicos (suponiendo que la longitud de enlace es de 0.917 A). En algunos casos las cargas
atémicas son elegidas para reproducir propiedades termodinamicas calculadas a través
simulacién de dindmica molecular o método de Monte Carlo. Una serie de simulaciones son
desarrolladas y el modelo de carga es modificado hasta obtener resultados concordantes con
datos experimentales, esta aproximacion puede ser totalmente 1itil a pesar de su aparente
simplicidad, pero ellos es realmente practico para pequenas moléculas o modelos simples.

Las propiedades electrostaticas de una molécula son una consecuencia de la distribu-
cién de los electrones y el nicleo por lo tanto es razonable suponer que uno debe ser capaz
de obtener un conjunto de cargas atémicas parciales utilizando mecanica cuantica. De-
safortunadamente la carga atémica parcial no es una cantidad experimental observable y
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puede ser ambiguamente calculada de la funcién de onda. Esto explica por qué numerosas
formas de determinar las cargas atémicas parciales han sido propuestas y por qué ain
hay debates sobre la mejor manera para determinarlas. Comparaciones indirectas de va-
rios métodos es posible, usualmente por el calculo de cantidades apropiadas del modelo
de carga y entonces comparando los resultados con datos experimentales o potenciales
electrostaticos alrededor de la molécula.

Cargas derivadas del potencial electrostatico.

El potencial electrostatico en un punto es la fuerza que actia sobre una unidad de carga
positiva localizada en un punto. El nicleo da una fuerza positiva mientras los electrones
dan un potencial negativo. El potencial electrostatico en una cantidad observable que
puede ser determinada de una funcién de onda.

El potencial electrostatico en una propiedad continua y no facilmente representable
por una funcién analitica. Consecuentemente es necesariamente derivable de una repre-
sentacion discreta para utilizar andlisis numérico. El objetivo es derivar el conjunto de
cargas parciales que mejor reproduzcan el potencial electrostatico cuantico en una serie
de puntos alrededor de la molécula. Una solucién a este problema fue sugerida por Cox y
Williams (1981). El potencial electrostatico en cada punto elegido es calculado de la funcién
de onda. Un procedimiento de minimos cuadrados es entonces empleado para determinar
el conjunto de cargas atémicas parciales que mejor reproduzcan el potencial electrostatico
en esos puntos, sujeto a la constriccién que la suma da las cargas debe ser igual a la
carga neta de la molécula. Condiciones de simetria pueden también ser impuestas para
asegurar que las cargas sobre la simetria en 4tomos equivalentes sean iguales. Es posible
también requerir que las cargas atémicas reproduzcan otras propiedades electrostaticas de
la molécula tales como momentos dipolares.

Las cargas atémicas son la parte fundamental en el cédlculo de las interacciones elec-
trostéticas, el programa AMBERS9 puede trabajar con diferentes tipos de carga, entre ellos
estan las cargas RESP y cargas AM1-BCC, éstas ultimas son la que utilizamos en este
trabajo.

El método AM1-BCC [83, 84| genera de forma répida y eficiente cargas atémicas de alta
calidad para su uso en simulaciones de fase condensada. El objetivo del modelo de carga
AM1-BCC es producir cargas atémicas que emulan el potencial electrostatico (ESP) de una
molécula a nivel HF/6-31G *. Caracteristicas de estructura electrénica, incluyendo carga
formal y deslocalizacion electrénica. El esquema AM1-BCC primero calcula las cargas de
Mulliken a nivel semiempirico AM1 y entonces realiza la correccién a la carga de enlace
(BCC) para generar cargas AM1-BCC tipo RESP

En la mayoria de los casos AM1-BCC producen un conjunto de cargas de comparable
calidad a las cargas derivadas con (ESP) HF/6-31G * en menor tiempo ademés de reducir
las inestabilidades en la carga atémica comparado con métodos directos de ajuste de
(ESP) por lo tanto es un buen sustituto para las cargas RESP en modelacién molecular.
La parametrizacién de las cargas (BCC) fue realizado por ajuste al potencial electrostético
(ESP) HF/6-31G * para un conjunto de mas de 2700 moléculas. La mayoria de los grupos
organicos funcionales y sus combinaciones se muestrearon, asi como una extensiva variedad
de sistemas heteroarilos ciclicos y biciclicos fusionados. El resultado de los parametros
(BCC) permite al esquema de cargas AM1-BCC manejar précticamente todos los tipos de
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compuestos organicos enumerados en el indice de Merk y en la base de datos NSI.
Las cargas obtenidas mediante BCC (Bond Charge Correccién) [83] provienen de dos
términos:

0 =4q;  +¢"" (2.27)

. re . s . . .
El primero qﬁ.’ proviene de un rapido procedimiento de precarga, no muy adecuado
para célculos con simulacién en fase condensada. Las cargas AM1 se promedian de acuerdo
a la simetria de los enlaces, con lo que se corrige este valor.
El segundo término q;?‘”"’“, es otra correccién que modifica las cargas atémicas para

reproducir resultados obtenidos con ESP (HF /6-31G), ello es definido como:

~
q]qorr = Z T]'apa (2'28)
a=1
Donde la sumatoria corre sobre el nimero total de tipos de enclaces v en una molécula
Vv Do €s la correccién a la carga del enlace para el tipo de enlace «. el tipo de enlace «
es determinado por los tipos de atomos J e I de los atmos j e i y el orden del enlace de
conexién de los dos atomos.

2.3. Amber: programa de simulacion biomolecular

La simulacion de dindmica molecular de proteinas comenzo6 hace més de 30 anos atras,
en la actualidad es ampliamente utilizada como una herramienta para investigar estruc-
turas bajo una gran variedad de condiciones, estos van desde estudios de unién de li-
gandos y mecanismos de reaccién enzimatica a problemas de desnaturalizacién y reem-
paquetamiento de proteinas para el andlisis de datos experimentales y refinamiento de
estructuras. Amber es un nombre colectivo para un conjunto de programas que permiten
al usuario desarrollar y analizar simulaciones de dinaAmica molecular, particularmente para
proteinas, acidos nucleicos, y carbohidratos asi como un conjunto de campos de fuerza de
mecdnica molecular. Ninguno de los programas particulares lleva este nombre, pero las
diferentes partes trabajan de forma conjunta razonablemente bien, proporcionando un
marco muy completo y de gran alcance para muchos célculos comunes.

El término amber algunas veces es referido al campo de fuerzas empirico que esta
implementado aqui. Debe senalarse que el codigo y el campo de fuerzas son separados,
algunos otros programas computacionales han implementado el campo de fuerzas amber
y otros campos de fuerzas pueden ser utilizados dentro de la plataforma del programa
Amber. El paquete de programas de Amber [11] fue contruido a finales de 1970 y es un
acrénimo para Modelo Asistido de Construccién y Refinamiento de Energia. Originalmente
desarrollado por el grupo de Peter Kollman de la universidad de California, San Francisco.
Es mantenido por una colaboraciéon entre David Case en The Scripps Research Institute,
Tom Cheatham en The University of Utah, Tom Darden en NIEHS, Ken Merz en Florida,
Carlos Simmerling en Stony Brook University, Ray Luo en UC Irvine, y Junmei Wang en
Encysive.

Hay tres pasos principales para la simulacién de dindmica molecular en Amber, lla-
mados preparacién, simulacién y andlisis, y diferentes programas que desarrollan estos
pasos. Durante la preparacion cada atomo en la molécula le es asignado tipo de atomo.
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Un archivo de coordenadas (prmecrd), el cual contiene las coordenadas cartesianas de to-
dos los dtomos, y un archivo de topologia y pardmetros (prmtop), el cual contiene toda
la informacién restante (nombre de atomos, masa, parametros del campo de fuerza, lista
de enlaces covanlentes, angulos, dngulos diedros, etc) necesaria para el calculo de energias
y fuerzas. Los principales programas de preparaciéon en Amber son ANTECHAMBER, y
LEaP cuya funcién incluye el ensamblaje de campo de fuerzas para residuos o moléculas
que no estan definidas de otra manera.

En la (Fig 2.9) se muestra un diagrama de la informacién necesaria para desarrollar
célculos con Amber.

44



CAPITULO 2. METODOLOGIA
2.3. AMBER: PROGRAMA DE SIMULACION BIOMOLECULAR

PDB Inicial Coordenadas cartesianas del sistemas
ANTECHAMBER Calcula las cargas de los atomos
1 "~ Coordenadas del sistema
LEaP ——
l Asigna parametros del campo de fuerzas
SANDER Minimizacion de energias

Coordenadas del sistema minimizado,
PDB Final energia del sistema

Figura 2.9: Flujo de la informacién en Amber

El trabajo realizado es una primera aproximaciéon de célculos de la interaccion en-
tre cafeina con receptores de proteinas. Los calculos son desarrollados con métodos de
mecanica molecular. No se consideran efectos de solvente porque los segmentos de proteinas
con los cuales trabajamos se encuentran en la regién transmembrana, la cual esta formada
por una doble capa lipidica (hidrofébica) por consiguiente, la interaccién con moléculas
de agua es casi nula pues sélo existe algunas de ellas en esta regién, ademas de la expe-
riencia que se tiene de trabajos anteriores donde se considera la interaccion de ADN con
solvente [85], [86] podemos inferir que las posiciones de minima energia no cambian sig-
nificativamente. Las conformaciones optimizadas de dimeros y fragmentos peptidicos no
se obtienen a través de una trayectoria que sigan las moléculas, en lugar de ello se busca
la conformaciéon de minima energia en la vecindad cercana a su posicién, por lo tanto, no
tienen una energia cinética, lo cual les daria una temperatura.

En el presente trabajo suponemos que el bloqueo de los receptores de adenosina por
cafeina, pasa a través de la formacion de sus complejos con segmentos transmembrana de
la cadena polipeptidica del receptor, con base en esto, investigamos sistematicamente las
posibilidades de la interaccién de la molécula de cafeina con fragmentos transmembrana
del receptor Al y A2a.
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Capitulo 3

Discusion de resultados

3.1. La estructura molecular y los posibles tipos de interac-
ciones no-valentes de CAF y Adenosina.

Como ya se ha mencionado la molécula de cafeina tiene una estructura quimica re-
lativamente simple (1,3,7-trimetil-2,6-dioxopurina), es una molécula practicamente rigida
que tiene tres centros aceptores de protones (02, O6 y N9) y que no tiene centros don-
adores de protones. Todos los dtomos de la molécula CAF excepto los hidrégenos de los
grupos metilos, se encuentran en un plano (Figura 3.1a). Las posibilidades de formacién
de complejos de CAF con proteinas se limitan a la formacién de enlaces de hidrégeno con
los residuos de aminoécidos, que contienen los centros donadores de protones como son:
Ser, Thr, Asn, Gln, Tyr, His y Trp. y a las interacciones de apilamiento con los anillos
aromaticos de los aminoécidos involucrados.

Por otro lado la adenosina es un nucleésido que tiene tres grupos aceptores de protones
(N1, N3 y N7) y un grupo donador de protones (NH2) en la base, y un grupo aceptor O4’
del anillo de la ribosa y sus tres grupos OH, cada uno de los cuales puede ser un donante
y un aceptor de enlaces-H (Figura 3.1b).

La molécula de adenosina tiene amplias posibilidades conformacionales entre ellas la
relacionada con la rotacién alrededor del enlace glucosidico, respecto a la flexibilidad de
anillo de ribosa (en cristales de monémeros se encontraron empaquetamientos del anillo
de ribosa tanto C3’-endo como C2’-endo) y también con la rotacién sobre enlaces simples.
Como se mostré en estudios de difraccién de neutrones en cristales de adenosina [87],
todos los centros hidréfilos de cada molécula de adenosina, excepto O4’, se unen por
enlaces-H con los centros hidréfilos de cada una de las moléculas circundantes. Mientras
que el empaquetamiento del anillo de ribosa corresponde a la conformaciéon C3’-endo, y la
orientaciéon mutua de la base con la ribosa corresponde a la conformacién anti. En la lite-
ratura también existen datos cristalograficos de dos diferentes estructuras del monohidrato
de adenosina-5’-monofosfato. Ambas estructuras corresponden a las conformaciones anti
del nucledsido, pero uno de ellos tiene empaquetamiento del anillo de la ribosa C3’-endo
[88], v en la otra C2-endo [89]. La estructura de la parte del nucleésido 5’-AMP de este
cristal y la estructura de la adenosina obtenida de difraccién de neutrones las utilizamos
para construir las configuraciones iniciales de la molécula de adenosina para realizar la
bisqueda de sus minimos de energia con los métodos tedricos de mecanica cudntica.
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Figura 3.1: Estructura molecular de cafeina (a) y adenosina (b) con orientacién anti de la
ribosa respecto a la base. Se muestra la numeracion de los &tomos de nitrégeno y oxigeno
en ambas moléculas. Las lineas punteadas representan los enlaces de hidrégeno.

Sin proponernos encontrar todos los minimos locales de la energia de la interaccién
intramolecular de adenosina, hallamos varios minimos con formacién de dos enlaces de
hidrégeno, cuya energia es de 8-10 kcal/mol menor que en los minimos con un enlace-H.
La conformacién de la molécula en cristales de Adenosina y conformaciones de partes de
nucledsidos de 5’-AMP, no tienen enlaces de hidrégeno intramoleculares, y estan muy lejos
de las configuraciones que corresponden a los minimos locales de la energia de las interac-
ciones intramoleculares. Estos se forman por la accién de las interacciones intermoleculares,
debido principalmente la red de enlaces-H.

Los valores de energia de las interacciones intramoleculares de las estructuras corres-
pondientes a los tres minimos locales més profundos calculados por MM estan bastante
cerca uno del otro y son de -150.5, -150.0 y -150.3 kcal/mol (en la Figura 3.2 se presentan
las dos primeras de estas estructuras). En la Tabla 3.1 se detallan las caracteristicas de
los minimos encontrados para adenosina. Podemos observar que el minimo mas profundo
de adenosina corresponde a la conformaciéon syn sin embargo, la diferencia en energia
potencial respecto a la conformacién anti es de 0.5 Kcal/mol.
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Tabla 3.1: Energias de interaccién y valores geométricos de los minimos mas profundos
para la molécula de adenosina.

Conformacién Anti Anti Anti Syn Syn
Einy -149.99 -146.32 -140.87 -150.46 -150.31
p 133.07 128.28 5.09 29.49 156.41
v 38.75 39.79 34.36 34.98 34.62
X 172.28 173.62 -169.46 41.46 52.97
07 61.45 -166.98 49.05 48.48 53
Tipo Cl’ - exo C1’- exo C3’- endo C3’- endo C2’- endo
1 O2°H - N3 O2'H - N3 O2'H-03" || O3'H - 02
1.76 1.78 1.98 2.01
2 O3'H-02" || O3'H-02" || O3'H- 02" || O5'H- N3 O5°H - N3
1.93 1.92 1.99 1.87 1.83

Notas: Eint representa la energia de interacciéon de Adenosina con el fragmento del receptor de adenosi-
na (kcal/mol). La primera fila indica los 4tomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda fila indica

las distancias del enlace (A).

Una de las conformaciones de menor energia mantiene la orientacién anti de la ribosa
respecto a la base y tiene empaquetamiento C2’-endo del anillo de ribosa. Las otras dos
se presentan con orientacién syn, el anillo de ribosa de la primera de ellas tiene empaque-
tamiento C3’-endo, y de la segunda C2’-endo. Estas conformaciones tienen dos enlaces-H
intramoleculares, uno formado dentro de la ribosa entre los grupos O2’-H y O3’-H, y el otro
entre N3 de adenina y O2’-H de ribosa (en la conformacién anti del nucleésido), o O5’-H
(para la conformacién syn). Estos tres minimos de energia los utilizamos més adelante
como las estructuras iniciales para realizar los cdlculos ab initio de MC en la aproximacién
de MP2/6-31G(d,p), las estructuras encontradas en esta aproximacién, se han optimiza-
do posteriormente a nivel MP2/aug-cc-pVDZ. Los calculos de MC permitieron mostrar
la proximidad de las caracteristicas geométricas de las conformaciones mas favorables de
Adenosina, obtenidos por los métodos de MM y MC. No se pudo construir configuraciones
de complejos con mayor niimero de enlaces de hidrégeno intermoleculares que las estruc-
turas encontradas con las tres conformaciones iniciales de Adenosina mencionadas. Por lo
tanto, otros minimos locales de la molécula Adenosina no se consideran aqui.
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Figura 3.2: Estructura molecular de la adenosina. Se presentan las conformaciones corre-
spondientes a los minimos de energia més profundos con orientacién de la ribosa respecto
a la base: anti- (a) y syn-(b).

3.2. Seleccion de los sitios de los receptores de adenosina
para la busqueda de posibles complejos con cafeina y
adenosina.

Las regiones de los receptores de adenosina mas importantes para la interaccién con
adenosina (agonistas y antagonistas) son las hélices transmembrana que tienen conforma-
ci6én a-helicoidal. Nuestros cdlculos anteriores [15] [16] demostraron que, como se esperaba,
los minimos mé&s profundos de energia de complejos CAF con segmentos de hélices trans-
membrana corresponden a la formacién de al menos dos enlaces-H con los residuos de
aminoacidos adyacentes o residuos alternados. Una contribucién a la formaciéon de esos
minimos lo pueden hacer las interacciones de apilamiento con los aminoacidos arométicos,
pero la energia de las interacciones intermoleculares en los minimos con un enlace-H es
mucho menos negativa que en minimos con dos o tres enlaces-H [16]. Teniendo en cuenta
que la posibilidad de formar complejos con més enlaces hidrogeno es mayor con adenosina
que con cafeina, para comparar la estabilidad de los complejos fue necesario seleccionar
segmentos de hélices que contienen no menos de cuatro aminodcidos hidrofilicos. Cada
par de estos aminoacidos puede ser separado por no mas de dos residuos no polares. Un
andlisis de la estructura primaria de las hélices transmembrana del receptor de adenosina
A1 [15] mostré que la mayoria de los residuos de aminodcidos de estas hélices son alifaticos
hidrofébicos, los cuales no son capaces de formar enlaces-H. Sélo dos segmentos de hélice
transmembrana contienen regiones que cumplen este requisito, éste es la tercera hélice
transmembrana con la secuencia de aminodcidos
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Cys-Pro-Val-Leu-Ile-Leu-Thr-Gln-Ser!-Ser2-Ile-Leu-Ala-Leu-Leu-Ala-Ile-Ala
y la séptima hélice transmembrana con la secuencia de aminoacidos

Tyr-Ile-Ala-Ile-Phe-Leu-Thr-His-Gly- Asn-Ser- Ala-Met-Asn-Pro-Ile-Val-Tyr.

Un andlisis similar se realizé para la estructura primaria de las hélices transmembrana
del receptor de adenosina A2a, de las siete hélices transmembrana aqui sefialamos dos
segmentos de secuencias de péptidos, las cuales enlistamos a continuacién:

la tercera hélice transmembrana con la secuencia de aminoacidos

Leu-Phe-Ile-Ala-Cys-Phe-Val-Leu-Val-Leu-Thr-Gln-Ser!- Ser?-Ile-Phe-Ser3-Leu-
Leu-Ala-Ile-Ala-Ile

y la séptima hélice transmembrana con la secuencia de aminoacidos

Leu-Trp-Leu-Met-Tyr-Leu-Ala-Ile-Val-Leu-Ser-His-Thr- Asn-Ser-Val-Val-Asn-Pro-
Phe-Ile-Tyr-Ala

En estas secuencias, se subrayaron las partes, para las cuales se realizaron los calculos
de la energia de interaccién con CAF y Adenosina, en éstos segmentos de las hélices
se resaltan los residuos de aminodcidos capaces de formar enlaces-H. Ambos segmentos
contienen residuos con un grupo amida (glutamina en el tercera hélice y asparagina en la
séptimo hélice), que puede formar dos enlaces-H con adenosina, por lo que es de suponer la
presencia de minimos profundos con Adenosina. Las secuencias de péptidos se construyeron
con ayuda del software HyperChem, estos segmentos de los receptores de adenosina se
encuentran en una region transmembrana, donde la cafeina interacciona con el fragmento
inhibiendo la accién de la adenosina.

3.3. Formacién de complejos de cafeina y adenosina con el

segmento de la hélice TM3 del receptor de adenosina
Al.

3.3.1. Conformaciones de minima energia de cafeina con el segmento
TM3 del receptor de adenosina Al.

La busqueda de los minimos de energia de los sistemas que contienen CAF o adenosi-
na con una parte del péptido revelaron varios minimos locales con dos enlaces de H para
CAF y dos o tres enlaces de hidrégeno para adenosina, tanto en conformacién syn como
en anti. La posicion de los centros hidroéfilos de los residuos de aminodcidos de este seg-
mento (asi como del séptimo segmento) no permite formar un mayor nimero de enlaces-H
con adenosina en las configuraciones mas favorables. Puesto que las configuraciones de
adenosina sin el enlace-H entre la ribosa y la base son energéticamente menos favorables
en 10 kcal/ mol o més (tabla 3.1), la formacién de complejos de adenosina en este tipo de
configuraciones es menos favorable que con las configuraciones mas favorables de adenosi-
na. Estas configuraciones més favorables de adenosina casi no cambian al formarse los
complejos con el segmento de la hélice TM3 sin embargo, se modifican ligeramente: el em-
paquetamiento de anillo de la ribosa (el dngulo de pseudorotacién P cambia en menos de
un grado, y la amplitud de la pseudorotacion v, en sélo unas pocas décimas de grado), el
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dngulo de torsién glicosidico (hasta 2 grados) y en unas pocas centésimas de A la longitud
de los enlaces de hidrégeno intramoleculares. Los modelos moleculares de los complejos
de CAF y adenosina son energéticamente més favorables en regiones del tercer fragmento
transmembrana como se muestran en las Figs. (3.3 y 3.4), y sus caracteristicas cuantita-
tivas estdn en las Tablas (3.2 y 3.3). En ambos de estos complejos, adenosina forma todos
los tres enlaces-H con grupos hidrofilicos de la base, es decir dos enlaces de hidrégeno con
el grupo amida de la glutamina (N6-H62... O y N7...H-N), y el tercer enlace-H a través
de N1 de adenosina con el grupo O-H de treonina. La CAF forma enlaces de hidrégeno
con los grupos O-H de ambos residuos de serina. Otros minimos para los complejos con
adenosina y CAF tienen una energia menos negativa. Los calculos muestran que los valores
de la energia de las interacciones intermoleculares de CAF y de adenosina con éste seg-
mento (TM3) son bastante cercanos. La diferencia es igual a 0.48 kcal/mol, esta se puede
considerar insignificante, dada la precisién de los célculos de MM y el modelo aproximado.
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Figura 3.3: Las tres conformaciones de menor energia de interaccién de los complejos del
segmentos TM3 del receptor Al con la adenosina.

Tabla 3.2: Valores de energia y longitudes de enlaces hidrégeno de los minimos de energia
de los complejos cafeina con el segmento TM3 del receptor Al.

No 1 2 3 4 5
Eint -30.97 -29.84 -27.09 -26.15 -19.59
1 06 - Serl || O6 - Ser2 || N9 - Serl || O2 - GIn
1.63 1.7 1.8 1.86
2 02 - Ser2 || O2 - Serl || O2 - Ser2 || N9 - Serl || O2 - Serl
1.72 1.65 1.7 1.81 1.69

Notas: Fint representa la energia de interacciéon de Adenosina con el fragmento del receptor de adenosi-
na (kcal/mol). La primera fila indica los 4tomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda fila indica

las distancias del enlace (A).

3.3.2. Conformaciones de minima energia de adenosina con el segmento
TM3 del receptor de adenosina Al.

En esta seccién mostramos los minimos més energéticos encontrados entre adenosina
(syn) con el segmento TM3 del receptor de adenosina Al, Fig. 3.4. Las estructuras anti y
syn (tabla 3.3) exhiben energias muy cercanas siendo las més profundas las conformaciones
syn a pesar de que la estructura anti se encuentra en la mayor parte de los dcidos nucleicos
de la doble hélice.
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Figura 3.4: Las tres conformaciones de menor energia de interaccién de los complejos del
segmento TM3 del receptor Al con adenosina.
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3.4. Formacién de complejos de cafeina y adenosina con el
segmento TMY7 del receptor de adenosina Al.

3.4.1. Conformaciones de minima energia de cafeina con el segmento
TMT del receptor de adenosina A1l

En la formacién del complejo de més baja energia de CAF (Fig. 3.5 a)) con el segmento
TMT del receptor de adenosina A1l participan los tres centros protén-aceptor de CAF. Igual
que para el segmento TM3 las diferencias en la energia de las conformaciones de menor
energia de los complejos con adenosina y CAF son pequenas, de menos de 1 kcal/mol
(tablas 3.4 y 3.5), lo que permite explicar cualitativamente la posibilidad de competencia
entre CAF y adenosina por los lugares de la unién en el receptor.

Figura 3.5: Conformaciones de menor energia de interaccién de los complejos cafeina con
el segmento TM7 del receptor Al.
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Tabla 3.4: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de energia

de cafeina con el segmento TM7 del receptor Al

No 1 2 3 4 5 6 7
E; || -34.75 -31.63 -30.41 -29.05 -28.48 -26.33 -25.99
1 N9-Ser || O2-Thr || N9-Thr || N9-Asn || O6-Ser 06-Ser || O6-Ser
1.8 1.73 1.93 2.21 1.7 2.28 1.69
2 06-Asn || Apil-His || Apil-His || O6-Thr || Apil-His || O2-His || O2-Asn
2.35 1.69 1.83 2.02
3 O2-Thr || N9-Ser 02-Ser 02-Ser N9-Thr || N9-Thr
1.69 1.79 1.69 1.67 1.95 1.92

Notas: FEin: representa la energia de interaccién de cafeina con el segmento TM7 del receptor de
adenosina (kcal/mol). La primera fila indica los 4tomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda

fila indica las distancias del enlace (A) Apil - His indica que la cafeina esta en una posicién de apilamiento

con la Histidina

Conformaciones de minima energia de adenosina con el TMT7 del
receptor de adenosina A1l

3.4.2.

Para este segmento los minimos de energia de interaccién mas profundos con adenosina
en conformacion syn poseen energias significativamente mas negativas que el minimo mas
profundo correspondiente a la conformacién anti. En la tabla 3.5, reportamos los mini-
mo més profundos de cada conformacién de adenosina. En estos complejos, dos centros
hidréfilos de adenosina (N7 y el grupo amino NH2) forman dos enlaces-H con el péptido,
y el tercer enlace-H se forma por un grupo O-H de la ribosa (Fig. 3.6 a)). No encontramos
ningdn minimo con energia mas baja formado por adenosina en conformacién anti. El
minimo mostrado aqui es diferente de la mayoria de otros minimos en que, al formarse
el complejo, la conformacién interna de adenosina se cambia respecto a su conformacion
anti- de mas baja energia, tanto en el empaquetamiento de ribosa como en el dngulo de
torsién glicosidico (més de 20°).

En la Fig.3.6 se muestran las conformaciones mas energéticas de los complejos de
adenosina con fragmentos del segmento TM7 del receptor de adenosina Al.

57



CAPITULO 3. DISCUSION DE RESULTADOS
3.4. FORMACION DE COMPLEJOS DE CAFEINA Y ADENOSINA CON EL
SEGMENTO TM7 DEL RECEPTOR DE ADENOSINA Al.

o v
N
e ﬁ\i

N

Figura 3.6: Las tres conformaciones de menor energia de interaccién de los complejos de
adenosina (syn) con el segmento TM7 del receptor Al.
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3.5. Formaciéon de complejos de teofilina, teobromina con
los segmentos TM3 y TMT7 del receptor de adenosina
Al.

Teofilina y teobromina Fig. 3.7 son moléculas que pertenecen a la familia de las metil
xantinas al igual que la cafeina. La estructura molecular de estas dos moléculas es muy
parecida a la de la molécula de cafeina. Teofilina y teobromina tienen tres centros aceptores
de protones (02, 06, N9) y un centro donador de protén, (N7H, N1H) respectivamente.
Todos los atomos de ambas moléculas se encuentran en el plano excepto los hidrégenos
de los grupos metilos (CH3). Al igual que la cafeina las posibilidades de formacién de
complejos con proteinas estd limitado a la formacion de enlaces hidrégeno con los residuos
de aminodcidos que contienen centros donadores o aceptores de protones (Ser, Thr, Asn,
Gln, Tyr, His, Trp) ademés de las interacciones de apilamiento con los anillos arométicos.

b) “&¢

Figura 3.7: La estructura molecular de la (a) Teofilina, (b) Teobromina. Se muestra la
numeracién de los dtomos de nitrégeno y oxigeno en dichas moléculas.

3.5.1. Conformaciones de minima energia de teobromina y teofilina con
el segmento TM3 del receptor de adenosina Al

La busqueda de los minimos de energia de los sistemas que contienen teofilina y teo-
bromina con fragmentos del péptido muestran varios minimos locales con dos enlaces
hidrégeno para teofilina y con tres o dos enlaces hidrégeno para teobromina. Los calculos
de la energia de las interacciones intermoleculares de teofilina y teobromina con el seg-
mento TM3 muestran valores de energias muy similares. Comparando los minimos mas
profundos de ambos complejos observamos que a pesar de que la conformacién con te-
ofilina tiene un enlace hidrégeno menos respecto a la de teobromina, éste es ligeramente
mas negativo, ver tablas (3.6 y 3.7). La diferencia en energia es de 0.4 Kcal/mol Teofilina
forma dos enlaces hidrégeno entre O2 y O6 con los grupos OH de los dos residuos de
serina y un tercer enlace hidrogeno a través de N1H con el grupo OH de la segunda serina,
ver Fig. (3.8a), mientras que teobromina solo forma dos enlaces hidrégeno entre O2 y O6
con los grupos OH de los dos residuos de serina, ver Fig. (3.8b). En la tabla (3.6 y 3.7)
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mostramos las caracteristicas energéticas y estructurales de las conformaciones de minima
energia obtenidas para los complejos de teofilina y teobromina con el segmento TM3 del
receptor de adenosina Al.

En el apéndice A se muestran otras conformaciones de minima energia para los com-
plejos de Teofilina, Teobromina con los segmentos TM3 y TM7 del receptor Al.

Por otra parte si tomamos el minimo méas profundo de teofilina dado que es mas
negativo que el de teobromina y hacemos una comparacién con sus similares de cafeina y
adenosina, podemos decir que:

» El complejo de teofilina al igual que el de cafeina forman dos enlaces hidrégeno a
través de O2 y O6 con los grupos OH de los residuos de serina, sin embargo el
minimo formado con cafeina es més negativo siendo la diferencia en energia de 1.74
Kcal /mol.

= Kl complejo de adenosina forma tres enlaces hidrégeno con sus grupos hidrofilicos
de la base, dos enlaces de hidrégeno los forma con el grupo amida de la glutamina
(N6H62-O y N7-HN) y un tercer enlace de hidrégeno se forma a través de N1 de
adenosina con el grupo OH de treonina, mientras que el complejo de teofilina solo
forma dos enlaces hidrégeno. Para este caso la diferencia en energia de interaccién
intermolecular es de 2.26 Kcal/mol.

Figura 3.8: Conformacién mas negativa de teofilina a) y teobromina b) con el segmento
TM3 del receptor de adenosina Al.
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Tabla 3.6: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de energia
de Teofilina con el segmento TM3 del receptor Al.

No 1 2 3 4 5 6
Eint -29.23 -29.22 -27.19 -25.63 -25.61 -25.03
1 02 - Serl || O6 - Serl || O2 - Ser2 || NH7 - GIn 06 - Serl 02 - Gln
1.65 1.65 1.74 2.02 2.36 1.92
2 06 - Ser2 || O2 - Ser2 || N9 - Serl O6 - Serl || NH7 - Ser2 || O6 - Serl
1.7 1.7 1.8 1.66 2.21 1.66

Notas: Fint representa la energia de interacciéon de Adenosina con el fragmento del receptor de adenosi-
na (kcal/mol). La primera fila indica los 4tomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda fila indica

las distancias del enlace (A).

Tabla 3.7: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de energia
de Teobromina con el segmento TM3 del receptor Al.

No 1 2 3 4 5 6
Eint -28.83 -28.16 -25.88 -24.68 -20.16 -11.83
1 06 - Serl 02 -Serl || O2-Ser2 || O2-Gln || N9-GIn || NH1 - Gln
1.62 1.65 1.72 1.87 2.29 1.88
2 02 - Ser2 06 - Ser2 || N9 - Serl || N9 - Serl || O2 - Serl 02 - Gln
1.76 1.74 1.81 1.8 1.8 2.04
3 NH1 - Ser2
2.36

Notas: Eint representa la energia de interaccién de adenosina con el segmento TM3 del receptor de
adenosina (kcal/mol). La primera fila indica los dtomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda

fila indica las distancias del enlace (A).

3.5.2. Conformaciones de minima energia de teobromina y teofilina con
el segmento TMT7 del receptor de adenosina Al

De forma andloga al segmento TM3, para el segmento TMYT se realizé una buisqueda de
los minimos de energia de los sistemas que contienen teofilina y teobromina con fragmentos
del péptido. Los resultados obtenidos muestran varios minimos locales hasta con cuatro y
tres enlaces hidrogeno para teobromina y con tres y dos enlaces hidrégeno para teofilina.
Los célculos de la energia de las interacciones intermoleculares de teofilina y teobromina
con el fragmento muestran valores de energias muy similares. Comparando los minimos
mas profundos de ambos complejos observamos que a pesar de que la conformaciéon con
teobromina tiene un enlace hidrégeno menos respecto a la de teofilina, éste es mas negativo.
La diferencia en energia es de 2 Kcal/mol. El minimo mds profundo para teofilina forma
tres enlaces hidrégeno, dos de ellos los forma entre O6 y O2 de teofilina con los grupos
OH de treonina y serina respectivamente, y un tercer enlace lo forma entre N9 de teofilina
con el grupo NH2 de ASN, ver Fig. (3.9a). El minimo mds profundo para teobromina
forma dos enlaces hidrégeno, el primero entre O2 con NH de histidina y el segundo enlace
hidrégeno se forma entre O6 con el grupo OH de serina, ver Fig. (3.9b).
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En las tablas (3.8 y 3.9) mostramos las conformaciones de minima energia obtenidas
para los complejos de teofilina y teobromina con fragmentos del péptido del segmento TM3
del receptor de adenosina Al.

Por otra parte si tomamos el minimo més profundo de teobromina dado que es mas
negativo que el de teofilina y hacemos una comparacién con sus similares de cafeina y
adenosina, podemos decir que:

= Kl complejo de teobromina forma solo dos enlaces hidrégeno y en menos negativo
comparado con el complejo de cafeina, ademéds de que el de cafeina cuenta con tres
enlaces hidrégeno. La diferencia en energia de 5 Kcal/mol.

» El complejo de adenosina forma dos enlaces hidrégeno, sin embargo también es més
negativo que el de teobromina. Para este caso la diferencia en energia de interaccién
intermolecular es de 5.8 Kcal/mol.

Figura 3.9: Conformacién més negativa de teofilina a) y teobromina b) con el segmento
TMT del receptor de adenosina Al.
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Tabla 3.8: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de energia
de interaccién de teofilina con el segmento TM7 del receptor Al.

No 1 2 3 4 5 6
Eint -27.9 -27.75 -27.24 -26.42 -25.43 -23.65
1 O6 - Thr || O2- Asn || O6 - His || O2 - His 02 -His 06 -Ser
1.72 2.12 1.86 1.84 1.85 1.69
2 02 - Ser 06 - Ser || N9 - Ser 06 - Ser N9 - Thr
1.67 1.68 2.31 2.21 1.81
3 N9 - Asn || NH7 - Ser N9 - Thr
2.22 2.14 1.94
4 N9 - Thr
1.84
Enlaces Hidrégeno con atomos que pertenecen a la estructura de la hélice alfa
5 010 - Asn || O10 - Asn || O10 - Asn
1.88 1.92 1.89
6 O7 - Thr
1.83

Notas: F;,: representa la energia de interacciéon de adenosina con el segmento TMT7 del receptor de
adenosina (kcal/mol). La primera fila indica los dtomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda

fila indica las distancias del enlace (A).

Tabla 3.9: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de energia
de interaccién de teobromina con el segmento TM7 del receptor Al.

No 1 2 3 4 5 6
Eint -29.8 -28.13 -27.56 -26.22 -25.29 -23.15
1 O2 - His 06 - Thr 06 - Ser NH1 - Asn 02 -His 06 -Thr
1.84 1.71 1.73 1.91 1.84 1.76
2 O6 - Ser 02 - His O6 - Ser O6 - Ser 02 - Asn
1.82 1.9 1.83 2.32 2.0
3 NH7 - Ser N9 - Thr N9 - Ser
2.14 1.99 1.97
Enlaces Hidrégeno con dtomos que pertenecen a la estructura de la hélice alfa
4 NH1 - O7 O7 - Thr O7 - Thr
1.91 1.86 1.98
5 010- Asn || O10- Asn || O10- Asn || O6 - Asn || O10 - Asn
1.89 1.89 1.91 2.56 1.88

Notas: E;,: representa la energia de interacciéon de adenosina con el segmento TMT7 del receptor de
adenosina (kcal/mol). La primera fila indica los dtomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda

fila indica las distancias del enlace (A).
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3.6. Formaciéon de complejos de cafeina y adenosina con el
segmento TM3 del receptor de adenosina A2a.

Estudios recientes muestran que no solamente la cafeina es un competidor antagénico
del receptor de adenosina A1, sino también tiene efectos antagénicos sobre los receptores
de adenosina A2a, en este sentido se realizé una busqueda de posibles conformaciones de
minima energia entre la molécula de adenosina y cafeina con segmentos de las hélices TM3
y TM7 del receptor de adenosina A2a.

Un analisis de la estructura primaria del receptor de adenosina A2a muestra gran
similitud al receptor de adenosina Al en los segmentos TM3 y TM7. La secuencia de
aminoacidos de estos segmentos para el receptor A2a de adenosina es la siguiente:

para el segmento de la hélice TM3 tenemos:
Leu-Phe-Ile-Ala-Cys-Phe-Val-Leu-Val-Leu-Thr-Gln-Ser-Ser-Ile-Phe-Ser-Leu-
Leu-Ala-Ile-Ala-Ile

para el segmento de la hélice TM7 tenemos la secuencia de aminodcidos
Leu-Trp-Leu-Met-Tyr-Leu-Ala-Ile-Val-Leu-Ser-His-Thr- Asn-Ser-Val-Val-Asn-
Pro-Phe-Ile-Tyr-Ala

3.6.1. Conformaciones de minima energia de cafeina con el segmento
TM3 del receptor de adenosina A2a

La busqueda de los minimos de energia de los sistemas que contienen CAF con una
parte de la hélice TM3 revel varios minimos locales hasta con tres enlaces de H, ademas
de la formacién de posiciones de apilamiento de CAF con el residuo de aminodcido fenil.

Los minimos mas profundos forman tres enlaces hidrégeno, en estas conformaciones
cafeina involucra sus tres centros aceptores de protones (02, 06, N9). Estos enlaces se
forman con los tres residuos de serina del segmento. Otros minimos con energias menos
negativas forman posiciones de apilamiento entre cafeina y el residuo de fenilalanina.

En la Fig. 3.10 mostramos los dos minimos méas energéticos formados por cafeina con
el segmento TM3 del receptor de adenosina Aa2, y sus caracteristicas cuantitativas estan
en la tabla 3.10
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%

Figura 3.10: Conformaciones de minima energia de cafeina con el segmento de hélice del
receptor de adenosina A2a.

Tabla 3.10: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de
energia de interaccién de cafeina con el segmento TM3 del receptor A2a.

No 1 2 3 4 5
FEint -37.84 -37.03 -29.8 -26.54 -22.28
1 06 - Serl || O2 - Serl || O2 - GIn || N9 - Serl N9 - Gln
1.68 1.67 1.92 1.82 2.2
2 02 - Ser2 || O6 - Ser2 || N9 - Serl || O2 - Ser2 02 - Serl
1.7 1.72 1.84 1.73 1.72
3 N9 - Ser3 || N9 - Ser3 || Apil- Phe || O6 - Ser3
1.79 1.8 1.7
Enlaces Hidrogeno con dtomos que pertenecen a la estructura de la hélice alfa
4 02 - Serl || O9 - Ser3 02 - Serl
1.79 2.28 1.8

Notas: FE;,: representa la energia de interaccién de cafeina con el segmento TM3 del receptor de
adenosina (kcal/mol). La primera fila indica los dtomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda

fila indica las distancias del enlace (A).

Conformaciones de minima energia de adenosina con el segmento
TM3 del receptor de adenosina A2a

3.6.2.

En esta seccién mostramos los minimos més energéticos encontrados entre adenosina
con el segmento de la hélice TM3 del receptor de adenosina A2a. El minimo més profundos
forma tres enlaces hidrégeno, los residuos de aminoacidos involucrados en estos enlaces son
los mismos que interaccionan con cafeina. Los calculos mostraron que los valores de en-
ergias de la interaccion intermolecular de cafeina y adenosina con este fragmento peptidico
son muy similares. La diferencia en energia es de 1.3 Kcal/mol siendo los complejos que
se forman con cafeina los mas negativos.

En la Fig. 3.11 mostramos los minimos mas energéticos formados por adenosina con
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el segmento TM3 del receptor de adenosina Aa2, y sus caracteristicas cuantitativas estan
detalladas en la Tabla 3.11

Figura 3.11: Conformaciones de minima energia de adenosina con el segmento TM3 del
receptor de adenosina A2a, a) adenosina Syn, b) adenosina Anti.
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3.7. Formaciéon de complejos de cafeina y adenosina con el
segmento TM7 del receptor de adenosina A2a.

3.7.1. Conformaciones de minima energia de cafeina con el segmento
TMT del receptor de adenosina A2a

En esta seccion mostramos los minimos mas energéticos encontrados entre cafeina con
el segmento TM7 del receptor de adenosina A2a. El minimo més negativos forman dos
enlaces hidrégeno entre O6 y O2 de cafeina con serinal y serina2 respectivamente. En la
Fig. 3.12 mostramos dos de los minimos méas negativos que se forman entre cafeina y el
segmento TM7 del receptor de adenosina, en la tabla 3.12 se muestran sus caracteristicas
cuantitativas.

Figura 3.12: Conformaciones de minima energia de cafeina con el segmento TM7 del re-
ceptor de adenosina A2a.
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Tabla 3.12: Valores de energia y longitudes de enlace de hidrégeno de los minimos de
energia de adenosina con el segmento TM7 del receptor A2a.

No 1 2 3 4
Eins -40.88 -37.05 -36.26 -27.17

1 0O2-Serl || O6-Ser2 || N9-Serl
1.69 1.7 1.82

2 N9-Ser2 || O2-Serl O2-His 0O6-Serl
1.9 1.66 1.86 1.76

3 06-Asn 06-Ser2 || N9-Ser2
1.9 1.7 2.11

Enlaces Hidrégeno con atomos que
pertenecen a la estructura de la hélice alfa

4 010-Asn 010-Asn
1.89 1.88
5 O5-Thr || O5-Thr || O5-Thr
1.72 1.68 1.72
6 O8-His
1.99

Notas: FEint representa la energia de interacciéon de Cafeina con el segmento TMT7 del receptor de
adenosina (kcal/mol). La primera fila indica los dtomos involucrados en el enlace hidrégeno. La segunda

fila indica las distancias del enlace (A).

3.7.2. Conformaciones de minima energia de adenosina con el segmento
TMT7 del receptor de Adenosina A2a

En esta seccién mostramos los minimos més energéticos encontrados entre adenosina
con el segmento TM7 del receptor de adenosina A2a. El minimo mas negativo forma
un enlace hidrégeno entre N7 de adenosina con serina, ademés de formar una posicion
de apilamiento entre adenosina con el residuo de aminoacido de histidina. Los calculos de
energia de interaccién intermolecular de cafeina y adenosina con este fragmento mostraron
que dichos valores son bastante cercanos entre si. La diferencia es de 1.07 Kcal/mol siendo
la conformacion que se forma con adenosina la més negativa respecto a la de cafeina. En
la Fig. 3.13 mostramos dos de los minimos méas negativos que se forman entre adenosina
y el segmento TM7 del receptor de adenosina A2a, en la tabla 3.13 se muestran sus
caracteristicas.
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Figura 3.13: Conformaciones de minima energia de adenosina con el segmento TM7 del
receptor de adenosina, a) adenosina syn, b) adenosina anti
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Capitulo 4

Conclusiones

Una de las sustancias biolégicamente activas mas amplia y regularmente consumidas
por la poblacién es la cafeina, la cual actiia como antagonista de los receptores de adenosina
Al y A2a. Tratamos de clarificar los posibles mecanismos de competicién de cafeina y
adenosina por los sitios de unién en los receptor de adenosina Al, y A2a y contestar la
pregunta, ;Como puede la cafeina siendo comparativamente pequena y casi rigida con
limitaciones para interacciones inter moleculares suficientemente fuertes, competir con la
molécula de adenosina la cual tiene mas centros para formacién de enlaces hidrégeno y con
una movilidad conformacional significativa? Recientes datos estructurales [20], [21], [22],
[23] sobre complejos del receptor de adenosina A2a con adenosina, agonistas y antagonistas
asi como simulaciones computacionales para tales complejos no pueden clarificar sobre la
accion de la cafeina.

Para responder esta pregunta, en este trabajo hemos desarrollado una busqueda de los
minimos de energia de interaccion de cafeina y adenosina con fragmentos transmembrana
de los receptores Al y A2a, los cuales son capaces de formar varios enlaces hidrégeno con
esos ligandos. Los célculos fueron realizados por el método de mecanica molecular utilizan-
do el campo de fuerzas y el paquete computacional AMBER 9. Un an4lisis conformacional
de la molécula de adenosina revelé que los minimos de energia interacciéon intramolecular
ma&s profundos corresponden a la formacion de dos enlaces hidrégeno intramoleculares.
La formacién de esos enlaces hidrogeno restringen las interacciones de adenosina con los
fragmentos del receptor. Con la bisqueda de los minimos de energia de interaccién entre
el receptor y los dos ligandos (Adenosina y Cafeina) se encontré un conjunto de complejos
de minimos de energia; el minimo més profundo para adenosina resulta en la formacién de
enlaces hidrégeno con no mas de tres residuos de aminoacidos. Los valores de la energia de
interaccién en esos minimos son bastante cercanos para ambos ligandos. Por lo tanto las
moléculas de cafeina y adenosina, que son sustancialmente diferentes en el niimero de cen-
tro hidrofilicos y en las posibilades conformacionales resultan ser similares desde el punto
de vista de la formaciéon de complejos con los fragmentos receptores de adenosina Al y
A2a. Adicionalmente se realizé la buisqueda de los minimos de energia de interaccién de los
fragmentos intramembrana del receptores de adenosima A1l con teofilina, teobromina. Los
calculos mostraron que los minimos mas profundos corresponden a la formacién de var-
ios enlaces-H entre los residuos de aminoacidos de los receptores y atomos hidrofilicos de
ligandos. Estos resultados permitieron explicar por qué teofilina y teobromina no poseen
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mayor actividad que la cafeina a pesar de la presencia en estos de un centro hidrofilico
adicional en comparacién con cafeina.

El conjunto de todos los resultados ayuda a entender los mecanismmos de competencia
de las metil xantinas, en especial de la cafeina con adenosina por los sitios de unién en los
receptores de adenosina como la fuente del efecto farmacolégico de la cafeina.
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Apéndice A

Complejos adicionales de minima
energia de Teofilina y teobromina

con los segmentos TM3 y TMT7 del
receptor de adenosina Al

A.1. Conformaciones de minima energia de teofilina con el
segmento TM3 del receptor de adenosina Al

Figura A.1: Conformaciones de minima energia de interaccién de teofilina con el segmento
TMS3 del receptor de adenosina. Ver Tabla 3.6
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A.2. CONFORMACIONES DE MINIMA ENERGIA DE TEOBROMINA CON EL
SEGMENTO TM3 DEL RECEPTOR DE ADENOSINA Al

A.2. Conformaciones de minima energia de teobromina con
el segmento TM3 del receptor de adenosina Al

Figura A.2: Conformaciones de minima energia de interaccioén de teobromina con el seg-
mento TM3 del receptor de adenosina. Ver Tabla 3.7

A.3. Conformaciones de minima energia de teofilina con el
segmento TMY7 del receptor de adenosina Al

Figura A.3: Conformaciones de minima energia de interaccién de teofilina con el segmento
TMT7 del receptor de adenosina. Ver Tabla 3.8
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A.4. CONFORMACIONES DE MINIMA ENERGIA DE TEOBROMINA CON EL
SEGMENTO TM7 DEL RECEPTOR DE ADENOSINA Al

A.4. Conformaciones de minima energia de teobromina con
el segmento TMT del receptor de adenosina A1l

Figura A.4: Conformaciones de minima energia de interaccién de teobromina con el seg-
mento TM7 del receptor de adenosina. Ver Tabla 3.9

7



Computational Study of Possible Complexes of Caffeine and Adenosine with
Adenosine Receptor Fragments.
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Abstract

Caffeine (CAF) is a biologically active substance with the broad function spectrum well-known from
ancient times and widely used nowadays. The main pharmacological effect of CAF, stimulation of
central nervous system, is due to its acting as a concurrent antagonist of Adenosine (Ado) on membrane
proteins, namely, adenosine receptors Al and A2a. In this work we study the atomic level mechanism of
this effect. The main question that we try to answer using computer modeling is «<How can
comparatively small and practically rigid CAF molecule, with its limited possibilities to take part in
sufficiently strong inter-molecular interactions, compete for binding sites with Ado molecule, which has
more hydrogen bonding centers and significant conformational flexibility? » To approach this question
we have calculated, using molecular mechanics (MM) method, the minima of interaction energy of CAF
and Ado molecules with the fragments of transmembrane receptor domains participating in Ado binding.
The MM computations revealed that the most probable conformations of separate Ado molecule
correspond to the formation of two intra-molecular H bonds. This conclusion was confirmed at MP2/6-
31G(d,p) and MP2/6-311++G(d,p) levels of the ab initio theory. It restricts the possibility of Ado
interactions with hydrophilic amino acids of the receptor fragments. Thus, at the deepest minima of the
interaction energy, both Ade-and CAF form H bonds with no more than three amino-acid residues. The
energy values at these minima are rather close to each other. Therefore, two molecules that are
substantially different in the number of hydrophilic centers and in conformational possibilities turn out
to be similar from the point of view of the energy of complex formation with adenosine receptor
fragments.

Key words:
Caffeine; Adenosine; Adenosine receptors; Complex formation; Molecular mechanics; Ab Initio

calculations
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