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Resumen

El receptor CXCR7/ACKR3, perteneciente a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) de la clase A, exhibe una notable capacidad pleiotréopica al
interactuar con ligantes de diversa naturaleza quimica, que abarcan desde
quimiocinas (CXCL12, CXCL11) y péptidos opioides, hasta moléculas de bajo peso
molecular como el compuesto CCX662. Mediante la implementaciéon de diversas
técnicas computacionales, incluidas las simulaciones de dinamica molecular, se
caracterizaron los complejos formados por el receptor CXCR7 y distintos ligantes, lo
que permitio obtener una descripciéon detallada de las interacciones ligante-proteinay
de los cambios conformacionales derivados de estas asociaciones.
Complementariamente, se realizé la caracterizacién conformacional del sistema en
ausencia de ligante (CXCR7-APO), lo que permitid contrastar con los efectos

producidos por los ligantes.

De manera relevante, se describié la presencia de un sitio de unién a sodio en la
cavidad criptica del receptor, asi como el descubrimiento un nuevo sitio de unién a
sodio en la regidon extracelular del sitio de unidn ortostérico. La identificacién de dicho
sitio resulta fundamental para el disefo racional de farmacos con mayor especificidad

y selectividad dirigidos a CXCR?7.

Teoria

Inicios

Las raices del modelado molecular comenzaron con la nocién de la geometria
molecular, energia y diversas propiedades que pueden calcularse a partir de modelos
mecanicos sujetos a fuerzas fisicas basicas. Una molécula estd representada como
un sistema mecanico en el cual las particulas “a4tomos” estan conectados por resortes
“enlaces covalentes”. La molécula puede rotar, vibrar y trasladarse para adoptar
conformaciones favorables en el espacio como respuesta colectiva a las fuerzas intra

e intermoleculares que actuan sobre la molécula.’



La mecéanica molecular surgié naturalmente de los conceptos de enlace moleculary
fuerzas de van der Waals, en la década de los anos 1960 un trabajo pionero desarrollo
un campo de fuerza sistematico basado en informacién espectroscdépica, calores de
formacidn, estructuras de compuestos pequenos que compartian grupos quimicos, e
informacién de mecanica cuéantica, comenzaron independientemente en los
laboratorios de Shneior Lifson en el instituto de ciencias Wiezmann?, en la universidad
de Cornell con Harold Scheraga, en la universidad de estatal de Wayne con Norman
Allinger; estos investigadores comenzaron a desarrollar los parametros del campo de
fuerza para compuestos quimicos probando los resultados de los calculos frente a
datos experimentales de estructuras y energias." Para finales de la década de 1960,
Levitt y Lifson reportaron el primer calculo de energia de una proteina completa
(mioglobina y lisozima), en la cual los potenciales moleculares y la restricciones
experimentales definieron la funcién energética en coordenadas cartesianas. ® Esto
debido a el tratamiento de coordenadas cartesianas descrito por Lifson y Warshel en
1968*. Su esfuerzo en programar los campos de fuerza en coordenadas cartesianas
allano el camino para los subsecuentes calculos de minimizacién de energiay calculos
de dinamica molecular de biomoléculas, dando paso a una eficiente evaluacién de las
funciones, junto con el analisis de la primera y segunda derivada que permitieron ser

integradas en los programas de modelado molecular?.

Pasado mas de una década, se establecieron la primera generaciéon de campos de
fuerza de biomoléculas. En esta ocasién Martin Karplus en la universidad de Harvard
revitalizd la idea de usar dindmica molecular, la mayoria de programas y campos de
fuerzas actuales, estan basados en los trabajos de los pioneros en el drea antes
mencionados, asi mismo la incorporacién del campo de fuerza de agua en 1980 por el
equipo de Berendsen y Jorgensen los modelos (SCP y TIP3P/TIP4P)® respectivamente

dieron paso a simulaciones de biomoléculas en solucién explicita.



Progresos representativos.

La primer simulaciéon de dindmica molecular de un proceso bioldgico fue en 1977 de
una proteina pequena, el inhibidor de la tripsina pancreatica bovina, mostrando
fluctuaciones atémicas substanciales en la escala de los picosegundos®’. El
decapéptido linear GnRH ( hormona liberadora de gonadotropina) fue estudiado en
1984 por su potencial farmacoldgico®, para 1985 usando simulacién de dinamica
molecular, se obtuvieron 300 ps de la proteina mioglobina, dicha simulacién contaba
con 1423 atomosy a una temperatura de 298 K°, en 1989 se describio la simulacion de
dinamica molecular de una micela hidratada, dicho ensamble consistié de una micela
esférica con 85 moléculas de lisofosfatidiletanolaminay 1591 moléculas de agua'™. En
1992 se compard laimportancia de usar solvente explicito en el sistema de la proteasa
delvirus del VIH, donde se incluyé el dimero de la proteasa (HIV-1 PR), 6990 moléculas
de agua del modelo SCP, donde se concluyd que el uso de agua explicita en las
simulaciones de dinamica molecular daba resultados mas similares a la estructura
resuelta de rayos X, que en condiciones diferentes de simulacién', para finales de la
década de 1990, se habian alcanzado nuevos horizontes, con la implementacién del
método de malla de particulas de Ewald, (" PME Particle Mesh Ewald™), condiciones
periédicas, solvatacion implicita y dindmicas de Langevin empezaron a ser usadas en
la primera década de los afios 2000. Ahos después simulaciones mas largas y grandes
en cantidad de atomos incluidos en el sistema son posibles, gracias a programas
especializados como NAMD, GROMACS vy sin uso especializado de computadoras

como Anton'.

Estructura de las proteinas.

El término proteina se origina de la palabra griega “proteios”, que significa “primario”,
el termino fue aptado por Jons Berzelius en 1838 para enfatizar la importancia de esta
clase de moléculas’. Proteinas y polipéptidos estan formados por la uniéon de
aminoacidos. Esa secuencia de aminoacidos es conocida como estructura primaria.

Cada aminoacido consiste en un carbono central tetraédrico conocido como alfa (o),



dicho carbono alfa (C,) esta unido a cuatro unidades: un atomo de hidrégeno, un grupo
amino protonado (NH;3"), un grupo carbonilo (COO"), y una cadena lateral distintiva para
cada aminoacido o grupo R. El C, en su arreglo tetraédrico puede generar dos
imagenes especulares. Solo el isémero L es parte constitutiva de las proteinas en el
planeta Tierra. La forma dipolar o zwitteriénica de los aminodacidos es tipica para pH

neutro (pH de 7).

Un polipéptido se forma cuando los aminoacidos se unen, el carbono del carboxilo de
un aminodacido se une al nitrégeno del grupo amino de otro aminoacido para formar un
enlacé peptidico con la liberacién de una molécula de agua (Figura 1). Cada
aminoacido tiene una combinaciéon de propiedades Unicas (tamaho, polaridad,
constituyentes ciclicos, puentes disulfuro, etc.) que formany estabilizan la estructura

tridimensional de una proteina’.

T H
H3 ci—coo- *+ H Ccg— COO -
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R4 R,
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Figura 1 Formula general de un aminodcido y formacién de un dipéptido por la unién de dos aminoacidos.

Angulos diedros flexibles ¢ , y y dngulo rigido ®
Los polipéptidos tienen una amplia variedad de conformaciones que difieren solo en

sus orientaciones rotacionales sobre enlaces covalentes. Este tipo de rotaciones



flexibles esta caracterizado por angulos diedros, los cuales son una medida relativa de
orientacidon de cuatro atomos unidos en una molécula, i- j- k-l (Apéndice I). Los dos
angulos diedros ¢ y y son usados para definir las rotaciones entre el enlace del
nitrégeno con el C, de la cadena principal y entre C, y el carbono del carbonilo,
respectivamente. El angulo diedro o define la rotacion sobre el enlace peptidico
formado por la secuencia de atomos C,-{C-N}- C, donde los C, corresponden a los
carbonos alfa de dos aminoéacidos adyacentes. Debido al caracter de doble enlace del
enlace peptidico e impedimentos estéricos entre cadenas laterales, el angulo diedro
esta tipicamente en la configuraciéon trans (180°). En esta orientacion los cuatro
atomos recaen sobre el mismo plano, con las distancias de los carbonos alfa mas

distantes posibles’. (Apéndice )

Angulos diedros flexibles

Ademas de la flexibilidad de los angulos y y ¢ asociada a los dos enlaces del esqueleto
que involucran al C,, son posibles multiples conformaciones para 18 de los 20
aminoacidos cuando las geometrias de sus cadenas laterales difieren. Los dangulos
diedros utilizados para definir las rotaciones de las cadenas laterales se denotan por

la letra i, afladiendo subindices segun sea necesario’. (Apéndice I)

Campo de fuerza.

El enfoque de la mecanica molecular fue desarrollado por Alder y Wainwrigth a finales
de ladécadade 1950, consiste en utilizar un esquema de “esferas unidas con resortes”
pararepresentar moléculas, donde cada esfera corresponde a un atomoy cada resorte
a un enlace covalente. Esta representacion permite modelar moléculas mediante la
mecanica newtoniana. El calculo de las fuerzas y la integraciéon de la ecuacién de

movimiento de Newton permiten calcular la evolucion temporal de un sistema dado.?

El primer campo de fuerza aparecié en la década de 1960, con el desarrollo de la
mecanica molecular, y su meta principal era predecir estructuras moleculares,
espectros vibracionales y entalpias de moléculas aisladas, estos campos de fuerza

fueron creados para estudiar principalmente hidrocarburos, como lo son los campos



de fuerza implementados por el grupo de Allinger. Desde entonces el alcance de los
campos de fuerza se ha movido a tratar sistemas mas complejos, dando lugar al
desarrollo de una variedad de campos de fuerza aplicables como CHARMM, AMBER,
GROMQOS, OPLS, la mayoria son generales, pero los tres primeros son los que se usan

frecuentemente en simulaciones de biomoléculas.™

El campo de fuerza de CHARMM, es uno de los campos de fuerza mas exitosos en el
estudio de biomoléculas. Descrito por primera vez por Karplus en su articulo
“CHARMM: A Program for Macromolecular Energy, Minimization, and Dynamics
Calculations” ', en 2006 este campo de fuerza fue utilizado en una simulacién que
rompid la barrera de 1 millon de atomos en una simulacién de dinamica molecular,
donde se estudié la curvatura dindmica de las membranas lipidicas causada por
proteinas, el sistema consistié de 1 122 340 atomos y el tiempo de simulacion fue 10

ns.'

La dinamica molecular es un método de simulacidén clasico que muestrea el espacio
de fases a través de generar una trayectoria que esta totalmente determinada por las
interacciones entre las particulas; de acuerdo con la aproximaciéon de Born-
Oppenheimer, el movimiento de los nucleos de una molécula es mucho mas lento que
el movimiento de los electrones, asi que ambos movimientos se pueden tartar de
manera separada. En métodos basados en mecanica cuéntica, esto significa la parte
electrénica del Hamiltoniano es resuelta para una configuracion nuclear fija. ELcambio
de esta configuraciéon genera un nuevo problema electrénico que debe resolverse de
nuevo. Sin embargo, en los métodos clasicos, la aproximacion de Born-Oppenheimer
implica que los electrones sonignorados, mientras que la energia molecular se calcula

en funcion de las posicién de los nucleos.™

Las simulaciones de dindmica molecular requieren una descripcién precisa de la
energiay de las interacciones entre las diferentes entidades que forman el biosistema.
Al conjunto de funciones de energia potencial de las que se derivan las fuerzas se

denominan comunmente campo de fuerzas (FF del inglés Force Field) y es un



componente fundamental para determinar la evolucidon temporal del sistema. En
nuestro caso, se utilizara el campo de fuerza de CHARMM (Chemestry at HARvard
Macromelecular Mechanics). Asi el calculo de la energia potencial en un campo de

fuerza toma la siguiente forma:

U= Eenlace + Eno enlace = (Eenlace + Eangulos + Etorsiones) + (EVDW + ECouloumb)

Sustituyendo:

1 1 v,
U= z S Ky —10)% + z 5 Ka(0 — 8,)% + z S [1+ cos (ng — &)]

enlace angulos torsiom
12 6
] Yy 1
b Vat ) aeyGln =+ ) S
. . ij ij ij
impropio L] elec

Los FF comprenden términos de interaccidn enlazantes y no enlazantes, las
interacciones enlazantes incluyen la energia del oscilador armdnico de las longitudes
de los enlaces, los angulos de enlace y los dangulos diedros de torsién, mientras que
las interacciones de van der Waals y las interacciones electrostaticas contribuyen a las
interacciones no enlazantes. Cabe mencionar que las interacciones no enlazantes del

tipo van der Waals estan descritas por el potencial de 12-6 de Lennard-Jones. "’

Proteinas de membrana.

Las proteinas transmembranosas, atraviesan por completo la membrana celular
formando hélices a de paso unico o multiple por la membrana, son anfipaticas debido
a que presentan una distribucion asimétrica de los grupos hidréfilos e hidréfobos, lo
que les hace estar en parte embebidas en la membrana y en partes sobresalientes. La
extensiéon en que estdn embebidas se regula por el equilibrio termodinamico,
determinado por la secuencia de aminoacidos y la estructura covalente de la
molécula, asi como por su interaccién con las moléculas que la rodean.’ Los
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), también conocidos como receptores de
siete hélices transmembranales (7HT-) representan la familia de proteinas de
membrana mas extensa, GPCRs son activadas por una variedad de estimulos

incluyendo fotones, iones, pequefas moléculas organicas y macromoléculas



(péptidos y proteinas). La familia de las GPCRs esta compuesta por aproximadamente
800 genes en el genoma humano, que regulan vias de sefalizacién involucradas en

diversos roles fisioldgicos. °

Se hanidentificado miles de distintos GPCR en organismos, desde levaduras hasta las
plantas fanerégamasy mamiferos, y en conjunto regulan un espectro extraordinario de

procesos celulares.?

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) se clasifican en seis clases: Clase A
(receptores similares a rodopsina), clase B, C, D, Ey F. Todas las GPCRs de la clase A,
comparten una arquitectura de siete hélices transmembranales (HT-1-HT-7) que estan
conectadas por tres hazas extracelulares (ECL1-3) y tres hazas intracelulares (ICL1-3).
ELN terminal de la proteina esta en la parte extracelulary es responsable por reconocer
a una variedad de ligantes, el conjunto de las 7 hélices transmembranales forma el
nucleo estructural, la unién de ligantes genera la transduccién de la sefal a través de
cambios conformacionales en la regidon intracelular. La parte intracelular interactua

con proteinas G, arrestinas y otros efectores de sefal rio abajo.?’

El primer estudio documentado sobre GPCRs data del siglo diecinueve, donde se
describio la purificacidony aplicaciéon de alcaloides como morfinaen 1805y pilocarpina
en 1875, para la mitad del siglo veinte se descubrié la funcién molecular de la
adrenalina mediada por algo que se le denomind “receptores adrenérgicos”. Los
reportes de la primera cristalografia de rayos-X de dos estructuras prototipicas de
GPCRs, rodopsina bovina en el afio 2000 y el adreno receptor 3.en 2007 revelaron los
detalles de la arquitectura de los receptores, dando indicios de mecanismos y disefo
de farmacos basados en la estructura. Los esfuerzos desde las estructuras de rayos-X
de muchas otras GPCRs, asi como el progreso con cryo microscopia electrénica (cryo-
EM) y resonancia magnética nuclear (NMR) para estudiar pequefias moléculas e

interacciones receptor ligante y dinamicas del receptor.??

La habilidad de las GPCRs de transmitir una sefial a través de la membrana celular

depende en su habilidad de cambiar de forma. Ligantes extracelulares se unen en el
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lado extracelular del GPCR y favorecen cambios estructurales. El control de este
mecanismo es altamente complejo, entender las bases estructurales para estos
procesos dindmicos de sefializaciéon han representado un reto, para elucidar las bases
moleculares de la sefalizacion de GPCR, debemos entender la dindmica de las
GPCRs, como estas cambian de forma a través del tiempo. Actualmente no solo se
tiene informacién de cristalografias sino también de experimentos espectroscopicosy
simulaciones computacionales. Simulaciones de dinamica molecular a nivel atémico,
se han convertido en una herramienta poderosa en afos recientes, debido al
incremento del poder computacional, mejoras en algoriHT-os de simulaciéon y
refinamiento de funciones de energia que representan mejor el trasfondo fisico.
Iniciando desde una estructura estatica experimental, las simulaciones predicen el
movimiento de cada atomo en el receptor, asi como también cada movimiento de cada

atomo de la molécula que interacttia con el receptor.®

Activacion de GPCRs

Existen dos mecanismos posibles mediante los cuales una molécula llamada agonista
puede mediar la activacion de los GPCRs. Por un lado, la molécula agonista puede
estabilizar un conjunto de conformaciones conocidas como “estados activos”,
desplazando el equilibrio conformacional hacia estos. ?* Por otro lado, la unién del
agonista puede iniciar cambios estructurales discretos en el sitio de unién a ligante
que se propagan a través del receptor mediante el reordenamiento de residuos
especificos; estos reajustes conformacionales dan lugar a cambios estructurales
globales hacia poblaciones conformacionales activas.® Finalmente, los receptores en
estado activo presentan una mayor probabilidad de interactuar con moléculas
intracelulares (efectores) que inician cascadas de sefalizacidon capaces de alterar el

metabolismo celular.?®

Diversas estructuras resueltas han servido como punto de partida para simulaciones
de dinamica molecular que han logrado dilucidar mecanismos de activaciéon e
inactivacion?. Ademads, la extensién de estas simulaciones permite capturar

conformaciones intermedias adoptadas durante la fase de transicién de estados
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inactivos a activos. A un nivel mas detallado, las simulaciones de dindmica molecular
facilitan el estudio de rearreglos estructurales sutiles relacionados con la activacion.
Como se demostré en él estudié del receptor de adenosina Aza, donde se observé que
el residuo W6.48 tenia diferentes estados conformacionales en respuesta a diversos
agonistas. Ademas, el analisis de los contactos receptor-ligante permitié identificar
interacciones que promueven respuestas de sefalizacidn especificas y cambios
locales estructurales que incrementan la movilidad de la hélice transmembranal 6 (-

6).28,29

CXCR7/ACKR3

CXCR7 es un receptor transmembranal que fue nombrado ACKR3, debido a que
pertenece a la familia de receptores atipicos de quimiocinas (ACKRs). La mayoria de
los ACKRs carecen del dominio funcional necesario para acoplar proteinas G y
sefializar de manera convencional. En 2005, este receptor fue designado oficialmente

como CXCR?7 de acuerdo con la nomenclatura de receptores de quimiocinas.*

Una caracteristica distintiva es que la mayoria de los receptores de quimiocinas
comparten un motivo de secuencia conservado DRYLAIV en el extremo N-terminal de
la segunda asa intracelular, el cual es critico para el acoplamiento a proteinas Gi. Sin
embargo, la secuencia de CXCR7 presenta la variante DRYLSIT. Esta diferencia
estructural se considera la razén principal por la cual CXCR7 es incapaz de inducir la

transduccién de sefales a través de proteinas Gi.®'

Hacia 2012, la funcién de CXCR7 aun resultaba controversial; no obstante,
investigaciones posteriores describieron que su pérdida en mamiferos resulta en
letalidad postnatal debido a un desarrollo cardiaco aberrante e hiperplasia de
miocitos, también se determind que la sefalizacién de la adrenomodulina —una
hormona peptidica mitogénica esencial para el desarrollo cardiovascular normal—

esta estrechamente regulada por este receptor®.

Por otro lado, se ha reportado la interaccién de CXCR7 con el receptor CXCR4 mediante

la formacion de heterodimeros® Tanto el receptor CXCR4 como su ligante endégeno,
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el factor derivado de células estromales 1 (SDF-1 o CXCL12), han sido ampliamente
estudiados por su papel esencial en la migracion celular durante procesos de
desarrollo, incluidos la organogénesis, hematopoyesis, vascularizacidon y respuestas
inmunes.** El eje de sefalizacion CXCR4/CXCL12 regula la localizacion de células
troncales en la médula dsea y la retencién de células progenitoras hematopoyéticas
asi como el trafico de leucocitos.®* Ademas, la expresion de CXCR4 se ha vinculado
con la supervivencia y proliferacion de células cancerosas en diversos tumores
(prostata, ovario y pulmén), donde su presencia se correlaciona con el grado de
malignidad y el desarrollo de metastasis.*® Finalmente, el descubrimiento de que la
quimiocina CXCL12 posee una afinidad elevada para el receptor CXCR7 permitié que

el CXCR7 dejara de ser considerado un receptor huérfano.®

El gen de CXCL12, localizado en el cromosoma 10qg11, codifica seis variantes que
comparten los primeros tres exones y difieren en el cuarto. Tras los procesos de
transcripcion, traduccién, y escision del péptido senal, se genera una proteina madura
de 68 aminoacidos. El panel A de la figura 5, muestra la secuencia inicial, mientras que
el panel B ,presenta la secuencia maduray biolégicamente activa de la isoforma alfa®’;
inicialmente se consideré6 que CXCL12 era un quimiocina que interactuaba
exclusivamente con el receptor CXCR4; sin embargo, posteriormente se demostré que
el CXCR7 actua como un segundo receptor para este ligante, con una afinidad de unién
10 veces superior a la del CXCR4.%® Cuando CXCL12 se une al receptor CXCR4, induce
un cambio conformacional tridimensional que inicia el intercambio de guanosin
difosfato (GDP, por sus siglas en inglés) por guanosin trifosfato (GTP, por sus siglas en
inglés) en la subunidad o de la proteina G. Esto provoca la disociacién de las
subunidades By vy activa diversas vias de sefializacion. Al modular la actividad de la
adenilil ciclasa, las subunidades ai inhiben la formacién de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc, por sus siglas en inglés), mientras que las subunidades 3 y y pueden
activar a la fosfolipasa C-P3 (PLC-p, por sus siglas en inglés). Esta ultima hidroliza al
fosfatidilinositol 4,5, bifosfato (PIP2, por sus siglas en inglés), facilitando la produccién

de los segundos mensajeros DAG (diacilglicerol) e IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato). Estos
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mensajeros secundarios inducen la liberacién de calcio (Ca?") del reticulo
endoplasmico y activan a la proteina quinasa C (PKC). A través de receptor CXCR4, el
CXCL12 también puede activar las rutas de PI3K (fosfoinositol 3-quinasa)/AKT, IP3, y
MAPK (proteina quinasa activada por mitégenos) para regular la supervivencia celular,
la gquimiotaxis y la proliferacién, ademas de las quinasas JNK y P38.2° Hallazgos in vivo
en modelos de pez cebra sugieren que el receptor CXCR7 funciona principalmente
secuestrando CXCL12, lo que genera un gradiente de dicha quimiocina.*® En modelos
murinos, se ha demostrado que el CXCR7 actia como un receptor depurador
(scavenger) de CXCL12 para limitar la poblacion de células B en la zona marginal

esplénica.

Un segundo ligante enddégeno de CXCR7 es el CXCL11 (también llamado a-
guimioatrayente de células T inducible por IFN o I-TAC), expresado principalmente en
dérganos como pancreas, timo, higado, bazo, pulmén, prostata, placenta e intestino.*?
La secrecion de la quimiocina CXCL11 es inducida por el estimulo de IFN-y; su
secuencia codificante se localiza en el cromosoma 4g21%. En la figura 6, el Panel A
muestra la secuencia del precursor, mientras que el Panel B presenta la forma madura
de CXCL11 de 73 residuos tras la escision del péptido senal. Los interferones pueden
inducir la produccién de CXCL11, cuyos niveles se incrementan en procesos
infecciosos o0 neopldsicos. CXCL11 puede unirse tanto a CXCR7 como a las variantes
CXCR3-A y CXCR3-B. Mientras que la union a CXCR3-A o CXCR7 promueve la
proliferativa celular, la interaccién con CXCR3-B inhibe el crecimiento celular.** De
manera similar a CXCR4, CXCR3-A actua a través de proteina Gi**, mientras que la
isoforma CXCR3-B lo hace a través de proteina Gs.*® Finalmente, se ha demostrado
que la unién de CXCL12 o CXCL11 al receptor CXCR7, promueve el reclutamiento de

[-arrestina.®®

Ademas de la capacidad de CXCR7 por unirse a las quimiocinas CXCL12 y CXCL11,
también se ha reportado que puede ser activado por péptidos opioides que se
encuentran en el sistema nervioso central y células de la inmunidad, incluyendo

encefalina, dinorfina y nociceptina. Donde todos los péptidos opioides muestran una
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alta homologia de secuencia principalmente en el motivo N terminal de dichos
péptidos F/YGGFL/M, por lo que se diseid un octapéptido denominado LIH383 de
secuencia FGGFMRRK el cual es selectivo para CXCR7 y tiene una ECso de 0.61nM. Y
siendo CXCR7 el Unico receptor de quimiocinas que se ha demostrado ser activado por

péptidos opioides.*’

Justificacion.

El receptor CXCR7 desempena un papel critico en la regulacion de diversos procesos
fisioldgicos y patolédgicos, destacando su implicacién directa en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y en la progresion de distintos tipos de cancer, tales
como el cancer de pulmodn, préstata, mama y pancreas*. A pesar de su relevancia
clinica, los mecanismos moleculares que gobiernan su selectividad funcional frente a
ligantes de distinta naturaleza quimica —desde quimiocinas endégenas hasta

péptidos y moléculas pequeinas— aun no han sido esclarecidos en su totalidad.

En este contexto, las técnicas computacionales, especificamente las simulaciones de
dindmica molecular, constituyen una herramienta indispensable para el estudio de
este sistema. Dicha técnica permite caracterizar a los cambios conformacionales de
receptor CXCR7 con una resolucién atdmica que resulta, hasta la fecha, inaccesible
para la mayoria de los métodos experimentales convencionales. De este modo, el uso
de las simulaciones de dinamica molecular facilita la caracterizacion exhaustiva de las
interacciones ligante-receptor y la identificacion de los respectivos cambios
estructurales asociados, proporcionando una mejor comprension de la funcién del

receptor.

Objetivos.

Objetivo general

Generar modelos tridimensionales del receptor CXCR7 (ACKR3) con ligantes de
diversa naturaleza quimica y mediante simulaciones de dinamica molecular, analizar

las interacciones ligante-receptor que nos permita describir un mecanismo de
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interaccién detallado para poder obtener informacidn relevante sobre la selectividad

de CXCR7.

Objetivos particulares

e Caracterizar mediante simulaciones de dinamica molecular al receptor CXCR7
con quimiocinas enddgenas CXCL12y CXCL11, analizando las interacciones en
el sitio de unién ortosteérico.

e Evaluar mediante simulaciones de dinamica molecular las interacciones del
octapéptido LIH383 y el compuesto sintético CCX662 en el sitio de unidn
ortostérico, comparando su modo de unién con el de los ligantes enddgenos.

e Describir las conformaciones exploradas por sistema CXCR7 en su forma APO.

e Analizar, cuantificar y comparar a los diferentes sistemas mediante analisis de
cambios conformacionales a lo largo de las trayectorias generadas por la
técnica de simulacion de dinamica molecular. Los diferentes parametros
estructurales involucran calculos de: RMSD, RMSF, contactos ligante-receptor,

contenido de estructura secundaria e interaccidn ion-receptor.

Metodologia.

Obtencion de la estructura de CXCR7

La estructura del receptor CXCR7 se construyd mediante la técnica de modelado por
homologia utilizando el software cientifico Modeller.*®* Al momento de realizar el
modelado, no se disponia de estructuras experimentales resueltas, usando como
modelo de referencia a CXCR4 con un porcentaje de identidad de 30.55%, lo que se
considera un buen porcentaje de homologia (Figura 2) y la estructura de referencia esta
depositada en el PDB con el cédigo de acceso 4RWS*°. No obstante, en 2022 se
reportaron estructuras del receptor obtenidas mediante criomicroscopia electrénica
(cryo-EM). Se comparé el modelo generado por homologia con dichas estructuras
experimentales para validar la precisién de la prediccién. Los atomos de carbono alfa

(Ca) de las siete hélices transmembranales mostraron un valor para la desviacion de
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CLUSTAL 0(1.2.4) alineamiento multiple de secuencias

4RWS_CXCR4 W e SMKEPCFREENANFNKIFLPTIYSIIFLTGIVGNGLVILVMGYQ=~~~SM
CXCR7 WPCNSSDCIVVDTVMCPNMPNKSVLLYTLSFIYIFIFVIGMIANSVVVWVNIQAKTTGYD
* .k .. * okok IdekD kIDuk, kD ok
4RWS_CXCR4 TDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVA--NWYFGNFLCKAVHVIYTVNLYSSVWILAFI
CXCR7 THCYILNLAIADLWVVLTIPVWVVSLVOHNONPMGELTCKVTHLIFSINLFGSIFFLTCM
¥ oK KIND IR LRININ, K, K, K Tk IID kR, JRINDDINGKD . IDIND
4RWS_CXCR4 SLDRYLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVGVWIPALLLTIPDFIFANVSE~-~ADDRYICCR
CXCR7 SVDRYLSITYFTNTPSSRKKMVRRVVCILVWLLAFCVSLPDTYYLKTVTSASNNETYCRS
soldokokk N, 1 %okl Wk 2..3%Kk 3 dok: k3 33k $ 2. HHHE
4RWS_CXCR4 FYPN-=-DLWVVVFQFQHIMVGLILPGIVILSCYCIIISKLSH--~GHQKRKALKPTVILI
CXCR7 FYPEHSIKEWLIGMELVSVVLGFAVPFSIIAVFYFLLARAISASSDQEKHSSRKIIFSYV
ko 1 o M3 3233 333k: 3k 3k * it 1% LlIEILD %
4RWS_CXCR4 LAFFACWLPYYIGISIDSFILLEIIKQGCEFENTVHKWISITEALAFFHCCLNPILYA%~
CXCR7 VVFLVCWLPYHVAVLLDIFSILHYIPFTCRLEHALFTALHVTQCLSLVHCCVNPVLYSFI
SED L HRRRRD D LD I ok Ik, ¥ HoIRIDla. D IWILKDDLHoRKINORINKD
4RWS_CXCR4 - 275
CXCR7 N= 301

Matriz de Porcentaje de Identidad

4RWS_CXCR4 gk 30.55%

CXCR7 30.55% LUK [

46
60

104
120

162
180

217
240

275
300

la raiz cuadrada media (RMSD, por sus siglas en inglés) de 2.68 A en relacién con la

estructura resuelta por cryo-EM (depositada en la base de datos PDB con el cédigo de

acceso 7SK3).

Construccion del complejo CXCR7-CXCL12

Para construir el complejo CXCR7-CXCL12, se realizé un alineamiento estructural del

modelo de la estructura del receptor CXCR7, creada utilizando la técnica

computacional de modelado por homologia, con la estructura del receptor CXCR4 del

complejo CXCR4-CXCL12 que fue previamente reportado por nuestro grupo de

investigacion.®

Figura 2. Alineamiento multiple de secuencias de CXCR4 y CXCR7 y matriz de porcentaje de identidad.
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Construccion del complejo CXCR7-CXCL11
Para construir la estructura inicial delcomplejo CXCR7-CXCL11, se alined la estructura
del receptor CXCR7, creada mediante modelado por homologia, con la estructura del
receptor CXCR3 del complejo CXCR3-CXCL11; dicha estructura del complejo CXCR3-
CXCL11 presenta el codigo de acceso 8HNK.pdb.5?

Construccion del complejo CXCR7-LIH383

Para generar la conformacién inicial del complejo CXCR7-LIH383, se realizd un
alineamiento estructural del modelo por homologia del receptor CXCR7 con el
receptor opioide p (MOR). Se utilizé6 como plantilla la estructura depositada en el PDB
(PDB ID: 8EFQ), la cual presenta al receptor opioide pen presencia del péptido DAMGO
y la proteina Gi. Posteriormente, la informacidn estructural de la cadena principal del
péptido DAMGO fue utilizada como referencia para generar la estructura del

octapéptido amidado en su regién C-terminal, LIH383 (FGGFMRRK-NH2).%3

Construccion del complejo CXCR7-CCX662

Para obtener una conformacion inicial del complejo CXCR7-CCX662, la estructura
depositada en la base de datos PDB (PDB ID 7SK9) fue usada. Dicha estructura,
resuelta mediante la técnica de cryo-EM, contiene al receptor CXCR7 humano unido a
una molécula del ligante CCX662°%. La pose molecular de CCX662 en el bolsillo
ortostérico de CXCR7 fue obtenida por alineamiento de la estructura del modelo por

homologia de CXCR7 con la estructura resuelta por cryo-EM.

Construccion del sistema CXCR7-APO
La conformacidn inicial del sistema CXCR7-APO, consistid en la estructura generada a
partir de la técnica de modelado por homologia, La estructura del receptor humano

CXCR7 consta de 300 residuos de aminoacido, de W19 a N319.

Preparacion de los sistemas.
Todos los complejos proteicos generados fueron embebidos en una bicapa lipidica de

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) hidratada con el modelo de agua
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TIP3P. Cada sistema se ioniz6 a una concentracion salina 0.15M de NaCl. La
preparacion de los sistemas biomoleculares se realizé con el software cientifico
VMD?5, El tamafo de para los sistemas resultantes fue de aproximadamente 90,000

atomos por sistema.

Numeracion de Ballesteros-Weinstein para GPCRs de la clase A

La numeracidon de Ballesteros-Weinstein esta basada en la presencia de residuos
altamente conservados en cada una de las siete hélices transmembranales. Consiste
en dos numeros separados por un punto, donde el primer niumero denota a la hélice
transmembranal correspondiente, 1-7, mientras que el segundo numero denota la
posicion relativa a el residuo mas conservado en dicha hélice al cual se le asigna el
numero 50. En general, los residuos altamente conservados para cada hélice
transmembranal son N0, D250, R3:50 \W450 ps:30 P50 gnd P70 respectivamente. Esta
nomenclatura es utilizada para las GPCRs de la clase A y es utilizada en el resto del

documento.®*®

Analisis de estructura secundaria

Para analizar la estructura secundaria de las proteinas investigadas, se utilizé el
algoritmo STRIDE, el cual es un programa integrado en VMD que reconoce elementos
de estructura secundaria en proteinas a partir de sus coordenadas atémicas. Utiliza
informacidn tanto de formacién de enlaces de hidrégeno como de valores de dngulos
diedros de la cadena principal. STRIDE utiliza el siguiente cédigo de letras H (Hélice
alfa), G (Hélice 3-10), | (Hélice-Pl), E (Conformacién extendida), B (Puente aislado), T

(Giros) y C (ninguna de las anteriores). *’

Simulaciones de dinamica molecular.

Todos los sistemas biomoleculares se caracterizaron mediante la técnica
computacional de simulaciones de dinamica molecular usando el software
NAMD2.13% y utilizando los campos de fuerza de CHARMM36 con correcciones

CMAP®. Los sistemas fuero simulados a una temperatura fisioldgica de (310.15K)y a
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presion de 1 atm poruntiempo de 1.0 us de trayectoria usando pasos de tiempo de 2.0

fs.

Resultados y discusion.

La secuencia primaria de CXCR7 consta de 362 aminoacidos, sin embargo, durante la
fase de generacion del modelo por homologia en Modeller, se limito la estructura a los
residuos W19-N319. Esta decision metodolégica se fundamenté en la ausencia de
informacidn estructural disponible de segmentos en la regién N-terminal (1-18) y C-
terminal (320-362). Esta decision metodolégica permitié optimizar el muestreo
conformacional de las regiones criticas del receptor: parte del extremo N-terminal, las
siete hélices transmembranales (HT1-7), los bucles intra y extracelulares, y parte del
segmento C-terminal proximal a la hélice 8. Esta arquitectura conserva los elementos
estructurales suficientes para investigar aspectos conformacionales dinamicos del
receptor sin incurrir en un costo computacional excesivo debido a la inclusion de
regiones que posiblemente tienen un caracter de segmentos intrinsecamente

desordenados.
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Figura 3. Secuencia de aminodcidos de CXCR7, en gris se muestran los residuos que no fueron considerados en el
modelo, en negritas los residuos que forman parte del modelo, las regiones subrayadas en verde son parte de las
hélices transmembranales (HT). En azul se muestran los residuos mas conservados de cada hélice transmembranal
segun la notacion de Ballesteros-Weinstein y en amarillo se muestran los motivos de aminodcidos conservados en
GPCRs de la clase A. Panel B, se muestra CXCR7 en representacion de estructura secundaria con las siete hélices
transmembranales sefaladas, asi como el N-terminal y C-terminal. Panel C, se muestra resaltados los residuos
mas conservados segln la notacion de Ballesteros-Weinstein.
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Analisis de estabilidad estructural. Con la idea de evaluar la estabilidad estructural de
los cinco sistemas de CXCR7, se calculd la raiz de la desviacién cuadratica media
(RMSD) de los carbonos alfa (Cy) (Apéndice lll). El analisis se realizdé bajo un enfoque
dual: una medicién global de todo el receptor CXCR7 y un calculo truncado donde se
excluyd el extremo N-terminal (Figura 4). Esta distincidon permitio aislar el efecto de la
flexibilidad del segmento N-terminal sobre las fluctuaciones globales del receptor. En
el analisis global, la ausencia de convergencia inmediata sugiere un proceso de
adaptacion estructural prolongado atribuible al comportamiento flexible del segmento
N-terminal. En el sistema APO, la estabilidad estructural global se alcanzé
aproximadamente a los 600 ns. En contraste, los sistemas acoplados a las
guimiocinas endégenas, CXCL12 y CXCL11, mostraron transiciones hacia valores de
RMSD estables, lo cual es consistente con la funcidon bioldgica reportada para el
segmento N-terminal, como parte importante del mecanismo de reconocimiento del
receptor y la quimiocina. Dicho mecanismo de reconocimiento propone que la
interface de interaccidn entre quimiocinas y sus receptores consta de dos sitios: el
sitio de reconocimiento 1 (CRS1), que comprende el cuerpo de la quimiocina y el
segmento N-terminal del receptor, y el sitio de reconocimiento 2 (CRS2), que involucra

la cavidad ortostérica del receptor y el segmento N-terminal de la quimiocina®

Notablemente, el sistema CXCR7-LIH383 exhibié una meseta en sus valores de RMSD
indicando que logro una estabilidad estructural rapidamente tras los pocos cientos de
nanosegundos, mientras que el ligante sintético CCX662 mostré un perfil de

estabilizacién hacia los 600 ns, similar al sistema APO (Figura 4).
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Figura 4. Valores de RMSD de CXCR7 para cada uno de los sistemas, del lado izquierdo muestra los valores
de RMSD de manera global y en el lado derecho se muestran los valores truncados de RMSD.
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Caracterizacién de estabilidad estructural en presencia de quimiocinas y ligantes
proteicos. Como segunda fase, se evalué tanto el RMSD como el contenido de
estructura secundaria de los ligantes de naturaleza proteinica: CXCL12, CXCL11 y

LIH383.

Los valores de RMSD de CXCL12 que se muestran en el panel D de la figura 5,
convergen tras los primeros cientos de nanosegundos, sugiriendo la estabilidad global
de la quimiocina durante su interaccién con CXCR7. El comportamiento dinamico
observado en los valores de RMSD, podrian reflejar reajustes estructurales intrinsecos
de la interaccidén proteina-ligante (proteina). En el panel D, se muestra un mapa de
calor relacionado con los cambios en el tiempo de la estructura secundaria de
CXCL12, donde el extremo N-terminal (K1-R8), el cual es la regidén que interactua con
el bolsillo ortostérico de CXCR7, carece de una estructura secundaria definida, lo cual
es consistente con reportes previos. En contraste, el cuerpo de la quimiocina, formado
por tres lAminas beta plegadas antiparalelas y una hélice alfa cercana al extremo C-
terminal, permanece estable a lo largo del tiempo de la simulacién de dindmica
molecular. Finalmente, el extremo C-terminal se caracteriza por ser una region
intrinsicamente desordenada. Recodando que el cuerpo de la quimiocina es la regién
gue interactlda con el sitio de reconocimiento 1 de CXCR7 (CRS1) mientras que el
segmento N-terminal es la regidon que interactla con el sitio de reconocimiento 2 del

receptor (CRS2)%°.
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Figura 5. En el panel A, se muestra la secuencia de CXCL12 en su forma inmadura, en color gris se muestran los
residuos pertenecientes al péptido sefial. En el panel B, se muestra la secuencia de CXCL12 en su forma
biolégicamente activa. En el panel C, se muestra en verde la estructura tridimensional de CXCL12 resaltando en
representacion de tubos los primeros 8 residuos y dos puentes disulfuro. En el panel D, se muestra los valores de
RMSD de CXCL12. En el panel E, se muestra la gréfica de estructura secundaria de CXCL12.
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Los valores de RMSD global para CXCL11 (Panel D) exhiben fluctuaciones significativas
durante los primeros 500 ns, alcanzando una meseta de estabilidad posteriormente.
Este comportamiento sugiere reacomodos estructurales globales de la quimiocina y
evidencia que, a diferencia de CXCL12, CXCL11 requiere un periodo mas prolongado

para alcanzar el equilibrio conformacional.

Elmapade calor de laestructura secundaria de CXCL11 (Panel E) revela que el extremo
N-terminal (F1-R8), que interactua con el bolsillo ortostérico de CXCR7, no adoptan
una estructura secundaria definida y mantiene una naturaleza flexible similar a la de
CXCL12. CXCL11 presenta una arquitectura de tres ldminas beta antiparalelas y una
hélice alfa cercana al extremo C-terminal. Durante la trayectoria de la simulacidn, las
lAminas beta permanecieron estables; sin embargo, se observé un acortamiento de la

hélice alfa a partir de los 300 ns.
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Figura 6. En el panel A, se muestra la secuencia del precursor de CXCL11. En el panel B, se muestra la secuencia
madura de CXCL11. En el panel C, se muestra en color naranja, la estructura tridimensional de CXCL11 en
representacion de tubos los primeros 8 residuos y dos puentes disulfuro. En el panel D, se muestran los valores de
RMSD de CXCL11. En el panel E, se muestra la gréfica de estructura secundaria de CXCL11.
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La pose inicial de la molécula pequena CCX662 se obtuvo a partir de la estructura
resuelta mediante criomicroscopia electrénica (cryo-EM). El analisis de RMSD,
calculado con respecto al centro de masa del ligante, revela una estabilidad
estructural notable con fluctuaciones minimas a lo largo de la trayectoria. Es relevante
destacar que, tras los primeros 100 ns de simulacién, se observa un descenso en los
valores de RMSD, lo cual es indicativo de una alta estabilidad de CCX662 en la cavidad

ortostérica de CXCR7 (Figura 7).

A
Acido 4-((8-(4-((2-(4-hidroxipiperidin-1-il)tiazol-4-il)metil)-1,4-diazepan-1-il)-6-
metilquinolin-7-il)oxi)butanoico

B C RMSD CCX662
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N
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/) 7]
=
X 4
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Figura 7. En el panel A, se muestra la nomenclatura IUPAC del compuesto CCX662. En el panel B, se muestra en
representacion de tubos y color amarillo la estructura del compuesto pequefio CCX662. En el panel C, se muestra
los valores de RMSD del centro de masas del compuesto CCX662.

El octapéptido LIH383 se posiciona dentro de la cavidad ortostérica de CXCR7 de
manera analoga a los extremos N-terminales de CXCL12y CXCL11, los cuales emplean
sus ocho residuos proximales para interactuar con el Sitio de Reconocimiento 2 (CRS2)
de CXCR7. Como indican los valores de RMSD, el sistema alcanza la convergencia tras

los primeros cientos de nanosegundos; la estabilidad de la pose de LIH383 se
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mantiene durante toda la trayectoria e incluso presenta un descenso en los valores de
RMSD después de los 600 ns. El analisis del contenido de estructura secundaria
durante los 1000 ns de simulacién muestra que LIH383 permanece en una
conformacidén no estructurada, comportamiento consistente con lo observado en los

ligantes enddégenos, CXCL12 y CXCL11, al interactuar con el CRS2 (Figura 8).
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Figura 8. En el panel A, se muestra la secuencia del octapéptido LIH383. En el panel B, se muestra en
representacion de tubos y color salmdn los ocho residuos de LIH383. En el panel C, se muestra los valores
de RMSD de LIH383. En el panel D, se muestra la grafica de estructura secundaria de LIH383.
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Analisis de Contactos. Tras el analisis de RMSD, se cuantificaron los contactos entre
cada ligante y los residuos de CXCR7, evaluando inicialmente las interacciones con
cada una de las hélices transmembranales (HT1-7). Como se detalla en la figura 9,
empleando una distancia de corte de 5 A, los resultados muestran que tanto los
ligantes peptidicos como el compuesto sintético CCX662 carecen de interacciones
con las hélices HT-1 y HT-4, lo cual es consistente con datos reportados en la literatura

para receptores de la Clase A.

En los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) de la Clase A, el Sitio de
Reconocimiento 2 (CRS2) o cavidad ortostérica esta constituido principalmente por
residuos de las hélices HT-3, HT-6 y HT-7 ¢'. De manera notable, el perfil de interaccion
de CXCL12 se ajusta a este patron, estableciendo contactos predominantes con dicho
grupo de hélices. En contraste, CXCL11 muestra una preferencia distintiva por la hélice
HT-5 en lugar de la HT-7, aunque conserva interacciones fundamentales con HT-3y HT-
6. Por su parte, el péptido LIH383 exhibe un comportamiento analogo al de CXCL12,
vinculdndose con el grupo de hélices HT-3, HT-6 y HT-7. Finalmente, la molécula de
bajo peso molecular CCX662 presenta un perfil diferenciado donde la mayoria de los
contactos se concentran especificamente en la hélice HT-3. Estos datos, normalizados
y expresados en términos de porcentaje relativo (Tabla 1 del apéndice ll), ilustran que,
a pesar de ocupar la misma cavidad ortostérica, cada ligante exhibe un patrén de

interaccion molecular unico.

Para profundizar en el estudio, se evaluaron las interacciones de los ocho residuos
proximales al extremo N-terminal de cada ligante peptidico (dicho segmento se aloja
especificamente en el CRS2). Este mapeo permite comparar de manera directa la
arquitectura de contactos de los ligantes de naturaleza proteica frente al perfil de
interacciones totales del compuesto sintético CCX662, el cual se aloja

especificamente en la misma regiéon funcional del receptor.
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Figura 9. En el panel A, se muestran en verde los contactos de CXCL12 a las siete hélices transmembranales de
CXCR7. En el panel B, se muestran en naranja los contactos de CXCL11 a las siete hélices transmembranales de
CXCR7. En el panel C, se muestra en salmon los contactos del octapéptido LIH383 a las siete hélices
transmembranales de CXCR7. En el panel D, se muestra en amarillo los contactos de la molécula pequefa CCX662
con las siete hélices transmembranales de CXCR7. En el panel E, se muestra la superposicion de las graficas de
contactos mostradas en el panel A,B,C,D.
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En la estructura de cryo-EM, el extremo N-terminal de CXCL12 se aloja en la cavidad
ortostérica de CXCR7 (CRS2). En particular, el residuo K1 de la quimiocina se proyecta
hacia la cavidad formada entre las hélices TM3 y TM5, posicionando su cadena lateral
en proximidad a los residuos E213%%, D179*% y Y200F°?, mientras que el grupo
carbonilo de su cadena principal se orienta hacia el residuo Y268%%" .>* Los datos
derivados de la simulacion del complejo CXCR7-CXCL12 confirman estas
interacciones donde la cadena lateral de K1 se orienta preferentemente hacia los
residuos E213%% y D179*%°, De manera relevante, la simulacién también identifica
interacciones con el residuo H1213%, demostrando que la simulacién es capaz de
reproducir los contactos observados experimentalmente, tal como se ilustra en la

figura 10.

Otros residuos clave incluyen P2, establece interacciones de empaquetamiento
hidrofébico con W100%%° y F124%3%2, La cadena lateral de V3 se empaqueta cerca de
L2977 y H2987-*¢, y con el grupo amida de su cadena principal interactuando con
Q3017 El residuo S4 establece interacciones polares con S1032, mientras que la
cadena lateral de L5 se localiza por debajo del puente disulfuro conservado C11732 -
C196F°2, La Y7 se situa en las cercanias del residuo R1795°2 mientras que la cadena
lateral de R8 forma un puente salino con D275%% conforme esta reportado®*. Los datos
de contactos para los residuos P2, V3, S4, S6, Y7 y R8, exhiben un patréon mas amplio
de interacciones con diferentes residuos como se muestra en la figura 10. Finalmente,
el residuo R8 interactia también con el residuo E2907?% lo cual permite estabilizar la

pose de CXCL12 en el CRS2.
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Figura 10. . En el panel A, se muestra en verde y representacion de tubos, los ocho residuos préximos al N-
terminal de CXCL12 (KPVSLSYR). En el panel B, se muestran las gréficas de contactos de cada uno de los

residuos contra los residuos de CXCR7.
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CXCR3-CXCL11. El receptor CXCR3, el cual es receptor GPCR de la Clase A, tiene
como ligantes naturales, a las quimiocinas CXCL11, CXCL10 y CXCL9, las cuales
presentan una afinidad de unién por el receptor alta, intermedia y baja,
respectivamente. De acuerdo con la estructura resuelta por cryo-EM, el extremo N-
terminal de CXCL11 (residuos 1-8) se inserta profundamente en el CRS2 de CXCRS.
Este segmento se ha dividido en dos regiones funcionales, el motivo hidrofébico FPMF

(residuos 1-4) y el motivo catiénico KRGR (residuos 5-8) (Figura 11).

El motivo FPMF adopta una conformacion torsional en el fondo de la cavidad
ortostérica. En esta region, el residuo F1 se posiciona en la zona mas profunda
estableciendo interacciones de tipo -t con los residuos aromaticos F1313%y F135336,
Asimismo, el grupo amino (cargado positivamente) de la cadena principal de F1
interactia con S3047*° y Y3087“%. Adicionalmente, los residuos Y271¢5" y W109%°
contribuyen a la estabilizaciéon de este motivo mediante contactos hidrofébicos.
Experimentalmente, se ha demostrado que la remocidn de tres o cuatro residuos del
motivo FPMF resulta en la pérdida de la actividad agonista de la quimiocina CXCL11.
Por su parte, el motivo KRGR se extiende hacia la regién extracelular de la cavidad a
través de una red de interacciones electrostaticas. Dichas interacciones incluyen
puentes salinos criticos entre K5 con D52'*", R6 con D282%¢, y R8 con E2937-%, La
relevancia funcional del motivo KRGR es determinante para la afinidad de unién ya que
la mutacién de este segmento por la secuencia AAGA, reduce significativamente la

capacidad de CXCL11 para asociarse con el receptor CXCR3.%2

CXCR7-CXCL11. Los datos de la trayectoria del sistema CXCR7-CXCL11 revelan que el
residuo F1 de CXCL11 establece un perfil de interacciones altamente conservado en
comparacioén con lo reportado para el receptor CXCRS. Destaca el contacto entre F1y
F1243% posicién que se encuentra conservada en ambos receptores (F131%%2 en el
receptor CXCR3). Asimismo, se identificaron interacciones con S216%%? y Y268%°",
aunque estos residuos se localizan en hélices distintas a las de CXCR3, la naturaleza

quimica de los contactos se mantiene en ambos receptores.
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Por su parte, el residuo P2 interactia con un grupo de residuos formado por H1213%9,
E213%% S2165%42, Y268°%%", El residuo M3 establece una red de contactos hidrofobicos
con W100%%°, T120%28, H1213% y F124%32 mientras que F4 exhibe un patrén de

interacciones polares distintivo que contribuye a la especificidad del ligante.

Respecto al motivo catidnico KRGR, la simulacién captura la formacion de puentes
salinos criticos: K5 y R6 interactian con los residuos acidos D179%%° y E213%%,
mientras que la R8 estabiliza su pose mediante interacciones electrostaticas con
D275%% y E29078, Estos resultados sugieren que, a pesar de las diferencias
estructurales entre CXCR7 y CXCR3, el mecanismo de reconocimiento del motivo
KRGR mediante interacciones tipo puente salino, se mantiene como un factor

determinante de la estabilidad del complejo.

El péptido LIH383 es un agonista selectivo de CXCR7 que compite directamente con
los ligantes naturales CXCL12 (ECso = 1.2 nM) y CXCL11 (ECso= 2.2 nM), presentando
una potencia superior con una ECs, de 0.61 nM®. Ante la ausencia de datos
estructurales experimentales a la fecha, el presente analisis de contactos mediante
simulaciones de dinamica molecular constituye una primera aproximacién a la

arquitectura de union de LIH383 en el CRS2 de CXCR7 (Figura 12).

De manera analoga a CXCL11, los residuos de LIH383 se organizan en dos regiones
funcionales: un motivo hidrofébico FGGF (residuos 1-4) y un motivo catiénico MRRK
(residuos 5-8). El residuo F1 establece contactos similares a los observados en

CXCL11 con los residuos F124332, S216%4y H1213%2°,

Adicionalmente, se identificaron interacciones con D1794%y E213%3%, mimetizando el
patréon de anclaje del residuo K1 de CXCL12. Por su parte, los residuos G2, G3 y F4
mantienen una red de interacciones hidrofdbicas que estabilizan la posicidon de esta
region del péptido. El motivo catidnico asegura la formacién del complejo mediante
puentes salinos: R6 contacta con E1935°*2, R7 interactiia con un cluster formado por

D179, D2755%8 y E213%%°, y finalmente K8 se ancla con D275%%¢ y E2907-%8,
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Figura 12. En el panel A, se muestran en salmon y representacion de tubos los ocho residuos del octapéptido
LIH383 (FGGFMRRK). En el panel B, se muestran las graficas de contactos de cada residuo contra los residuos

de CXCR?7.
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El compuesto sintético CCX662, cuya pose fue determinada mediante cryo-EM, se
localiza en el CRS2 de CXCR7 donde se conoce que este ligante es capaz de reclutar
arrestinas con una eficacia similar a CXCL12.5* El nucleo del ligante establece
contactos clave con los residuos H269%%2, F1243%32, Q3017*%y L30574%. Por otra parte, la
region flexible que presenta un grupo carboxilato se orienta hacia la entrada de la

cavidad para interactuar con S10325%, N1085°t" y H2987-%¢,
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Figura 13. En el panel A, se muestra en amarillo y representacién de tubos al compuesto pequefio CCX662. En el
panel B, se muestran los contactos de CCX662 contra los residuos de CXCRY7.

Como se ilustra en la figura 13, la trayectoria del sistema CXCR7-CCX662 logrd

reproducir fielmente los contactos reportados de manera experimental, destacando

las interacciones con H269%%2, F1243%32, Q301729 L3057 y H2987*, La mayoria de
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estos contactos permanecen estables durante la totalidad de la simulacién de
dindmica molecular, lo que es consistente con los bajos valores de RMSD analizados
previamente para este complejo. Adicionalmente, se identificaron nuevos contactos

emergentes durante la simulacidn, los cuales se detallan en la grafica de frecuencias.

Una vez analizados los sistemas de CXCR7 con los respectivos ligantes, se analizé el
sistema en ausencia de ligante denominado como CXCR7-APO. Hasta el momento, no
existen datos sobre estudios de receptor CXCR7 en las mismas condiciones. En la
figura 3, se muestra el RMSD de CXCR7-APO, donde se observa que los valores de
RMSD de las hélices transmembranales (TM1-7), llegan a una convergencia a los pocos

cientos de nanosegundos de simulacion.

Sitios de unidn a sodio. Uno de los hallazgos mas relevantes en GPCRs de la clase A,
fue la descripcion de un sitio de unién alostérico para elion sodio, el cual se descubrié
gque modula negativamente la unién de ligantes agonistas a los receptores opioides,
pero sin afectar a la union de ligantes los antagonistas. En el afo 2014, se describio el
sitio de unién a sodio para una variedad de GPCRs de la clase A. El sitio de unién a
sodio se encuentra en el centro de las siete hélices transmembranales y presenta al
residuo conservado D?*° , el cual es critico para los efectos dependientes de dicho

cation®.

De manera interesante, las simulaciones de dinamica molecular de CXCR7
permitieron capturar la formacién del sitio de unién a sodio, el cual es frecuentemente
denominado sitio criptico debido a su ubicacién en la parte central de las siete hélices

transmembranales (figura 15).

El anélisis de contactos revela que el residuo D90%%°, es esencial para la formacion del
sitio de unién a sodio criptico como se ha reportado en la literatura. Para evaluar como
el ion sodio se aloja en dicha cavidad, se calculé la coordenada del eje Z del ion con
relacién al atomo de carbono del carboxilo D90, establecido como el punto de

referencia (0,0,0)(Figura 14 panel C). La grafica muestra que el ion sodio requiere
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aproximadamente 200 ns para migrar y alojarse en la cavidad, permaneciendo estable

durante el resto de la trayectoria.
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Figura 14. En el panel A, se muestra en azul y representacion de estructura secundaria a CXCR7, con residuos
resaltados en azul y representacion de tubos, iones sodio se muestran en amarillo y representacion de
esferas. En el panel B, se muestran los contactos de iones sodio contra residuos de CXCR7. En el panel C, se

muestra la coordenada Z del ion sodio de la cavidad criptica respecto del carbono del acido carboxilico del
residuo D90.
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Como se ilustra en la figura 14, ademas del sitio criptico de unién a sodio conservado
en la Clase A de esta familia de receptores, se identificé un segundo sitio de unién a

sodio localizado en una regién mas extracelular de la cavidad ortostérica de CXCR7.

Andlisis detallado muestra que CXCR7 presenta la capacidad de estabilizar un
segundo sitio de unién a sodio, que involucra a los residuos D179, D2758%8, E213°%3°
y S216°%. Notablemente, este conjunto de residuos es el mismo que participa en
interacciones electrostaticas que estabilizan las poses moleculares de los ligantes
CXCL12,CXCL11yLIH383. Esto sugiere que varios ligantes utilizan la presencia de este
sitio de unién a sodio para reconocer y favorecer la interaccidon con esta region de

CXCR?7.

Para corroborar el hallazgo del segundo sitio de unién a sodio, se realizaron réplicas de

la simulacidn del sistema CXCR7-APO. (Apéndice V)

El andlisis de las réplicas para el sistema CXCR7-APO revelé comportamientos
dindmicos consistentes con la funcidn alostérica del receptor, como se muestra en la
figura 14. En las simulaciones 2y 4, se capturé con éxito la formacién del sitio de unién
a sodio criptico. Por otro lado, en la simulacién 3 se observd exclusivamente la
ocupacion del nuevo sitio de unidn a sodio. Mientras que la simulacién 4 se evidencio
la ocupacidn simultanea de ambos sitios. Estos resultados sugieren que los sitios de
unién a sodio operan de manera independiente, permitiendo la formacién de uno sin

la necesidad de la ocupacion previa del otro.

Asimismo, se presenta el andlisis de RMSD para las tres réplicas, donde la linea negra
representa el valor promedio y las bandas sombreadas indican la desviacion estandar
a lo largo de los 500 ns de trayectoria. En la figura 15 panel D, se observa que la
convergencia del RMSD global se alcanza tras los primeros 100 ns, un comportamiento

analogo se aprecia en el RMSD de las hélices transmembranales.
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Figura 15. En el panel A, B, C se muestra la gréfica de contactos de residuos de CXCR7 contra iones sodio para las
simulaciones 2, 3 y 4 respectivamente. En el panel D, se muestra la gréfica de valores de RMSD globales de CXCR7,
en negro se muestra el promedio de los valores de RMSD, y en verde se muestra la desviacion estéandar de los valores
de RMSD. En el panel E, se muestran los valores de RMSD truncados de CXCR7, en negro se muestra el promedio
de los valores de RMSD, y en verde se muestra la desviacién estandar de los valores de RMSD.
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El paso del ion sodio hacia la cavidad criptica de CXCR7 debe de estar acompafnada
por una serie de efectos alostéricos y cambios conformacionales de diversos residuos
involucrados. En este contexto, un estudio reciente reporté para 18 diferentes GPCRs,
que el tiempo en que tarda en llegar el ion sodio a la cavidad criptica varia de acuerdo
con cada receptor, siendo los receptores opioides KOR, MOR, DOR, NOR, aquellos en
donde el ion sodio tardé relativamente poco en establecerse en dicha cavidad con
valores de 0.08 us, 0.23 us, 0.18 us y 0.6 us respectivamente. En el caso de otros
receptores como CXCRA4, el ion sodio que tardé mas tiempo en alojarse en dicha
cavidad (5.5 pus,) siendo el receptor de Histamina 1 (H1), el receptor donde el sodio
tarda el mayor tiempo de todos los receptores estudiados con 27 us®. Con esto, se
puede comparar que el ion sodio tardd en alojarse en el sitio criptico del receptor

CXCR7 un tiempo similar al observado para los receptores opioides MORy DOR.

Basado en nuestros resultados, se observd que el paso del ion sodio hacia la cavidad
criptica no es un proceso de difusién libre, sino que es un proceso que depende de
varios cambios conformacionales, en particular, un mecanismo de compuerta
molecular. En otras palabras, para que el ion sodio pueda penetrar hasta el sitio de
union profundo, es necesario un reordenamiento de residuos especificos. Durante la
simulacion del sistema CXCR7-APO (4 réplicas y un total de 3.0 us), se observo la
participacion de dos residuos aromaticos clave, la F124%32 y el W265%4¢; el segundo

residuo forma parte del motivo conservado CWxP en la hélice transmembranal 6.

Como se muestra en la figura 16, en el panel A, la entrada del ion sodio esta
fuertemente asociada a las transiciones rotaméricas del residuo F1243*%, Se observa
que la perturbacioén electrostatica generada por la proximidad del ion sodio induce un
cambio en el angulo diedro 1 de este residuo (N-Ca-CB-Cy) lo que permite su transito,
actuando, asi como una compuerta molecular que permite el acceso a la cavidad
criptica. Una vez que el ion se posiciona y forma interacciones en el sitio profundo, el
residuo F1243% recupera su conformacion inicial, cerrando la compuerta formada

principalmente por F1243%32y W2655-48,
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Figura 16. En el panel A, se muestra en azul y representacion de estructura secundaria a CXCR7, y resaltados en
representacion de tubos a los residuos F124 y W265, el ion sodio se muestra en color amarillo y representacion de

esfera, se muestra los cambios rotaméricos de F124 a los tiempos (150, 300, 750) ns. En el panel B, se muestran
las gréficas de dngulo diedro y1de F124 en cada una de las simulaciones.
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Figura 17. En el panel A, se muestra en azul y representacion de estructura secundaria a CXCR7, y resaltados en
representacion de tubos a los residuos F124 y W265 de la simulacidon 4, ion sodio se muestra en amarillo y
representacion de esfera, se muestra los cambios rotaméricos de W268 a los tiempos (0, 300) ns. En el panel B, se
muestra el dngulo diedro y1y y» para W265 en cada una de las simulaciones respectivamente.
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Estos resultados son consistentes entre las cuatro réplicas realizadas. En la
simulaciéon 2, se identific6 un comportamiento analogo de residuo F1243%%,
permitiendo establecer la formacién del sitio de unién a sodio criptico. Por el contrario,
en la simulacion 3 no se observé la formacién de dicho sitio durante el tiempo de
simulacién, lo cual se relaciond directamente con la ausencia de cambios en el angulo
diedro de F124332 es decir, la compuerta se mantuvo en un estado cerrado. De manera
notable, en la simulacién 4, el residuo F124 explord brevemente el estado abierto de la
compuerta, aunque no se observod el paso del ion sodio; sin embargo, en esta réplica
el acceso al sitio de unién a sodio criptico fue facilitado por un cambio en el estado
rotamérico de residuo W2655“¢ como se muestra en los cambios en sus angulos y1y

¥2. (Figura 17)

Nuestras simulaciones de dindmica molecular permitieron capturar la formacién del
sitio de unién al ion sodio en la cavidad criptica del receptor CXCR7. Aun cuando este
fendmeno es una caracteristica conservada en la mayoria de las GPCRs de la Clase A,
sus detalles moleculares no se manifiestan de manera uniforme en todos los
miembros de dicha familia. Un caso reciente que remarcar tiene que ver con el
aprovechamiento de este sitio de unidén a sodio en la cavidad criptica en el disefio
racional de farmacos; el desarrollo del agonista VIP36 para el receptor CB1. Este
ligante fue disefnado especificamente para que incluir un grupo cargado positivamente
gue pudiera ocupar la cavidad criptica que alberga al residuo conservado D?%°. En el
receptor CB1, esta investigacion permitié obtener ligantes tanto con una mayor
selectividad periférica como con una sefalizacién sesgada, logrando minimizar

efectos secundarios como la tolerancia y la psicoactividad.®®

En relacién con el segundo sitio de unién a sodio identificado en nuestro trabajo, los
ligantes enddégenos, CXCL12 y CXCL11, establecieron contactos significativos con los
residuos que conforman este segundo sitio de unién a ion sodio. Destacaron por su
relevancia D179%%°y E213%%, los cuales, en el caso de CXCL12, interactian de manera
persistente durante la trayectoria con el residuo de K1. En el caso de CXCL11, estos

mismos residuos de CXCR7 forman interacciones con los residuos K5 y R6 mediante la
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formacion de puentes salinos, lo que representa una contribucidon energética

altamente favorable para la estabilidad del complejo.

Asimismo, el grupo amino de la cadena principal del residuo F1 en el péptido LIH383,
también establece interacciones con D1794¢y E213%%°, En conjunto, estos resultados
sugieren que tanto los ligantes enddégenos como el octapéptido son capaces de
explotar la presencia de este sitio de unién mediante interacciones carga-carga. Este
mecanismo de mimetismo molecular con el sitio de unidn a sodio no solo estabiliza la
pose molecular de los ligandos, sino que parece ser un determinante clave en la

afinidad del reconocimiento ligante-receptor en CXCR7.

En general, las simulaciones de dindmica molecular permiten explorar estados
conformacionales intermedios de los GPCRs que no siempre son capturados en las
estructuras cristalograficas de los estados activo e inactivo. Durante el tiempo de
simulacién (denominadas trayectorias), las transiciones entre diferentes estados
funcionales pueden ocurrir a través de diversas vias. En los receptores GPCR, una
conformacioén recurrente es el acercamiento de las regiones intracelulares de las
hélices transmembranales 6 (TM-6) y 3 (TM-3), lo que facilita la formacién de una red
de interacciones electrostaticas conocidas como candado idnico. En este mecanismo,
el residuo D/ES*° establece un puente salino con el residuo R*%° del motivo conservado
DRY. La formacion de este candado ionico es consistente con la estabilizacidon de
estados inactivos observados en diversos GPCRs, incluyendo el receptor prototipico

de rodopsina?.

En el caso del receptor CXCR7, la posicién candnica D/E®3° no se encuentra
conservada; dicho sitio es ocupado por un residuo de lisina, mientras que la posicién
adyacente, presenta un residuo de glutamato, E246%2°, Debido a la proximidad del
residuo acidico, se evalud la posible interaccién entre R1423%° y E246%2° mediante el
calculo de distancias con la finalidad de determinar la formacion del candado i6nico

en cada uno de los sistemas (figura 18).
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Figura 18. Se muestran las gréficas de distancia para cada sistema respecto al candado iénico formado por R142-
E246, en rojo se resalta el valor de 5/5, para fines de referencia.

Los resultados muestran que el sistema CXCR7-APO es capaz de formar el candado

idnico entre R14235°y E24652°, lo que sugiere que el sistema explora conformaciones
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asociadas con un estado inactivo. No obstante, se observa un comportamiento basal
dindmico donde esta interaccidn se rompe de manera espontanea y recurrente sin
requerir la presencia de un ligante. Por el contrario, los ligantes agonistas CXCL12,
CXCL11y LIH3383, impiden la formacién de este contacto durante todo el tiempo de
simulacién, lo cual es congruente con la literatura que indica que la unién de un ligante
agonista al receptor favorece la transicién hacia estados activos al promover la
apertura de las hélices transmembranales para el eventual acoplamiento de la

proteina G.

De manera inesperada, el ligando sintético CCX662 estabilizé el candado iénico de
forma persistente. Este comportamiento concuerda con la naturaleza ambigua de
CCX662 descrita en diversos estudios, donde el ligante se ha descrito como un
agonista®’, un agonista parcial® o incluso un antagonista® dependiendo del ensayo

funcional.

El comportamiento observado en las réplicas del sistema CXCR7-APO, muestra un
comportamiento similar a la simulacién original del sistema CXCR7-APO (1.0 us),

donde después de los 700 ns, se observa la apertura del candado idnico.

Para evaluar la flexibilidad de los C de los residuos de CXCR7 en cada sistema, se
calculé la fluctuacién cuadratica media (RMSF) de cada residuo. Valores de RMSF
permite identificar las regiones del receptor que presentan mayor movilidad local,
calculando la desviacién de la posicidén de cada aminoéacido respecto a su estructura
promedio durante la trayectoria. Valores elevados de RMSF se asocian a regiones
flexibles como son asas intra o extracelulares, asi como regiones prdoximas al
segmento N-terminal de CXCR7. Mientras que valores bajos indican regiones
estructuralmente estables, como las hélices transmembranales, como se muestra en

la figura 19.
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Conclusiones.

Las simulaciones de dindmica molecular realizadas para el receptor CXCR7 —tanto en
su estado libre (APO) como en complejo con los ligantes CXCL12, CXCL11, LIH383 y
CCX662— permitieron recopilar datos estructurales criticos sobre los residuos clave
que modulan la interaccién en el sitio de unién ortostérico. Estos resultados
proporcionan informacién que explica la notable capacidad pleiotrépica de CXCR7

para reconocery responder a ligandos de diversa naturaleza quimica.

De manera fundamental, el estudio logrd caracterizar la formacién de dos sitios de
unién a sodio: uno localizado en la cavidad criptica del receptor y un segundo sitio
situado en la regidn extracelular del sitio de unién ortostérico. Se observé que este
ultimo es ocupado especificamente por residuos con carga positiva de los ligantes
enddégenos (Argy Lys), lo que sugiere su importancia en la interaccién ligante-receptor.
Asi, nuestros resultados sugieren que ambos sitios de unién a sodio desempefan un
papel determinante en la funcién del receptor asi como en la modulacién funcional

debida a la presencia de ligantes de CXCR?7.
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Apéndice |

Definicion de angulo diedro.

El angulo diedro ..« esta definido por una secuencia de cuatro atomos unidos, es un
angulo entre el plano normal de los d&tomos j-j-k y el plano normal de los a&tomos j-k-L.
El signo del angulo 1,4, estd determinado por el triple producto de (a X b) - ¢, donde
a, b, c son los vectores de distancias interatdmicas para los atomos i — j,j = k,y k —
[ respectivamente.

Cuando el dngulo diedro es 0°, los cuatro atomos i-j-k-l son coplanares y los atomos i
y [ coinciden en su proyeccién sobre el plano normal del enlace j-k, esta orientacion
esta definida como cys. Cuando el angulo diedro es 180°, los atomos son coplanares
pero los &tomos iy j, recaen opuestos entre si sobre la proyeccion del plano normal del
enlace j-k, dicha orientacion esta definida como trans. De manera mas general,
regiones angulares convenientes en el estudio de proteinas son: cys (=0°), trans
(=180°), y gauche (+60°)
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Figura 20. En el panel A, se muestran los atomos i-j-k-l formando un éngulo diedro. En el panel B, se muestra los
angulos diedros v, ¢, @ que estan presentes en la cadena principal de las proteinas. En el panel C, se muestran a

los angulos diedros y y los subindices que puede obtener dependiendo de la cadena lateral R.

Apéndice

Tabla 1 Contactos de ligantes contra las hélices transmembranales HT1-7 en porcentajes
Ligando HT-1 HT-2 HT-3 HT-4 HT-5 HT-6 HT-7
LIH383 0.37 11.12 21.34 3.33 9.09 29.49 25.23
CXCL12 1.67 7.78 8.59 2.97 5.38 41.89 31.69
CXCL11 0.019 6.8 27.04 5.85 19.92 33.48 6.85
CCX662 5.2 5.4 35.65 2.99 15.94 15.92 18.81

Apéndice lll

N: NUmero de atomos.

ri(t): Posicién del atomoien el tiempot

RMSD =

N

1

= (1(6) = 1)’
=1
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ri®": Posicidon del 4&tomo i en la estructura de referencia.

RMSF = \/{(1;) — (1;))?)

ri: Posicion del atomo i

(r;): Posicién promedio del &tomo i a lo largo de toda la simulacién.

Apéndice IV

Tabla 2. Réplicas de CXCR7 con tiempo de simulacién y descripcién de la formacidn de sitios de unidon a sodio.

Réplicas CXCR7- Tiempo de Sitio de uniona | Sitio de unién a

APO simulacion (ns) sodio criptico sodio extracelular

md1_CXCR7_APO 1000 Si Si

md2_CXCR7_APO 500 Si No

md3_CXCR7_APO 500 No Si

md4_CXCR7_APO 1000 Si Si
Apéndice V

Fundamentalmente, en las simulaciones de dinamica molecular se resuelven las

ecuaciones de movimientos de Newton.

F(ty)) =mi(t,), n=012,..

Donde F, es la fuerza total que actua sobe el i-ésimo atomo, m; es su masa, I', es la

segunda derivada temporal del vector de posiciony t, el valor del tiempo en el que se

encuentra el sistema.

Debido a que la fuerza es conservativa, se puede reescribir como:

—

F, = —V,U(R) R=1r,1y .., 7y

Donde V; es el gradiente del componente i-ésimo y U(ﬁ) es el potencial, que en el

caso especifico de CHARMM el potencial se escribe como:
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@)= Y ke e Y K- 0,

enlaces angulos

Z kdledral[l + cos(n q) 5) Z klmproplo
L

diedral impropio

Z kU B(u - uo) + 224611 [( >12 B <?>6]
i j>i b y
SRR

030)2

Donde las expresiones matematicas representan los descriptores estructurales de la

interaccion de los atomos en el sistema.
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