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Interacting binding insights and
conformational consequences of
the differential activity of
cannabidiol with two
endocannabinoid-activated
G-protein-coupled receptors

Eliud Morales Davila®, Felipe Patricio?,

Mariana Rebolledo-Bustillo®, David Garcia-Gomez®,

Juan Carlos Garcia Hernandez!, Brenda L. Sanchez-Gaytan®*,
Ilhuicamina Daniel Limon?2 and Jose Manuel Perez-Aguilar'*

Cannabidiol (CBD), the major non-psychoactive phytocannabinoid present in
the plant Cannabis sativa, has displayed beneficial pharmacological effects in
the treatment of several neurological disorders including, epilepsy, Parkinson’s
disease, and Alzheimer's disease. In particular, CBD is able to modulate different
receptors in the endocannabinoid system, some of which belong to the family
of G-protein-coupled receptors (GPCRs). Notably, while CBD is able to
antagonize some GPCRs in the endocannabinoid system, it also seems to
activate others. The details of this dual contrasting functional feature of
CBD, that is, displaying antagenistic and (possible} agonistic ligand properties
in related receptors, remain unknown. Here, using computational methods, we
investigate the interacting determinants of CBD in two closely related
endocannabinoid-activated GPCRs, the G-protein-coupled receptor 55
(GPR55) and the cannabinoid type 1 receptor (CB;). While in the former,
CBD has been demonstrated to function as an antagonist, the way by which
CBD modulates the CB; receptor remains unclear. Namely, CBD has been
suggested to directly trigger receptor’'s activation, stabilize CB; inactive
conformations or function as an allosteric modulator. From microsecond-
length unbiased molecular dynamics simulations, we found that the
presence of the CBD ligand in the GPR55 receptor elicit conformational
changes associated with antagonist-bound GPCRs. In contrast, when the
GPR55 receptor is simulated in complex with the selective agonist ML186,
agonist-like conformations are sampled. These results are in agreement with
the proposed modulatory function of each ligand, showing that the
computational techniques utilized to characterize the GPR55 complexes
correctly differentiate the agonist-bound and antagonist-bound systems.
Prompted by these results, we investigated the role of the CBD compound

01 frontiersin.org
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Abstract: Modulation of the CXCL12-CXCR4 signaling axis 1s of the utmost importance due to
its central involvement in several pathological disorders, including inflammatory diseases and
cancer. Among the different currently available drugs that inhibit CXCR4 activation, motixafortide—
a best-in-class antagonist of this GPCR receptor—has exhibited promising results in preclinical
studies of pancreatic, breast, and lung cancers. However, detailed information on the interaction
mechanism of motixafortide is still lacking. Here, we characterize the motixafortide /CXCR4 and
CXCL12/CXCR4 protein complexes by using computational techniques including unbiased all-atom
maolecular dynamics simulations. Our microsecond-long simulations of the protein systems indicate
that the agonist triggers changes associated with active-like GPCR conformations, while the antagonist
favors inactive conformations of CXCR4. Detailed ligand-protein analysis indicates the importance
of motixafortide’s six cationic residues, all of which established charge—charge interactions with
acidic CXCR4 residues. Furthermore, two synthetic bulky chemical moieties of motixafortide work in
tandem to restrict the conformations of important residues associated with CXCR4 activation. Our
results not only elucidate the molecular mechanism by which motixafortide interacts with the CXCR4
receptor and stabilizes its inactive states, but also provide essential information to rationally design
CXCR4 inhibitors that preserve the outstanding pharmacological features of motixafortide.

Keywords: cancer; computational methods; MD simulations; motixafortide; antineoplastic drugs; CXCR4

1. Introduction

Cancer is a collection of diseases that has become a central problem and a priority in
public health, since it represents the leading cause of mortality and morbidity worldwide [1].
Described as a pathogenic process of uncontrolled growth and dissemination of cells,
resulting in a disease with the ability to infiltrate, destroy normal body tissue, and spread
throughout the body, cancer caused approximately 10 million deaths and 19.3 million new
cases in 2020 [2].

Due to the complexity of cancer, several approaches are needed to either prevent
or reduce its progression. In this regard, the incorporation of different techniques to
tackle most of cancer’s deleterious features—including those that can provide information

Int. |. Mol. Sci. 2023, 24, 4393. https:/ /dolorg/10.3390/ijms24054393

Factor de impacto: 5.6

https:/ /www.mdpi.com/journal /ijms



Theoretical NMR and IR spectroscopic analyses od the preferred
conformers of the neurotransmitter anandamide.

Becevect 3 ugust 2022 | Revised & December 2022 | Accepted: 31 January 2023

DOk 101002 iqua 298

RESEARCH ARTICLE

i WILEY

Theoretical NMR and IR spectroscopic analyses of the
preferred conformers of the neurotransmitter anandamide

Maria Eugenia Castro® |
Norma A. Caballero® |

*Centra de Cuimica, Insituta de Clendas,
Benemnérita Univers dad Auinoma de Puehia,
Complejo de Clendas, KUWE Edd 808 22 S
¥ San Chudia, Cudad Univerdtaria, Puehia,
Bieaica

ab. de Quimica Tedrica, Certra de
Irreestigacion Depio. de Fishoo quimic,
Facuitad de Chandas Suimicas, Benemérita
Universidad Autdnoma de Pudblh, Edt
FOQ10, 22 Sur y San Claudio, Cudad
Unkerstaria Puehb. Medo

Wacuitad de Chendas Biddgicas Benemérit
Unwersdad Autanoma de Pudia, Edd Bs01
22 Ty fan Jaudha, Cudad Uribeersitania,
Puebla, Mexico

‘Comespondence

Bdana Eugenia Castra, Canwra de Quimnica,
istituio deClencias, Benemérita Universicdad
Autonoma de Puebla Complejo de Clendas,
BOUAPR. Edd 308 22 Sury San Caudio, Cudad
Unbergtania Col. San Manud, CF 72570
Puebla, Puchla, México.

Ermail: mareug. castoo@ cmen buapmi

Frandsco L Melendez, Lab. de Cuimica
Tednca Ceriro de inestigacion, Depto. de
Hslcoquimic, Facultad de Clencias Quimicas
Beremdrita Uniwersid ad Ausdnoma de Pushia,
Edd. ROGIA 22 Sury San daudio, Cludad
Unberstaria Col. San Manuel, CF 72570
Puchia, Pushia, Mésico

Email franciscomelendes @ omen buap ra

[Fun ding Infoemation

PRODER Academic Group BUAR-CA-243
[SER, Mesdc ol Wicamectonia de imvestigachin
Estudios de Posgrado (VIBR-BUAR. Mewica),
Grant/Award Mumber: 100256733 VIEP20 22

1 | INTRODUCTION

Maricruz Rangel-Galvin?® |
Francisco J. Melendez? ©

Eliud Morales Déavila® |

Abstract

Anandamide. an endogenous fatty acid, displays a wide confomational space due to
the nature of its chemical structure, particularly its polyvunsaturated aliphatic chain
component jomega-6 fatty acid). Six main minima are considered after a confoma-
tional search based on the MM+ method, namely, extended shape, U-shape. and
hairpin shape with either an open or a dosed conformation of the ethanolamide
{EA] ring. For these six conformers, DFT calculations were performed to theoretically
characterize their structural stabilfity, MMR and |R spectroscopic, and electronic prop-
erties using the BPBAoc-pVTZ level of theary with the solute-implicit solvent model
FCM. DLPMO-CCSDT) level of theory was used for comparison with DFT results.
Owr results indicate that the confommers with dosed EA ring are more stable than
their comresponding open ring counterparts. With the NMR and IR spectroscopies
was charactenized the formation of the intramolecular hydrogen bond in the dosed
conformers of the EA ring. The electronic properties investigated include the caloula-
tion of the frontier molecular orbitals (FMO), the molecular electrostatic potential
{MEP], and the natural bond orbitals (NBO). Additionally, the multiscale QMNIOM
QM1 OM2 model was used to simulate a solute-explicit solvent system and molecu-
lar dynamics simulations were used to simulate the anandamide systems embedded
in a hydrated symmetric POPC membrane and in aqueous solution. The results sug-
gest that alkyl-middle and EA groups in anandamide may play an important role in
the ligand-receptor interaction.

KEYWORDS
anandamide. DFT calculations, MD smulations. NME and |R spectra, ONEM-0OFT

Anandamide B part of the endocamabinoid system which comgrise endogenowss camabineids (Farachidenovighyeeral (2-0G). N-
arachidenoyidopamine {ADATL cannabinosds racenters (CB1. CB2L lra'apm'lpﬂ.l.e':lsl:.fduvmr'\dhhrjrg pratein 5 (FABP5) and enrymes respon-
sibie for the synthesis I',h'-r.r.rf-pﬂmpilr.ﬂiﬂr\‘elﬂmo‘hnfnesmﬂfk r.ﬁoapiufpmeDl}NAPE—PLD]]ald degradation of the endocamabinaids (Fatly acid
amide hydrobise (FAAH]) [ 1] Anandsmide molecule interacts with multiple receptors that incudes, the cannabinoids CB1 (located in the cantral
nervaus system) and CBZ focated in the perpheric nervous systam) meomptors, the trandient receptor potential vandlad-1 (TRPV1) channels |2,
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Abstract: The metalloprotease ADAMI7 is a key regulator of the TNFo, IL-6R and EGFR signaling
pathways. The maturation and function of ADAMIY is controlled by the seven-membrane-spanning
proteins iRhoms1 and 2. The functional properties of the ADAM17/iRhom1 and ADAM17/iRhom?2
complexes differ, in that stimulated shedding of most ADAMI17 substrates tested to date can be
supported by iRhom2, whereas iRhom1 can only support stimulated shedding of very few ADAMI17
substrates, such as TGFa. The first transmembrane domain (TMD1) of iRhom2 and the sole TMD of
ADAMI17 are important for the stimulated shedding of ADAM17 substrates by iRhom2. However,
little is currently known about how the iRhoms interact with different substrates to control their
stimulated shedding by ADAMI17. To provide new insights into this topic, we tested how various
chimeras between iRhom1 and iRhom?2 affect the stimulated processing of the EGFR-ligands TGFac
{iRhom1- or 2-dependent) and EREG (iRhom2-selective) by ADAM17. This uncovered an important
role for the TMD? of the iRhoms in determining their substrate selectivity. Computational methods
utilized to characterize the iRhom1/2/substrate interactions suggest that the substrate selectivity
is determined, at least in part, by a distinct accessibility of the substrate cleavage site to stimulated
ADAMI7. These studies not only provide new insights into why the substrate selectivity of stimulated
iRhom2/ADAMI? differs from that of iRhom1/ADAMI7, but also suggest new approaches for
targeting the release of specific ADAM17 substrates.

Keywords: ADAMI7 (a disintegrin and metalloprotease 17); iRhom1 and 2 (inactive rhombuoid like
protein 1 and 2); EGFR-ligand (epidermal growth factor receptor ligand); protein ectodomain shedding

1. Introduction

ADAM17 is a membrane-anchored metalloprotease that plays important roles in the
regulation of the EGFR, TNFg, IL-6R, and other signaling pathways [1-3]. ADAM17 was
initially discovered as the TNFa convertase, which is required for the release of the pro-
inflammatory cytokine TNFax from the cell membranes [4,5]. Subsequent studies showed
that the release of soluble TNFa from myeloid cells in vivo in the context of endotoxin shock
and inflammatory arthritis depends primarily on ADAMI17 [6,7]. ADAM17 is also essential
for EGFR signaling since several EGFR-ligands, all of which are membrane anchored, must
be released from the membrane by ADAMI17 to become functionally active [8,9]. Mice
lacking ADAMI17 die shortly after birth with open eyes and defects in their heart valves

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 12796. https:/ /doi.org/10.3390/ijms232112796
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Intrapallidal injection of
cannabidiol or a selective
GPR55 antagonist decreases
motor asymmetry and improves
fine motor skills in
hemiparkinsonian rats

Felipe Patricio®, Eliud Morales Davila?,

Aleidy Patricio-Martinez™®, Nayeli Arana Del Carmen’,

Isabel Martinez®, José Aguilera™, Jose Manuel Perez-Aguilar®
and |lhuicamina Daniel Limon**

Cannabidicl (CBD} presents antiparkinsonian properties and neuromaodulatory
effects, possibly due to the pleiotropic activity caused at multiple molecular
targets. Recently, the GPR55 receptor has emerged as a molecular target of
CBD. Interestingly, GPR55 mRNA is expressed in the external globus pallidus
(GPe) and striatum, hence, it has been suggested that its activity is linked to
motor dysfunction in Parkinson’s disease (PD). The present study aimed to
evaluate the effect of the intrapallidal injection of both CBD and a selective
GPR55 antagonist (CID16020046) on motor asymmetry, fine motor skills, and
GAD-67 expression in hemiparkinsonian rats. The hemiparkinsonian animal
model applied involved the induction of a lesion in male Wistar rats via the
infusion of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) into the medial
forebrain bundle via stereotaxic surgery. After a period of twenty days, a
second surgical procedure was performed to implant a guide cannula into
the GPe. Seven days later, lysophosphatidylinositol {LPI}, CBD, or

oid receptor

o1 frontiersinorg
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ABSTRACT: Regulation of cellular excitability and oscillatory
behavior of resting membrane put:utia] in nerve cells are hrpdv
mediated by the kowvoltage activated T-type calcium channels. This
calcium channel family is constitoted by three isoforms, namely,
Ca 21, Ca2 2, and Cay 33, that are ]Ir!‘d:f distributed in the nervous
systemy and other parts of the body. Diysfunction of T type calcium
channels is associated with a wide range of pathophysiologies
im:lm].ing e?ilep:p. neurup.:thi: pain, cardiac PtuH:uu. and major
d:pn::siv: disorders. Due to their phaml:ulﬂgj::l relevance, .ﬁnd.ing_
maolecular agents able to modulate the channel's fonction may pmr.ir!:
therapeutic means to ameliorate their related disorders. Here we used
electrophyziological experiments to show that genistein, 3 canonical tyrosine kinaze inhibitor, reduces the activity of the human
3,13 channel in a :Dn::ntratinn-de‘p-emd.gnt manner. The inhibitory efect of genistein is indzpﬂld.r:m. of tyrosine kinase
madulation and does not affect the voltage-dependent gating of the channel. Subsequently, we used computational methods to
identify Pla-usibl.e malecular poses for the interaction nt'Ben:i;'hedn and the Ca, 3.3 channel Starting from different molecalar poses, we
carried out all-atom melecular dynamics (MD) simulations to identify the interacting determinants for the Ca, 1.3/ genistein
:ump]::i formation. (ur extensive | microsecond Iength_:l simulations suggest spcciE: bindi.llg interactions that seem to stabilize the
pratein//inhibitor complex. Furthermaore, our results from the unbiased MD simulations are in good agreement with the recenty
solved cryoelectron micTascopy structure af the Ca, 3.1,/ 2944 :Dmplel: in terms of both the location of the lig:md bind.ing site and
the role of several equivalent amino acid residues. Proposed interacting plex loci were subsequently tested and comroborated by
:Iectn:!phy:inhgiu] experiments using amoither nal‘umﬂfnﬂ:urring soflavone derivative, daidzein. Thus, by Lsing a combination of in
vitro and én sifico Ledm:iqu!:, we have identified interacting determinants relevant to the ta.h.,i.ﬁ;"gen.i:tn'm :nmplﬂ formation and
proposs that genistein directly blocks the function of the human Ca, 3.3 channel as a result of such interaction. Speclflcall]'. we
proposed that a combination of polar interactions involving the three hydroxyl groups of genistein and an aromatic interaction with
the fused rings are the main binding interactions in the complex formation. Our resalts pave the way for the rational development of
improved and novel low voltage activated T-type calcium channel inhibitors.

KEYWORDS: T-type calcium chanmels, MDY simulations, soflavene derivative, chonmel blockers, LVA charnels, chawnel inhibition

B INTRODUCTION depressive disorder (depression) was recently reported.” In
Meurcnal calcum dzpznd.:nl cellular procesces occurming at or F:rl.ind:r. Ca, 3.1 sinvalvedin spmr\eﬁ:ﬂar:tui}.m:b:ll:r
near resting membrane Put:ntia] are |=|:g:|'rmnﬂu]at=d by the T 5 233 is b : |
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Resumen

En el presente trabajo se estudian mecanismos moleculares asociados a dos de las
enfermedades neurodegenerativas mas comunes; la enfermedad de Alzheimer (EA) y la
enfermedad de Parkinson (EP), debido a que la etiologia completa de dichas enfermedades
permanece aun desconocida.

En primer lugar, se exploran las primeras etapas de la enfermedad de Alzheimer, donde los
oligdbmeros del péptido B amiloide de 42 aminoacidos (ABO1-42) atin exhiben solubilidad en
medio acuoso. La relevancia de investigar a estas entidades biomoleculares radica en que ellas
presentan una alta afinidad por receptores sindpticos, lo que conlleva a una desregulacion de la
funcion de estos ultimos. En particular se explora la interaccion del tetramero de ABO1-42 con
el receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7 nAChR) y el receptor adrenérgico o2a (02aAR)
mediante la técnica de simulaciones atomisticas de dindmica molecular. Esto con el fin de
conocer mas sobre las interacciones moleculares que presentan los receptores sindpticos en
presencia de los APOI1-42. Nuestros hallazgos muestran que el tetramero del péptido P
amiloide de 42 aminoacidos adopta una conformaciéon que asemeja a la estructura de un
dominio barril B en medio acuoso, lo que le confiere de una estabilidad importante para
interaccionar con receptores sindpticos, asi como servir de plantilla para la formacion de
agregados mas grandes. Por otro lado, en el caso del receptor a7 nAChR, se observan
interacciones en la cercania del bolsillo de unién al ligante (sitio ortostérico) lo que sugiere
una perturbacion a la estructura de dicho sitio que impediria la activacion del receptor mediada
por un ligante agonista, es decir, un efecto antagénico del oligomero. Por otra parte, la
formacion del complejo aoaAR/APO1-42 nos sugiere los modos de interaccion entre las dos
entidades, asi como el desplazamiento de las conformaciones del receptor a conformaciones
asociadas a la activacion del receptor; de esta forma el tetrdmero de APO1-42 parece activar al
receptor 02aAR en ausencia de un ligante agonista como la noradrenalina.

En segunda instancia, se exploran las perspectivas de interaccion y consecuencias
conformacionales de la interaccion del fitocannabinoide cannabidiol (CBD), el cual ha
mostrado una actividad benéfica como posible terapia para la enfermedad de Parkinson, con
dos receptores del sistema endocannabinoide, el receptor acoplado a proteina G 55 (GPR5S5) y
el receptor cannabinoide de tipo 1 (CB1). Los sistemas se caracterizaron mediante la técnica
de simulaciones atomisticas de dinamica molecular. Los resultados sugieren que la técnica
computacional empleada captura y diferencia los distintos modos de interaccion en los que
diferentes ligantes forman complejos con los receptores. En particular, el CBD al interaccionar
con el receptor GPR55 (un reciente receptor clasificado como parte del sistema
endocannabinoide) modula su funcién comportandose como un ligante antagonista del
receptor. Por otro lado, CBD funciona como un ligante agonista, al favorecer conformaciones
del receptor CB1 observadas en sistemas enlazados a compuestos agonistas. Finalmente,
contribuimos con el hallazgo de un sitio de unién a sodio no reportado anteriormente para el
receptor CBI.



Abstract

This thesis examines the molecular mechanisms associated with two of the most
common neurodegenerative diseases: Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease (PD).
The full etiology of these diseases remains poorly understood.

First, we explore the early stages of Alzheimer's disease, where oligomers of the 42-amino
acid B-amyloid peptide (ABO1-42) still exhibit solubility in aqueous media. The investigation
of these biomolecular entities is of significant relevance, as they exhibit high affinity for
synaptic receptors, leading to a dysregulation of their function. In particular, the interaction of
the ABO1-42 tetramer with the a7 nicotinic acetylcholine receptor (a7 nAChR) and the aza
adrenergic receptor (a2aAR) is explored using atomistic molecular dynamics simulations. This
is to gain further insights into the molecular interactions between synaptic receptors in the
presence of ABO1-42. Our findings indicate that the 42-amino acid B-amyloid peptide tetramer
assumes a conformation that resembles the structure of a B-barrel domain in aqueous media.
This confers significant stability for interacting with synaptic receptors and serves as a
template for the formation of larger aggregates. In the case of the a7 nAChR receptor,
interactions are observed in the vicinity of the ligand binding pocket (orthosteric site)
suggesting a perturbation to the structure of this site that would prevent receptor activation
mediated by an agonist ligand, i.e. an antagonistic effect of the oligomer. On the other hand,
the formation of the coaAR/APO1-42 complex suggests modes of interaction between the two
entities, as well as a shift from receptor conformations associated with the active-like state of
the receptor. Consequently, the ABPO1-42 tetramer appears to activate the a2aAR receptor in
the absence of an agonist ligand, such as noradrenaline.

Secondly, the interaction prospects and conformational consequences of the interaction of the
phytocannabinoid, cannabidiol (CBD), which has shown beneficial activity as a potential
therapy for Parkinson's disease, with two receptors of the endocannabinoid system, the G
protein-coupled receptor 55 (GPR55) and the cannabinoid receptor type 1 (CB1), are explored.
The systems were characterized using the technique of atomistic molecular dynamics
simulations. The results suggest that the computational technique employed is capable of
capturing and differentiating the different modes of interaction in which different ligands
interact with the receptors. In particular, CBD interacting with the GPRS5S5 receptor (a recent
receptor classified as part of the endocannabinoid system) modulates its function by behaving
as a ligand antagonist of the receptor. Conversely, CBD functions as an agonist ligand,
promoting the formation of CB1 receptor conformations observed in systems bound to agonist
compounds. Finally, we have identified a previously unreported sodium binding site for the
CBI1 receptor.
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Capitulo 1

1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son trastornos caracterizados por la
degeneracion progresiva de las células nerviosas del sistema nervioso central (Figura 1.1), lo
que provoca alteraciones en sus funciones intrinsecas y, en ultima instancia, conduce a la
muerte celular.! Existen diversas enfermedades neurodegenerativas, sin embargo, las dos
principales en términos de personas afectadas son la enfermedad de Alzheimer (EA) y la

enfermedad de Parkinson (EP).* 3

Neuronas A Neuronas
sanas deterioradas

Enfermedades

Normal Neurodegenerativas

Figura 1.1 Estructura fisiologica neuronal A) normal y B) afectada por enfermedades
neurodegenerativas (p.ej. la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson)
Las enfermedades neurodegenerativas afectan a millones de personas mundialmente. Para
dimensionar el problema, se estima que en el afio 2030 solamente la enfermedad de Alzheimer

afectara a 78 millones de personas.*



ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Ademas, por la naturaleza multifactorial de estos trastornos, sigue siendo dificil alcanzar un
consenso sobre un enfoque terapéutico para detener su progresion o revertir el dafio infligido.®
"Por ello, actualmente no se conoce cura para estas enfermedades.

Particularmente, en este trabajo nos centraremos en las enfermedades de Alzheimer y
Parkinson. Aunque comparten algunas similitudes como su clasificacion, el impacto en las
funciones cognitivas y la afeccion de la calidad de vida, cada una presenta caracteristicas
unicas que distingue tanto su origen como su prognosis.'

Las dos enfermedades se clasifican como trastornos neurodegenerativos que afectan
principalmente a personas mayores degradando las capacidades inherentes de las células
nerviosas que repercuten en las funciones cognitivas como atencion, lenguaje y las
capacidades para realizar actividades cotidianas. De este modo, las personas que padecen
cualquiera de estas enfermedades se ven afectadas en su calidad de vida.

En cuanto a sintomas, patologia y tratamiento, cada enfermedad tiene sus caracteristicas
predominantes. La EA se caracteriza por la pérdida de memoria mientras que la EP por la
disminucién de las capacidades motoras.

De la misma forma pasa con la patologia subyacente de cada enfermedad, ya que en el caso de
la EA la contribucion del deterioro neuronal es causado por la acumulacion del péptido B
amiloide (formacién de placas seniles) y los ovillos neurofibrilares de la proteina tau. Por su
parte, en la EP la acumulacion de la proteina a-sinucleina y el deterioro de las células
nerviosas dopaminérgicas de la sustancia negra (substantia nigra) del cerebro son las
principales causas.® 10

Aunque en el caso del EA se han propuesto diversos tratamientos, ninguno ha sido muy
efectivo. Sin embargo, para la EP es mds comun tener un tratamiento que ayude al aumento en
la presencia de la dopamina y asi mejorar considerablemente las capacidades motoras.

A pesar de los esfuerzos y avances neuromédicos la EA y la EP no tienen una cura conocida.
Es por esto que se abre la posibilidad de explorar los detalles de cada enfermedad para
propiciar la generacion de alguna terapia efectiva.

El trabajo de tesis se centra en un enfoque computacional que pretende entender a nivel
atomico-molecular, interacciones proteina ligante relacionadas con el Alzheimer y el

Parkinson.
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1.1 Hipotesis

La caracterizacion de entidades biomoleculares incluyendo receptores neuronales,
mediante el uso de métodos computacionales es capaz de proveer informaciéon a nivel
atomico-molecular sobre las interacciones con ligantes y los cambios conformacionales en las

entidades proteicas asociados a dichas interacciones.

1.2 Objetivos generales

1. Estudiar la posible interaccion de oligomeros del péptido B amiloide (APO) y receptores
neuronales en el contexto de una posible alteracion en la funcién de estos tltimos.
2. Caracterizar los mecanismos de interaccion a nivel molecular entre cannabinoides y

receptores del sistema endocannabinoide.

1.2.1 Objetivos particulares

a. Analizar la estructura del tetramero del péptido P amiloide utilizando técnicas
computacionales.

b. Obtener la estructura molecular de receptores neuronales (el receptor a7 nAChR vy el
receptor adrenérgico aza) que se sabe que muestran gran afinidad por ABO.

C. Identificar los modos de interaccion a nivel molecular entre receptores neuronales
seleccionados y los APO para discernir las interacciones relevantes entre estas dos
especies.

d. Obtener la estructura molecular del receptor cannabinoide tipo 1 (CB1) y el receptor
acoplado a proteina G 55 (GPRS5S5) para la especie Rattus norvegicus.

€. Identificar los modos de interaccion a nivel molecular entre los receptores cannabinoides

CB1 y GPRS5S5 con cannabinoides de interés farmacologico.



Capitulo 2

2. La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma més prevalente de demencia y una de
las principales enfermedades neurodegenerativas. El deterioro cognitivo asociado a la EA
incluye dificultades con la memoria, el lenguaje, el pensamiento y un estado de deterioro
celular y fisico que finalmente imposibilitan o incapacitan a la persona afectada.* 710
El primer registro que se tiene de la enfermedad fue en 1906 cudndo el cientifico aleman Alois
Alzheimer publico los resultados de sus estudios sobre la paciente Auguste Deter.'!

Con el pasar de los afios aumento el interés por la etiologia de la EA, lo que dio lugar a mas
estudios e hipotesis sobre el desarrollo de la patologia. En un inicio la identificacion de genes
relacionados con la proteina precursora amiloidea (APP) y la apolipoproteina E (ApoE) se
relacionaron con el desarrollo de la enfermedad como una causa genética. Sin embargo, las
mismas investigaciones sefialaron que no es el unico factor que la desarrolla, ademas de que,
notaron que los sintomas iniciales aparecen cuando el dafio en el sistema nervioso central ya es
avanzado. Las posibles causas involucran a la acumulacién de oligdbmeros del péptido B
amiloide y la formacion de ovillos constituidos por la proteina tau.'?

Con el desarrollo de las nuevas técnicas de imagenologia y con la revolucion tecnologica del
siglo XXI, se estandarizé el uso de resonancias magnéticas para el diagnostico de la EA y en
2004 se realiza el primer radiotrazador para visualizar las placas de amiloide mediante la
tomografia de emision de positrones (PET).!3

Mas tarde se introduce el concepto de biomarcador para la enfermedad de Alzheimer que se
utilizan para realizar la medicion de la acumulacion del péptido  amiloide (AB) y la proteina
tau, es decir, dos de las alteraciones mas notables que se observan en el cerebro afectado por

esta enfermedad.'*
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A partir de los avances neuromédicos y tecnoldgicos antes mencionados surgen diversos
estudios para encontrar terapias para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, no
obstante, hasta la actualidad la EA no tiene cura y se estima para el afio 2030 cerca de 78
millones de personas en el mundo desarrollen dicho padecimiento.*

Es necesario recalcar que la EA es una enfermedad crénica neurodegenerativa de caracter
multifactorial, lo que ha generado que existan diversas hipdtesis para explicar tanto su origen
COMmo su progresion.

Los factores de riesgo incluyen la edad, la heredabilidad, traumatismo, género, estilo de vida,
entre otros. De esta manera, se sugieren diversas explicaciones y conexiones con el inicio de la
EA, las cuales incluyen la formacion de placas extracelulares, la formacion de ovillos
intracelulares, la proinflamacion asociada a la activacion de la microglia debida a la union de
agregados del péptido AP. Dichos ejemplos sugieren diversas areas de investigacion y de
oportunidad para estudiar la enfermedad de Alzheimer.!>!”

En particular, la evidencia médica ha demostrado la formacion de agregados del péptido P
amiloide en estudios de autopsia de pacientes con EA, lo que sugiere un papel central y
neurotoxico del péptido AP que se ha asociado directamente a los origenes de la enfermedad.
Asimismo, se han demostrado que algunos receptores neuronales muestran gran afinidad por
los oligomeros del péptido B amiloide (ABOs), los cuales son elementos intermediarios en el
mecanismo de formacion de las placas seniles que atn son solubles en agua.’> 16-22

A pesar del desarrollo antes mencionado, no existe aun informacion detallada a nivel
molecular sobre el modo de interaccion de los ABOs ni las consecuencias funcionales en los
receptores causadas por la interaccion debido principalmente a la complejidad de estudiar a
estos sistemas experimentalmente.”?3? Por ello en este trabajo se explord una estrategia
computacional capaz de proveer informacion detallada de dichos sistemas biomoleculares. En
particular, se investigaron las interacciones moleculares entre oligomeros del péptido P
amiloide y neuroreceptores, en particular, el receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7 nAChR)

y el receptor adrenérgico ana (02aAR).
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2.1 El péptido p amiloide (AP) en la enfermedad de
Alzheimer

Para encontrar un tratamiento eficaz para la enfermedad de Alzheimer se han
propuesto hipdtesis que sugieren el inicio de la patologia.® 33
En particular, la hipotesis mas aceptada estd relacionada con la formacion de agregados del
péptido B amiloide.’® Esto se debe a que los agregados del péptido B amiloide son los
causantes de la mayor toxicidad en el cerebro. Ademas, el péptido B amiloide es utilizado
como un biomarcador para monitorear informacion importante sobre la posible aparicion de la
enfermedad.!* 3
Para ser mas especifico, la sobreproduccién del p amiloide se encuentra en casi todas las
formas de Alzheimer, la sobreexpresion del  amiloide y sus mutaciones de la proteina
precursora amiloidea (APP) en modelos animales dirige al desarrollo de fenotipos
relacionados con el Alzheimer y las formas oligoméricas de  amiloide es altamente toxica
para las neuronas.!6-2
Dicho lo anterior, conocer las interacciones y el mecanismo con el que se relacionan los
oligomeros del péptido B amiloide y los receptores neuronales seré la clave a la resolucion de
una posible cura y prevencion a la enfermedad del Alzheimer.
Por lo cual, es preciso mostrar informacion mas concreta del péptido f amiloide para un mayor
entendimiento. En concreto el péptido estd compuesto de 36 a 43 aminoacidos que se
sintetizan a partir de la proteina precursora amiloidea (APP) y se ha demostrado que los AP
formados por 40 y 42 aminoacidos (AB1-40 y AB1-42 respectivamente) ocurren con mayor
frecuencia de forma natural en el cerebro.’> 3 No obstante, existen otros segmentos que se
sugieren causan neurotoxicidad, por ejemplo, el segmento 25-35 o el segmento 12-28. % Sin
embargo, el segmento AB1-42 tiene un papel mas relevante en la patologia de la EA, ya que
dichos péptidos muestran mayor tendencia a formar un grupo diverso de oligdmeros
(agregados formados por varias unidades estructurales) en condiciones in vitro incluyendo
dimeros, trimeros, tetrameros, y mas.'’-3
El mecanismo evolutivo sugiere que los péptidos f amiloides y los respectivos oligdbmeros,

aun tienen la capacidad de ser solubles en medio acuoso. Posteriormente forman protofibrillas

y placas extracelulares formadas por una gran cantidad de agregados del AP (Figura 2.1), las
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que, en contraste, son entidades moleculares insolubles (las placas extracelulares formada por
agregados de AP son un fenotipo conocido de la enfermedad de Alzheimer en una etapa

avanzada).

* \

Monoémero AR Oligomeros AB Protofibrillas Placas de AP

de Ap

Figura 2.1 Esquema de las etapas de la agregacion del péptido  amiloide (AB) en la enfermedad de Alzheimer,
imagen realizada en el programa Inkscape.

Por otra parte, es de suma importancia tener informacién estructural del péptido p amiloide,
asi como de los distintos oligémeros que son el inicio de la formacion de los agregados de AP.
En la base de datos de proteinas (PDB: Protein Data Bank) se encuentra un gran niimero de
estructuras del péptido P amiloide, sin embargo, las estructuras han sido resueltas en
ambientes donde la agregacion del péptido ya estd formando protofibrillas o placas.

En este contexto, en el 2019, se obtuvieron estructuras de un tetramero del péptido B amiloide
de 42 aminoacidos, APtl-42, (Figura 2.2) mediante la técnica de Resonancia Magnética

Nuclear (RMN), dicha informacion se encuentra contenida en el PDB: 6RHY .?

(T — B
m | S

Figura 2.2 Estructura del tetramero del péptido B amiloide de 42 aminoacidos, ABt1-42. Se representa cada

cadena en un color diferente, la cadena A en color cian, la cadena B en color verde, la cadena C en color amarillo
y la cadena D en color naranja (PDB: 6RHY).

Estas estructuras fueron obtenidas en un medio similar al membranal y es de suma importancia
para el presente trabajo, ya que una de ellas fue seleccionada como la estructura inicial para
investigar la posible estructura del estado tetramérico del péptido B amiloide en un medio
acuoso. Dicha estructura soluble en agua del tetramero del péptido f amiloide sera utilizada a
su vez para explorar los modos de interaccion entre los oligdbmeros del péptido B amiloide y

receptores neuronales.
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2.2 Métodos

En esta seccion se describen los detalles relacionados con la generacion de los
complejos formados por el ABO y dos receptores neuronales, el receptor nicotinico de
acetilcolina a7 (a7 nAChR) y el receptor adrenérgico aza (02aAR). Debido a que los dichos
receptores muestran gran afinidad por los ABO y estdn asociados a la enfermedad de

Alzheimer.

2.2.1 Estructuras del ABO, a7 nAChR y a2aAR

Como se menciond anteriormente para investigar los cambios conformacionales del
tetrdmero del péptido P amiloide (Figura 2.2), se utilizo la estructura tetramérica del péptido P
amiloide depositada en el PDB: 6RHY y donde cada mondmero esta constituido por 42
aminoacidos (Figura D.1).

Se selecciond la estructura basada en distintas consideraciones; la composicion de los
mondémeros, 1-42 aminoécidos (longitud de los péptidos con més predisposicion a formar
agregados), la estructura constituia un oligdmero de 4 monoémeros (tetramero), aunque existe
diversa informacion del péptido B amiloide, dicha informacién estd en diversos ambientes
fisioldgicos de la patologia, por lo cual se considera que la eleccion de la informacion del PDB
6RHY es buena aproximacion inicial para la presente investigacion.?®

No obstante, ya que el ambiente en el que se resolvid la estructura fue tal que se imitd el
ambiente de la membrana celular, se realizd una investigacion para determinar las
conformaciones adoptadas por el oligdbmero en condiciones acuosas. Con esto en mente se
realiz6 una simulacion atomistica de dindmica molecular de 1.0 ps en un ambiente acuoso (a 1
atm de presion, 37 °C y una concentracion salina de 0.15 M) para observar su comportamiento
en un ambiente fisioldgico, asi como determinar las caracteristicas estructurales en la fase
inicial de la patologia cuando los APOs atin son solubles.33: 3¢

Por otro lado, en el momento que se inicio el proyecto la estructura del receptor nicotinico de

acetilcolina a7 (a7 nAChR) no estaba dilucidada, por lo cual se utilizé la técnica de modelado

por homologia para obtener la estructura tridimensional pentamérica del receptor.®”->
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Para obtener una plantilla apropiada para generar la estructura terciaria del a7 nAChR, se
compard la homologia de las subunidades alfa existentes en el banco de datos de proteinas
(PDB), posteriormente, se selecciond la estructura de la subunidad o4 basado en las
similitudes tanto de expresion neuronal que comparte con la subunidad a7 como la identidad
de secuencia que presenta, la cual es de aproximadamente de 38% (PDB: 5KXI), las
secuencias de aminoacidos de las subunidades alfa 4 y alfa 7 de Homo sapiens se obtuvieron
de UNIPROT con los codigos P43681 y P36544, respectivamente (Figura D.2).*° Dichas
secuencias se alinearon mediante el programa BLASTp.*! Los modelos tridimensionales de la
subunidad a7 se realizaron con los protocolos establecidos del programa Modeller 9.23, donde
se generaron 100 modelos y se selecciond una estructura representativa basandonos en la
funcion de puntuacién de Modeller.*

La estructura representativa de la subunidad o7 seleccionada se replico y alined
estructuralmente con las diferentes subunidades del pentamero del receptor que se encuentra
en el codigo de PDB 5KXI, formando asi el receptor nicotinico de acetilcolina o7
(homopentamero). Cabe mencionar que para los posteriores estudios solo se utiliza la region
extracelular del receptor dada la naturaleza de las posibles interacciones con los ABOs.

Para el caso del receptor adrenérgico axa (02aAR) se utilizd la informacion estructural
depositada en la base de datos PDB con el codigo 6KUX. Sin embargo, dicha estructura tiene
un segmento intracelular faltante, asi, la estructura del receptor se completé mediante el
protocolo del programa Modeller 9.23,% donde se generaron 100 modelos y se selecciond una
estructura representativa basada en la formacion del bucle faltante de la informacion

estructural contenida en el PDB 6KUX,* asi como la funcion de puntuacion del programa.

2.2.2 Formacion del complejo receptor/ligante

Para formar los complejos receptores/ligante se considero realizar una construccion del
sistema donde el ABO estuviera localizado a una distancia no menor de 17 A del receptor (p.
ej. Figura C.3 y C.5) garantizando asi la ausencia de cualquier interaccion entre el ABO y el
receptor en la configuracion inicial del complejo. Con esto en mente se generaron 10 réplicas
del sistema variando la posicion inicial del ABO tanto con el receptor a7 nAChR como con el

receptor 02aAR (Figuras C.4 y C.6).
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2.2.3 Simulaciones atomistica de dinamica molecular

Se realizaron simulaciones atomisticas de dinamica molecular para cada complejo. Los
pasos para generar al sistema son relativamente similares a la descrita en el Apéndice B y con
mas detalle en la seccion B.1. En resumen, utilizando la informacion estructural de los
sistemas conformados por los receptores a7 nAChR, a2aAR y el ABO (Figuras C.3 y C.5), se
incluyen los atomos de hidrégeno que representan los estados de protonacion mas probables
en cada amino4cido a pH neutro.®
Para el caso donde el sistema esta conformado por el receptor a7 nAChR tiene la caracteristica
de ser un sistema en un medio acuoso (seccion B.1.2), ya que Unicamente se incluyod el
dominio extracelular del receptor, por lo que el sistema se hidratdé con una caja de moléculas
de agua, donde se incluyen iones sodio y cloro a una concentracion salina fisioldgica de 0.15
M. Para este tipo de simulaciones se realizaron pasos de preparacion del sistema donde se
imponen fuerzas externas de tipo armoénicas en diversos tipos de atomos con la finalidad de
minimizar (utilizando el algoritmo de gradiente conjugado) y equilibrar el sistema dindmico de
una manera mas Optima. Posterior a los pasos de preparacion se realizé la simulacion de
dindmica molecular imparcial durante 1000 ns (1.0 pus) a temperatura y presion constante,
37 °C y 1 atmosfera respectivamente.

Por otra parte, el sistema asociado con el receptor a2aAR, se embebié en una membrana de
POPC (véase seccion B.1.3) que posteriormente se hidraté con moléculas de agua por ambos
lados de la bicapa lipidica, donde se incluyeron iones sodio y cloro para obtener una
concentracion salina fisiologica (0.15 M).*4 Se realizaron pasos de preparacién que
incluyeron la imposicidon de restricciones de fuerza estructural para evitar una conformacion
no realista del sistema. Posteriormente, se realizaron simulaciones de dindmica molecular sin
sesgos durante un microsegundo (1000 ns) a una temperatura de 37 °C y 1 atmodsfera de
presion. Ademas, se utiliza la numeracion de Ballesteros-Weinstein como superindice para
describir la posicion de los aminoacidos como es comun en receptores de la familia A de los

GPCRs (véase Apéndice A).4

10
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2.3 Resultados y discusion

Los resultados de las simulaciones de dinamica molecular proporcionan informacion
valiosa y detallada de la formacion de complejos proteinicos de distintos receptores neuronales
y una especie neurotdxica (como son los oligdmeros del péptido f amiloide), de igual manera
proveen parametros estructurales, de interaccion y conformacionales que se asocian al
comportamiento de cada especie quimica.

Como se menciono anteriormente en la seccion de métodos, para explorar el comportamiento
de los oligdmeros del péptido B amiloide inicialmente se eligio la informacion del PDB 6RHY
que contiene la estructura de un tetramero del péptido p amiloide de 42 aminoacidos (Figura
2.3), el cual se someti6 a una simulacion atomistica de dinamica molecular con una duracion
de 1.0 us en un ambiente fisioldgico para observar la estabilidad de las interacciones del

oligdbmero y el comportamiento dindmico de su estructura en medio acuoso.
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Figura 2.3 Estructura tetramérica del ABO. A) Representacion de la estructura del ABO tetramérico donde las
seis B plegadas que forman el core de hebras B, son mostradas y nombradas como p1¢2denaa gcadenaA - g3cadena
[B1eadenaC gcadenaC and B3cadenad nomenclatura utilizada en Ciudad et al., 2020. B) Representacion de la estructura
y la composicion de los 42 residuos de las cuatro cadenas del ABO tetramérico. Cadena A es coloreada cian,
cadena B es coloreada verde, cadena C es coloreada amarillo and cadena D es colorada naranja; las hebras
plegadas B son indicadas como flechas.

A partir de las trayectorias de las simulaciones del tetramero se observd que durante el tiempo
de simulacion la estructura terciaria se modificd, originalmente la estructura tridimensional era
planar conformada por un nucleo de seis hebras B, donde los dos péptidos AP (1-42) externos
contribuyen con dos hebras B (B1, B2, B1' y P2') mientras que los dos péptidos AP (1-42)
internos contribuyen cada uno con una hebra B (B3 y B3')*® (Figura 2.3), posteriormente, la

estructura terciaria llego a ser de tipo toroide (Figura 2.4)

11
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Figura 2.4 Estructura del ABO tetramérico en medio acuoso. Vista de la estructura final del ABO tetramérico
después de 1.0 ps de simulacion.

Debido al cambio observado en la estructura terciaria, se procedi6 a explorar las interacciones
que estabilizan dicha conformacion, donde la estructura se asemeja a un dominio barril  de 6
hebras B con un nucleo hidrofobico formado por los residuos que incluyen L 17¢denaA
FlgcadenaA’ I320adenaA, L34cadenaA, M3 ScadenaB’ Ll7cadenaC’ FlgcadenaC’ I320adenaC’ L34cadenaC y
M35¢cadenaD - ademds una vez colocada en un medio acuoso se observan interacciones
previamente ausentes entre residuos de las cadenas A y C; particularmente relevante es la
interaccion aromatica entre las cadenas laterales de la F19 (F19cadenaA_F]geadenaCy y g (G33cadenaA
establece estrechas interacciones esqueleto-esqueleto con G37¢denaB y G38cadenaB ' mjentras que
G33¢adenaC forma interacciones equivalentes con G37¢denaD y (G38cadenaD  Fgtag interacciones
permiten los contactos entre las hebras B de la estructura.?> 48

Se debe agregar que se explor6 la evolucion temporal de la estructura secundaria que indica en
forma general, que la estructura tetramérica AB1-42 conserva su nucleo original de 6 hebras 3
(Figura 2.5). Ademas, dichos pardmetros estructurales indican que aproximadamente a los 100
ns la estructura terciaria global se mantiene relativamente estable. Por otro lado, se
complementa la informacion con el estudio de la desviacion de la raiz cuadritica media,
RMSD, que ayuda a cuantificar la similitud estructural del sistema, utilizando la distancia
entre los atomos de moléculas superpuestas,*” y observar su variacion con respecto al tiempo.
De dicho andlisis se observo que las hebras f del nlicleo de la estructura, en general, se
mantienen relativamente estables (Figura 2.6) a lo largo del tiempo de simulacion, dicha

observacion es consistente con la evolucién temporal de la estructura secundaria de las hebras

B.

12
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Figura 2.5 Evolucion temporal del contenido de la estructura secundaria ABO tetramérico. La evolucion
temporal del contenido de los 42 residuos de las cuatro cadenas en el APO tetramérico a lo largo de 1.0 us de
simulacion, calculado con VMD usando el programa STRIDE. " 3! El c6digo de color para las diferentes
estructuras secundarias son las siguientes: hebra B en rojo, hélice (a, 310, o ) en negro, configuracion extendida
o puente aislado en caqui, y aleatoria en blanco. Las hebras B son nombradas como en (Ciudad et al., 2020).
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Figura 2.6 Representacion del RMSD del nucleo formado por 6 hebras B de la estructura tetramérica del Ap1-42.
Al final de las simulaciones se seleccion6 una estructura representativa (Figura 2.4) que se
utilizé en los estudios posteriores.

Por otra parte, para continuar con la exploracion y el estudio de las interacciones de los ABO
es necesario obtener las estructuras de los receptores que se emplean en el trabajo de

investigacion, es decir, el receptor nicotinico de acetilcolina a7 y el receptor adrenérgico aza.

Caso 1, el receptor a7 nAChR.

Dicho lo anterior, y como se discuti6 en la seccién de métodos, se construy6 un modelo del

13
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a7 nAChR mediante modelado por homologia con la estructura de la subunidad a4, tomando
en cuenta la identidad de sus secuencias (aprox. 38%) y la similitud en la expresion neuronal.®
La estructura del homopentamero se construy6 tomando como referencia la informacion del
PDB 5KXI. Cabe mencionar que en este trabajo se utilizé solo la region extracelular.

Para explorar el comportamiento del modelo bajo las condiciones fisiologicas del sistema
(concentracion salina 0.15 M, 1 atmosfera de presion y 37 °C de temperatura) se realizé una
simulacion de 100 ns con el receptor en estado apo, es decir, en ausencia de ligantes.

Una vez concluido el tiempo de simulacion de 100 ns del sistema apo, se eligi6 una estructura
representativa para ser utilizada en el estudio subsecuente. Con el fin de identificar de mejor
manera las posiciones de los residuos, asi como a la subunidad a la que se refiera en la
discusién, se adopté una nomenclatura habitual para la descripcion de los receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) colocando un (+) a la subunidad izquierda y un (-) a la
subunidad derecha, ademas de letras de la A'-E' describiendo la posicidon de las cadenas del

pentamero y el identificador de la subunidad (Figura 2.7).>

Figura 2.7 Estructura representativa del receptor nicotinico de acetilcolina a7 al final de la simulacion de 1.0 ps.
Nomenclatura habitual para la descripcion de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) colocando un
(+) a la subunidad izquierda y un (-) a la subunidad derecha, ademas de letras de la A'-E' describiendo la posicion
de las cadenas del pentamero y el identificador de la subunidad.

Con las estructuras del receptor a7 nAChR y del tetrdmero del péptido B amiloide (APt1-42)
se forman sistemas donde coexisten las dos estructuras solvatadas en una caja de agua,
incluidos iones de cloro y sodio a una concentracion de 0.15 M, a una presion (1 atm) y
temperatura (37 °C) constante. Se consider6 posicionar la estructura del APtl-42 a una
distancia de al menos 17 A con respecto al receptor (p. ej. Figura C.3). Ese procedimiento se

replicé modificando la posicion inicial del APt1-42 relativa al a7 nAChR de forma aleatoria

14
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(Figura C.4). Un total de diez diferentes sistemas fueron generados y sometidos a
simulaciones atomisticas de dindmica molecular por un tiempo de 100 ns. Para las
simulaciones que mostraron una interaccion entre el a7 nAChR y el ABtl-42, se extendio la
simulacion hasta alcanzar 1.0 ps.

En la figura 2.8 se grafico la distancia entre los centros de masas del receptor a7 nAChR y el
nicleo formado por las 6 hebras B del ABtl-42 para una de las diez simulaciones donde se
observo una interaccion durante 100 ns de simulacion. En este caso, se observa que la
distancia inicial es mayor a los 75 A y recordando que la distancia aproximada entre el
receptor y el APt1-42 era de 17 A se infiere que alrededor de los 60 ns el tetrdmero empieza a
interaccionar con el receptor. De manera interesante, dicha interaccion se mantiene a lo largo
del tiempo de simulacién (1.0 ps) llegando a una distancia minima de proximidad entre los

centros de masas antes mencionados que ronda entre los 55 a 57 A.
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Figura 2.8 Evolucion temporal de la distancia de los centros de masas del receptor a7 nAChR y el niicleo

formado de 6 hebras 3 del APt1-42.

Una vez que se corrobord que existe la formacion del complejo a7 nAChR/ABtl-42 se
analizaron los posibles cambios que existen en la estructura secundaria del nucleo del

tetramero enlazado al receptor (Figura 2.9).
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Figura 2.9 Evolucion temporal del contenido de la estructura secundaria ABO tetramérico. La evolucion
temporal del contenido de los 42 residuos de las cuatro cadenas en el APO tetramérico a lo largo de 1.0 us de
simulacion en presencia del receptor nicotinico de acetilcolina a7, calculado con VMD usando el programa
STRIDE.*>! El codigo de color para las diferentes estructuras secundarias son las siguientes: hebras B en rojo,
hélice (a, 310, o m) en negro, configuracion extendida o puente aislado en caqui, y aleatoria en blanco. Las hebras
B son nombradas como en (Ciudad ef al., 2020).

Igual que en el caso donde el tetramero se encuentra disuelto en un medio acuoso sin la
presencia del receptor, la estructura secundaria del tetramero se mantiene estable durante la
simulacion y el tamafio de las hebras B siguen una tendencia similar, donde la cadena A y B
son un poco mas cortas que C y D. Sin embargo, también existen diferencias entre los dos
casos (Figuras 2.5 y 2.9), ya que cuando se forma el complejo, una de las hebras (3, B1, de la
cadena C muestra una discontinuidad lo que se atribuye a la forma en la que debe rotar la
estructura completa para mantener las interacciones que estabilizan a la conformacién toroidal.
Por otro lado, basado en las observaciones anteriores se exploraron las interacciones que
forma el complejo a7 nAChR/ABt1-42.

En la figura 2.10 se muestra la interfase que forma el receptor y el tetrdmero, donde se observa
que los residuos involucrados forman parte de la cadena B y C del APt1-42 y de la cadena
A'(+) y B'(-) del a7 nAChR. Asimismo, los residuos que forman las interacciones

preponderantes tienen un caracter polar.
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Figura 2.10 Pose representativa del complejo o7 nAChR/APt1-42. A) Interacciones formadas en la interfase del
complejo a7 nAChR/APt1-42. Los residuos involucrados se representan en esferas mientras que las distancias
exploradas en color azul cielo y lineas discontinuas, ademas de representar el W171" como referencia del residuo
conservado en el bolsillo de union. Evolucion temporal de la distancia formada por el residuo D23 de la cadena B
del tetramero y B) K165" de la cadena A'(+) del receptor, donde se observa que la interaccion inicia
aproximadamente a los 60 ns y se mantiene a lo largo de la simulacion. Por otro lado, C) y D) muestran la
evolucion temporal de la distancia formada por el residuo D23 de la cadena B del tetramero y dos residuos de la
cadena A'(+) del receptor donde se observa que dichas interacciones son complementarias a la del panel B).

En particular, se observa que el residuo cargado negativamente D23 de la cadena B del
tetrdmero inicia la interaccidon carga-carga con el receptor alrededor de los 60 ns, de esta
manera anclando la estructura y propiciando nuevas interacciones con otros residuos de la
cadena + del receptor. Dichas interacciones formadas por los residuos K204 y R208*
complementan la interaccién con K165, asi el residuo D238 siempre se mantiene unido al
receptor a través de interacciones de puente salino.

De la misma forma pasa con el residuo K28 de la cadena B del tetramero. Dicha interaccion
ocurre subsecuentemente a la interaccion inicial con el receptor mediada por el residuo D235,
El residuo cargado positivamente K288 muestra una interaccion muy estable con los tres
residuos que lo rodean (E2117, S188° y D186°) como se muestra en las graficas de la evolucion

temporal de las distancias de la figura 2.11.
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Figura 2.11 Pose representativa del complejo o7 nAChR/At1-42. A) Interacciones formadas en la interfase del
complejo a7 nAChR/ABt1-42. Se representan los residuos involucrados en esferas y las distancias exploradas en
color azul cielo y lineas discontinuas, ademas de representar el W171* como referencia del residuo conservado en
el bolsillo de union. La evolucion temporal de la distancia formada por el residuo K28 de la cadena B del
tetramero y B) E2117 de la cadena A'(+) del receptor, donde se observa que la interaccion inicia
aproximadamente a los 100 ns y se mantiene a lo largo de la simulacion. Por otro lado, C) y D) muestran la
evolucion temporal de la distancia formada por el residuo D23 de la cadena B del tetramero y dos residuos de la
cadena B'(-) del receptor donde se observa que dichas interacciones son complementarias a la del panel B).
Por otro lado, una vez anclado el tetramero por las interacciones carga-carga mencionadas,
surgen nuevas interacciones, solo que ahora con residuos de la cadena C del tetramero (Figura
2.12). Sin embargo, dichas interacciones son mdas dinamicas (menos estables) que las
anteriormente mencionadas. Esto se debe a las caracteristicas de las interacciones y el tipo de
residuos involucrados. Donde la principal interaccion sucede con el residuo N27 de la cadena
C del tetrdmero y el carbonilo del esqueleto del residuo E211 de la cadena A'(+).
El residuo S81 de la cadena B'(-) del receptor forma interacciones con los residuos N27 y S26
de la cadena C del tetrdmero, cuya interaccion es de tipo puente de hidrogeno, por lo que esa

distancia es relativamente mas larga y fluctia mas que observadas con los residuos de la

cadena B del tetramero.
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Figura 2.12 Pose representativa del complejo o7 nAChR/At1-42. A) Interacciones formadas en la interfase del
complejo a7 nAChR/ABt1-42. Se representan los residuos involucrados en esferas y las distancias exploradas en
color azul cielo y lineas discontinuas, ademas de representar el W171* como referencia del residuo conservado en
el bolsillo de unién. La evolucion temporal de las distancias formadas por los residuos S26 y N27 de la cadena C
del tetramero y B) S81- de la cadena B'(-) del receptor, donde se observa que la interaccion inicia
aproximadamente a los 100 ns y la tendencia a lo largo de la simulacion es dinamica, sin embargo, se puede
observar la formacion de interacciones intermitentes. Por otro lado, D) muestran la evolucion temporal de la
distancia formada por el residuo N27 de la cadena C del tetramero y un residuo de la cadena A'(+), donde se
observa que dicha interaccion es complementaria a la del panel A) y B), ademas en el panel D) se observa una
mayor preponderancia en la interaccion.
De forma interesante, las formacion del complejo a7 nAChR/APt1-42 sucede en la proximidad
del bolsillo de unioén al ligante (bolsillo ortostérico), lo que genera cambios estructurales en la
cavidad del mismo y que se indica en las figuras 2.10-2.12 por la presencia del residuo mas
conservado (W171), dicha observacién ha sido reportada de forma experimental.?8-3% 33 54 M4s
aun, nuestros resultados indican que las principales interacciones formadas por el Aftl1-42
suceden con residuos situados en el segmento 23-28 del péptido. Dicha informacion es
relevante ya que mediante estudios inmunohistoquimicos de cerebros humanos con
enfermedad de Alzheimer no solamente muestran la estrecha relacion entre el receptor a7
nAChR y el ABtl1-42 sino que ademas indican la relevancia del segmento 12-28 como el

principal motivo del AP1-42 que interactia con el receptor a7 nAChR y que ejerce la
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inhibicion de la funcion del receptor. Dicha observacion concuerda con nuestros resultados
computacionales y el mecanismo de inhibicion del AB1-42 en el receptor a7 nAChR, sugerido
experimentalmente, muestran la complementariedad entre ambas técnicas, computacional y

experimental.
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Figura 2.13 Distribucion de la cantidad de moléculas de agua que penetran la cavidad del bolsillo de unién. La
cantidad de moléculas de agua se calcula respecto a los residuos W1717y W77 a4y 5 A. A) Muestra la cantidad
de moléculas de agua en la cavidad del bolsillo de uniéon cuando el ABt1-42 no interacttia con el receptor o7
nAChR, el panel superior muestra las moléculas de agua a 4 A de los residuos W171"y W77" y el panel inferior
muestra las moléculas de agua a 5 A de los residuos W171*y W77-. B) Muestra la cantidad de moléculas de agua
en la cavidad del bolsillo de union cuando el APt1-42 interactua con el receptor a7 nAChR, el panel superior
muestra las moléculas de agua a 4 A de los residuos W1717y W77y el panel inferior muestra las moléculas de
agua a 5 A de los residuos W171"y W77

Para observar los cambios que se generan en dicho bolsillo de unién se calcul6 el volumen de
la cavidad utilizando como estimacion la cantidad de moléculas de agua que ocupan la cavidad
a lo largo de la simulacién. Para contrastar los resultados se exploraron dos casos, el primero,
se registra la frecuencia de las moléculas de agua que penetran la cavidad. La cantidad de agua
se calcula a 4 y 5 A de distancia con respecto a dos residuos que forman parte del bolsillo de
unién al ligante (W171" y W77") a lo largo del tiempo de la simulacion cuando el tetramero
estd interactuando con el receptor y el segundo, cuando no existe la presencia del APtl1-42 con
las subunidades a7 del receptor.

En la figura 2.13 se muestra la distribucion de la frecuencia relativa de la cantidad de agua
durante el tiempo de simulacion para los dos casos antes mencionados. En el caso en donde no

existe interaccion del APtl1-42 con el receptor (Figura 2.13 A) la cantidad de moléculas de
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agua en la cavidad es mayor que en el caso donde si se observa interaccion con la subunidad
a7 del receptor. Estos resultados indican que la cavidad del bolsillo de unién se reduce en
tamafio cuando el tetrdmero interactua con el receptor (colapso parcial de cavidad), es decir, se
produce una reduccion del volumen que ocuparian los ligantes agonistas del receptor (Figura
2.13.B).

Con lo antes mencionado, se puede inferir que el acceso al bolsillo de union al ligante del
receptor se ve impedido debido a la interaccion del receptor con el ABt1-42, lo que hace que el
ligante nativo del receptor a7 nAChR tenga dificultades por ingresar al sitio de union al
ligante. Mdas aln, aunque el ligante logre ingresar, la deformacién de la estructura de la
cavidad ocasionada por la interaccion directa con el APtl-42 evita que se lleven a cabo los
rearreglos estructurales en el bolsillo de uniéon debidos a la presencia del agonista con la
concomitante repercusion en los cambios conformacionales necesarios para la activacion del
receptor. Es decir, la interaccion del APt1-42 modifica la funcion normal del receptor a7
nAChR via la perturbacion de la estructura del sitio de union al ligante.

Por otro lado, recordemos que al inicio del trabajo no existia una estructura tridimensional del
receptor nicotinico de acetilcolina a7, por lo que se utilizd la técnica de modelado por
homologia para crear un modelo inicial necesario para realizar los estudios descritos
anteriormente. En consecuencia, se evalud la estabilidad estructural del modelo mediante un
analisis de su evolucion a lo largo de la trayectoria de las simulaciones de dindmica molecular.
En particular, se analizo el RMSD del esqueleto de la region extracelular del modelo a lo largo
de la simulacion, donde observamos que, en general, con la formacion del complejo a7
nAChR/APt1-42 el receptor explora cambios en su estructura que se mantienen a lo largo de la
simulacion, ademads se observa que la tendencia de la figura 2.14, inicia aproximadamente en
60 ns cuando se crean las primeras interacciones con el APtl-42. Ademas, el modelo se
mantiene estable y la regién extracelular no difiere significativamente de las recientes

estructuras resueltas y almacenadas en la base de datos de proteinas (PDB).3* 33
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Figura 2.14 Evolucion temporal del RMSD calculado mediante la diferencia de las posiciones del esqueleto del
modelo del receptor a7 nAChR.

Figura 2.15 Aliniamiento estructural de los complejos formados por a7 nAChR (color gris y azul en
representacion de liston) con a-bungarotoxina (representada en esferas en color rosado claro)*? y a7 nAChR
(modelo, color gris y violeta representacion de liston y dibujo) con el APt1-42 (representado en dibujo y color
cian cadena A, color verde cadena B, color amarillo cadena C y color naranja cadena D).

De forma interesante, la posicion observada del APtl-42 en nuestras simulaciones es
semejante a la estructura del receptor a7 nAChR en complejo con la a-bungarotoxina
contenida en la base de datos de proteinas (resuelta por microscopia electronica).>® 34

Por otra parte, la posicion que explora el APt1-42 en la cercania del bolsillo de unién al ligante,
comprimiendo el bucle C (region cercana al bolsillo de unidn), es observada en estudios
experimentales que sugieren un posible bloqueo de la funcion basal del receptor a7 nAChR

(Figura 2.15).28-32
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Caso 11, el receptor adrenérgico aa.

Por otro lado, se realizaron estudios del ABtl1-42 con otro receptor transmembranal sinaptico,
el receptor adrenérgico axa (02aAR muestra afinidad por los oligbmeros del péptido B
amiloide)'® 22 el cual pertenece a la familia A de los GPCRs (receptores acoplados a
proteina G, v. apéndice A).

Para explorar el comportamiento del receptor a2aAR bajo las condiciones fisioldgicas del
sistema (concentracion salina 0.15 M, 1 atmosfera de presion y 37 °C de temperatura) se
realizo una simulacion de 1.0 us con el receptor en estado apo.

Una vez concluido el tiempo de simulacidn, se eligié una estructura representativa de la parte
final de la trayectoria y de igual modo que con el receptor nicotinico de acetilcolina a7, el
APt1-42 fue colocado a una distancia de 17 A aproximadamente del 02aAR (Figura C.5). Con
la idea de maximizar las posibilidades de observar un evento de interaccion entre ambas
entidades biomoleculares se replicé diez veces el estado inicial variando la posicion del APtl-
42 (Figura C.6).

Para cada caso se realizaron simulaciones de 100 ns. En un sistema en particular, se observo
una interaccion relativamente estable por lo que se decidi6 extender ese sistema hasta los 2000
ns (2.0 us). Los resultados de dicha trayectoria sugieren que el APtl-42 tiene un
comportamiento muy dindmico, es decir, aun cuando forma interacciones con el receptor y la
interaccion APtl-42-a2aAR se mantiene a lo largo de toda la simulacion, estas son
reemplazadas por otras nuevas por lo que los contactos entre ambos no permanecen estables
por mucho tiempo (Figura 2.16). En otras palabras, las interacciones que se establecen son
generalmente reemplazadas por otras interacciones que involucran a diferentes residuos lo que
hace que la posicion del tetramero en relacion con el receptor se modifique constantemente en

comparacion con el caso del a7 nAChR.
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Figura 2.16 Evolucion temporal de la distancia de los centros de masas del receptor a2aAR y el nticleo formado
de 6 hebras  del APt1-42.

El lugar en donde pueden interaccionar el receptor adrenérgico y el tetrdmero es una region
limitada (regién extracelular) ya que la membrana lipidica que rodea al a2aAR limita la
interaccion del APtl-42 con otros segmentos del receptor dada la solubilidad acuosa que
presenta el tetramero. Més atn, la presencia de bucles extracelulares disminuye, aunque no
imposibilita, la capacidad del tetrdmero para penetrar significativamente e interaccionar con
residuos que forman parte del sitio de unidn a las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina,
sus ligantes endogenos.

Sin embargo, las simulaciones son capaces de capturar informaciéon de la formacion del
complejo axaAR/APt1-42. Una vez que se corrobord que existe la formacion del complejo
a2aAR/APt1-42 se exploraron las variaciones que existen en la estructura secundaria del

nucleo del tetramero enlazado al receptor a2aAR (Figura 2.17).
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Figura 2.17 Evolucion temporal del contenido de la estructura secundaria ABO tetramérico. La evolucion
temporal del contenido de los 42 residuos de las cuatro cadenas en el APO tetramérico a lo largo de 2.0 pus de
simulacion en presencia del receptor adrenérgico aa, calculado con VMD usando el programa STRIDE.* 3! El
codigo de color para las diferentes estructuras secundarias son las siguientes: hebras 8 en rojo, hélice (a, 310, o )
en negro, configuracion extendida o puente aislado en caqui, y aleatoria en blanco. Las hebras 3 son nombradas
como en (Ciudad et al., 2020).

De forma general, la tendencia en las 6 hebras B del ntcleo del tetrdmero se mantiene,
asimismo la longitud en las hebras  son similares al comportamiento observado anteriormente
con el receptor nicotinico de acetilcolina a7.

Basado en las observaciones de la formacion del complejo c2aAR/ABt1-42, se exploraron las
interacciones existentes en la interfase del receptor y el tetrdmero. En particular, se observa
que el tetrdmero inicia la interaccion con residuos localizados en la cadena B y residuos del
bucle extracelular 2 (ECL2) del receptor, especificamente con los residuos E3cdnaB y
K189ECL2| respectivamente, sin embargo, dicha interaccion se ve rapidamente interrumpida.
Cabe recalcar que esta interaccion no ancla la posicion del tetrdmero, pero si hace que las dos
estructuras empiecen a “sentir” las interacciones y contactos que ocurren entre ellas.

Por otra parte, debido al comportamiento dindmico tanto del tetrdmero como del ECL2, las
interacciones de residuos en la cadena B se ven interrumpidas, las interacciones con residuos
de la cadena C del tetramero continuan siendo relativamente estables. De esta manera la
cadena B y C del tetrdmero continuaron interactuando por varios lapsos de tiempo con
diversos residuos del receptor, particularmente con residuos situados en los bucles
extracelulares ECL1 (Y113), ECL2 (K189, K190, G193, G194, P196, Q197 y A199) y ECL3
(S417 y R420) (Figura 2.18).
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Figura 2.18 Poses representativas a diferentes tiempos de simulacion. Se observa la formacion del complejo
wAAR/APt1-42, donde se pueden apreciar las distintas poses que el tetrdmero adopta. El receptor esta
representado en dibujo de color violeta y el ABt1-42 se representa en dibujo en color cian la cadena A, en verde la
cadena B, en amarillo la cadena C y en anaranjado la cadena D.

Adicionalmente, exploramos los cambios conformacionales asociados a la actividad del
receptor o2aAR, dicho de otra manera, los receptores acoplados a proteina G poseen
conformaciones particulares en motivos estructurales distintivos asociados a un estado activo
o inactivo del receptor. Por lo cual, se estudio el comportamiento de dos puentes salinos
observados en la region extracelular, EC, y un puente i6nico en la region intracelular, IC (el
cual estd formado por los residuos 3.50 y 6.30, la ruptura de este puente i6nico se asocia
directamente a la activacion del receptor).

Primero exploramos el comportamiento del receptor apo (Figura 2.19) para contrastar los
resultados cuando se forma el complejo c2aAR/APt1-42. Observamos que los puentes salinos
de la region extracelular se mantienen a lo largo de la simulacion, aunque por algunos lapsos
de tiempo cortos se ven temporalmente interrumpidos para luego volver a formarse. Lo que
indica que la hélice transmembranal 7 (TM7) en su segmento extracelular mantiene su
interaccion a lo largo de la simulacion con la TM2 haciendo que TM7 no se desplace. Por otra
parte, la interaccion entre los residuos E204F¢L2 y R42073 estabiliza conformaciones que

posicionan esta region de tal forma que parecen cubrir parcialmente la entrada al bolsillo de

26



LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

union, lo que coadyuva a mantener la posicion de la hélice TM7 restringida; dicho
desplazamiento de la TM7 juega una funcion importante en la activacion del receptor.>®

De igual modo, se explord el puente idnico en la region intracelular (distintivo en los
receptores GPCRs).>® Se observd que el puente i6nico (formado por los residuos R14633° y
E38463%) se mantiene cerrado a lo largo de la simulacion, lo que indica un estado inactivo del
receptor, ya que es fundamental que dicho puente se rompa para que el empaquetamiento entre
la TM3 y TM6 se desplacen hacia afuera permitiendo asi conformaciones activas del receptor,

que propicien la interaccion con la proteina G (estado activo).
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Figura 2.19 Pose representativa de la simulacion del receptor apo. A) vista lateral del receptor axaAR con
proyecciones en la region extracelular (EC) e intracelular (IC), donde se muestran las distancias entre
aminoacidos que forman un doble puente salino (EC) y un puente idnico (IC), las distancias son representadas en
lineas discontinuas en color azul cielo. B) La evolucion temporal de la distancia formada por el residuo K4247-36
y el residuo E1092%° y la distribucion de las distancias. C) La evolucion temporal de la distancia formada por el
residuo E2045¢12 y el residuo R420732y la distribucién de las distancias. D) La evolucion temporal de la distancia
formada por el residuo R146>° y el residuo E384%3°y la distribucion de las distancias, dicha interaccion esta
asociada a la actividad del receptor.

Igualmente se realizo el estudio de las mismas interacciones en la EC e IC del receptor cuando

forma el complejo con el ABtl1-42 (Figura 2.20).
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Figura 2.20 Pose representativa de la simulacion del complejo c2aAR/ABt1-42. A) vista lateral del receptor
a2AAR con proyecciones en la region extracelular (EC) e intracelular (IC), donde se muestran las distancias entre
aminoacidos que forman un doble puente salino (EC) y un puente idnico (IC), las distancias son representadas en
lineas discontinuas en color azul cielo. B) La evolucién temporal de la distancia formada por el residuo K42473¢

y el residuo E1092%° y la distribucion de las distancias. C) La evolucion temporal de la distancia formada por el
residuo E204FCL2 y el residuo R42073?y la distribucion de las distancias. D) La evolucion temporal de la distancia
formada por el residuo R146>3° y el residuo E384%3%y la distribucion de las distancias, dicha interaccion esta
asociada a la actividad del receptor.

En la figura 2.20 se puede observar que las distancias representadas en el panel C y D
mantienen valores mayores a los observados cuando el receptor estd en ausencia de ligantes.
La presencia del tetramero induce cambios conformacionales en el receptor, especificamente
provocando la ruptura de uno de los puentes salinos localizados en la region extracelular. Esta
ruptura se debe a las interacciones observadas entre el tetrdmero y las regiones ECL2 y ECL3,
cercanas a los residuos responsables de la formacién del puente salino. Tal como se ilustra en
el panel C de la figura 2.20, los valores de distancia exhiben una distribuciéon mas amplia. En
otras palabras, durante la simulacion, los residuos E204 en ECL2 y R420 en la posicion 7.32
exploran diversas conformaciones, resultando en la ruptura intermitente del puente salino en
lapsos cortos de tiempo.

De igual modo, el puente i6nico de la region intracelular se rompe, como se ilustra en el panel
D de la figura 2.20, las observaciones anteriores sugieren que el receptor explora

conformaciones asociadas a estados activos de los GPCRs.
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De manera interesante, reportes experimentales han mostrado que el bucle extracelular 3
(ECL3) juega un papel importante en la interaccion del receptor axaAR con oligdmeros del
péptido P amiloide. Ain mas, el mismo reporte indica que los oligdmeros del péptido P
amiloide activan al receptor acaAR en ausencia de ligantes agonistas, que ocasionaria una
desregulacion de la via de sefializacion asociada a este receptor.?! Dicha observacion
experimental sustenta la informacion capturada mediante simulaciones de dindmica molecular

utilizada en el presente.

2.4 Conclusion

Conocer las interacciones a nivel molecular de los oligomeros del péptido B amiloide
con receptores sinapticos, estableceran las bases para eventualmente prevenir los efectos
neurotdxicos de los ABOs.

Las simulaciones atomisticas de dinamica molecular nos proporcionaron informacion
relevante del tetramero del péptido B amiloide, donde se observo que la estructura terciaria
sufre cambios significativos relativos a la estructura inicial, pero se estabiliza en condiciones
fisiologicas. En contraste, la caracterizacion de estas entidades utilizando métodos
experimentales sigue siendo sumamente complicada.

Por otro lado, pudimos capturar informacion significativa del modo de interaccion del APt1-42
y el receptor nicotinico de acetilcolina a7, que sugiere una posible competencia por el bolsillo
de union al ligante impidiendo el acceso a ligantes nativos del a7 nAChR. Ademas, pudimos
comparar la informacion estructural del a7 nAChR recientemente descubierta con el modelo
utilizado en el presente trabajo. Observamos que el APtl-42 explora una posicion semejante a
la reportada en un complejo con a-bungarotoxina, ademas que el tetramero interacciona con
residuos situados en el segmento 12-28 que resalta con reportes experimentales asociados a la
toxicidad del ABtl-42.

De manera similar, la informacidon que se obtuvo en la formaciéon del complejo del receptor
adrenérgico o2a con el APtl-42 sugiere que el tetramero ocasiona que el receptor explore
conformaciones activas, lo que puede desencadenar alteraciones asociadas a la enfermedad de

Alzheimer debidas a una desregulacion de la via de sefializacion del receptor adrenérgico aza.
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Los resultados obtenidos pueden ser fundamentales para avanzar en la comprension de la
enfermedad de Alzheimer. A pesar de que ain queda un largo camino por recorrer, se espera

que estos hallazgos contribuyan significativamente al desarrollo de posibles terapias.
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Capitulo 3

3. La enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) al igual que otras enfermedades neurodegenerativas
se caracteriza por el deterioro de las células nerviosas y por la progresion de sus sintomas con
el paso del tiempo. '3
Dicha enfermedad es la segunda enfermedad neurodegenerativa méas comun y sus sintomas
causan tanto alteraciones en las capacidades motoras como alteraciones mentales que se
reflejan en trastornos de movimiento, de suefio, dolor y otros padecimientos; dichos
padecimientos son causados por una desregulacion en las vias de dopamina.> 3
En México no existen cifras exactas de la cantidad de personas que padecen la enfermedad de
Parkinson, sin embargo, se estima que a nivel mundial mas de 10 millones de personas la
padecen.’

Por otro lado, la enfermedad de Parkinson actualmente no tiene cura, esto se debe a que la
causa de la EP sigue siendo desconocida, no obstante, a diferencia de otras enfermedades
neurodegenerativas, la EP tiene tratamientos que ayudan a reducir algunos sintomas.

El tratamiento habitual se basa en la administracion del farmaco levodopa (L-DOPA), un
compuesto que es precursor del neurotransmisor dopamina, sin embargo, el tratamiento a largo
plazo tiene efectos secundarios, asi como una disminucion de su eficiencia.’” °® Una terapia
alternativa reciente consiste en la implantacion de un dispositivo de estimulacion profunda que
se ha probado en el nticleo subtalamico (NST) y el globo palido interno (GPi) con excelentes
resultados. No obstante, los beneficios duran un corto periodo de tiempo (aprox. 5 afios) y no
todas las personas que padecen EP son candidatas para recibir la terapia.’

Por lo cual, se necesita de tratamientos mas eficaces que reduzcan los riesgos y los efectos

secundarios. Una propuesta prometedora es el uso de neuromoduladores del sistema

31



LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

endocannabinoide (SEC), ya que participan en la neurorregulacion fisioldgica de los ganglios,
ayudando a controlar el movimiento.>-%3

Considerando la diversidad de funciones celulares asociadas al SEC, las biomoléculas que
forman este sistema se convierten en dianas farmacoldgicas atractivas. El sistema
endocannabinoide comprende varias entidades celulares, incluidos los endocannabinoides
(compuestos endogenos que modulan el sistema de sefializacion) asi como varias
biomacromoléculas, es decir, receptores y enzimas. Ademds de las enzimas que sintetizan y
descomponen a los endocannabinoides, varios receptores constituyen el sistema
endocannabinoide, incluidos dos receptores acoplados a proteinas G, los receptores
cannabinoides de tipo 1 (CB1) y de tipo 2 (CB2).%%% Ademas de CB1 y CB2, se ha propuesto
que otros receptores participan como mediadores de los efectos de los ligantes cannabinoides,
incluido el receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55).+¢7 Entre los ligantes capaces de
modular a los receptores cannabinoides, los presentes en la planta Cannabis sativa interesan
no solo por su papel como agentes terapéuticos y por su creciente uso recreativo, sino que su

sobreuso puede plantear un problema de salud publica.®® ¢

3.1 El cannabidiol (CBD) en la enfermedad de
Parkinson

El cannabidiol (CBD) es el principal fitocannabinoide no psicoactivo presente en la
planta Cannabis sativa. En particular, CBD ha mostrado tener diversos efectos farmacoldgicos
benéficos en el tratamiento de varios trastornos neurolégicos, como la epilepsia, la enfermedad
de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.”-7°
El CBD modula diferentes receptores del sistema endocannabinoide, algunos de los cuales
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Aunque el CBD puede
antagonizar algunos GPCR del sistema endocannabinoide, también parece activar otros.”®
Sin embargo, aun se desconocen los detalles de esta doble caracteristica funcional contrastada
por parte del CBD, es decir, que dicho compuesto presenta propiedades de ligante antagonista
posiblemente) agonista en receptores relacionados.”’-3?

Algunas investigaciones han tenido resultados prometedores en el uso de CBD como

tratamiento de los sintomas de la enfermedad de Parkinson,’ #-%7 por ejemplo, en 2008 Zuardi,
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A. et al. investigaron los efectos del CBD en un grupo de pacientes con la enfermedad de
Parkinson y se observd que existia una mejora significativa en la calidad de vida y en la
reduccion de los sintomas de los pacientes que consumieron CBD.?* En el 2014 Chagas, M.H.
et al. y en el 2020 dos Santos, R.G. et al. realizaron estudios en ensayos clinicos y de
metaandlisis respectivamente, donde concluyeron que el uso de CBD tiene efectos positivos en
los sintomas motores y en la calidad de suefio asociados a la EP.8% 83

Por otra parte, en el 2022 Patricio F. et al. realizaron estudios en modelos animales,
particularmente para estudiar los efectos que tiene el compuesto CBD sobre el receptor GPRS5S5,
observando que la administracion de cannabinoides disminuye la asimetria motora y mejora la
motricidad fina en ratas hemiparkinsonianas.®®

Motivados por el creciente estudio del fitocannabinoide CBD, en este trabajo se presentan
detalles del analisis computacional de las consecuencias de la actividad diferencial del
cannabidiol con dos receptores acoplados a proteinas G activados por compuestos

endocannabinoides.*¢

3.2 Métodos

En esta seccion se tratan los detalles de los complejos CB1/CBD, CB1/AM251,
GPR55/CBD y GPR55/ML186.

3.2.1 Estructuras de CB1 y GPRSS para Rattus norvegicus

No solo se eligié utilizar los modelos de las estructuras de los receptores de Rattus
norvegicus para correlacionar de mejor forma nuestros hallazgos con los resultados
experimentales de modelos animales sino también por la alta similitud que tienen las
secuencias con Homo sapiens, la cual es de aproximadamente del 97% para CBI y de
alrededor del 74% de identidad para el GPRS5S5 (Figura D.3).

Como en este caso no existe ninguna informacion estructural experimental disponible de los
receptores de interés para la especie Rattus norvegicus (RN) se tuvo que recurrir a la técnica
de modelado por homologia para tener una estructura terciaria tanto de CB1 como de

GPR55.38
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En primer lugar, se realiz6 el modelo del CB1, donde se emplearon diferentes plantillas para
cada estado funcional del receptor. En el caso del CB1 que forma el complejo con CBD
(tentativo agonista) se usd la informacion contenida en el PDB con el codigo SXRA (un
receptor CB1 humano unido a un ligante agonista). Por otro lado, el CB1 que forma el
complejo con AM251 (antagonista) se utilizaron dos plantillas del receptor CB1 humano
unido a un antagonista (c6digos de PDB: 5U09 y STGZ).

En ambos casos se obtuvieron 100 modelos de CB1 de R. N., las estructuras fueron disefiadas
a través de modelado por homologia con el protocolo de Modeller 9.23.3% 3

Se utilizaron las secuencias del receptor CB1 de humano y de rata que se obtuvieron de
UNIPROT con los cédigos P21554 y P20272, respectivamente. Basados en consideraciones
energéticas de la funcion de puntuacion de Modeller, se selecciond una estructura del CB1
representativa en cada caso para posteriores analisis.*

Por otra parte, para realizar el modelo de GPR55 de rata se hizo una busqueda en el servidor
de Swiss-model para identificar posibles plantillas, debido a que experimentalmente no se ha
determinado informacion estructural del GPR55 de ninguna especie.®

La plantilla que se seleccionod fue del receptor del acido lisofosfatidico 6 (LPA6) el cual tiene
una identidad aproximadamente del 30% con el GPRS5S5, la informacion estructural se
encuentra en el PDB 5XSZ. Las secuencias que se utilizaron para la plantilla y el GPR55 estan
contenidas en la base de datos de UNIPROT con los codigos Q08BG4 y FIMAKA4,

respectivamente  (Figura D.4).40

El protocolo utilizado para generar los modelos
tridimensionales del GPR55 de rata fue basado en Modeller 9.23, donde se generaron 100
modelos de GPR55 y se seleccion6 una estructura representativa basada en la funcion de

puntuacion del programa.®® ¥

3.2.2 Formacion del complejo receptor/ligante

En esta parte del trabajo se explica como se formaron los complejos del CB1 y GPRS55
con sus ligantes respectivos (Figura D.5).
Para predecir una posible pose del ligante CBD con la estructura del CBI, se realizaron
estudios de acoplamiento molecular utilizando el protocolo de Autodock Vina.”

Adicionalmente de las consideraciones energéticas de la funcion de puntuacion del programa,
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se usd como guia la estructura del complejo AM11542/CB1 (PDB: 5XRA). La estructura del
complejo AM11542/CB1 se seleccion6 por la similitud estructural del ligante AM11547 con
CBD. Finalmente, se seleccion6 una pose del complejo CBD/CBI.

Por otra parte, de forma similar a lo mencionado anteriormente se selecciond la mejor pose
para la formacion del complejo AM251/CB1 basada en el protocolo de Autodock Vina y la
comparacion con la estructura del complejo AM6538/CB1 (PDB: 5TGZ).”°

Para el receptor GPR55 se realizaron calculos de acoplamiento molecular utilizando el
protocolo de Autodock Vina, con el fin de explorar las mejores poses, tanto para el CBD como
para el ML186. Finalmente se selecciond una pose para los complejos CBD/CBI vy

ML186/CBI.

3.2.3 Simulaciones atomisticas de dinamica molecular

Se realizaron simulaciones atomisticas de dinamica molecular donde todos los atomos
estdn presentes para cada complejo. La preparacion general es similar a la descrita en el
Apéndice B y con mas detalle en la seccion B.1. En resumen, utilizando la informacion
estructural de los céalculos de acoplamiento molecular como la estructura inicial del complejo
(Figuras C.7 y C.8), se incluyen los atomos de hidrégeno que representan los estados de
protonacion mds probables en cada aminoacido a un pH neutro. Los complejos proteicos
fueron embebidos en una membrana de POPC e hidratados con moléculas de agua, donde se
incluyeron iones sodio y cloro para obtener una concentracion salina fisiologica (0.15 M), 4446
Se realizaron pasos de preparacion que incluyeron la imposicion de restricciones de fuerza
estructural para evitar una conformacién no realista del sistema al inicio de la simulacion.
Posteriormente, se realizaron las simulaciones de dindmica molecular sin sesgo/imparciales

durante un microsegundo (1000 ns) a una temperatura de 37 °C y 1 atmdsfera de presion. 446

91, 92

Ademas, para identificar la posicion de cada residuo en la estructura del receptor, se utilizé la

numeracion de Ballesteros-Weinstein como superindice.*’
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3.3 Resultados y discusion

Los resultados provenientes de las simulaciones atomisticas de dinamica molecular
proporcionaron elementos detallados de la unién al ligante en los sistemas proteicos
(CBD/CB1, MLI186/GPR55, CBD/GPR55 y AM251/CB1). Asimismo, los resultados
proporcionaron informacion sobre las consecuencias conformacionales correspondientes.
Como se describid en la seccién de métodos, el modelo inicial del CBD/GPRS55 se obtuvo a
partir del célculo de acoplamiento molecular y el modelo estructural del GPR55 fue resuelto
por medio de modelado por homologia, el método es descrito en la seccion B.2.

La estructura inicial se puede observar en la figura C.7. Dicha estructura se utilizd6 como punto
de partida para investigar el complejo CBD/GPR55 mediante simulaciones atomisticas de
dindmica molecular en un ambiente fisioldgico que incluye a la bicapa lipidica.

En la figura 3.1 se muestra la estructura representativa del final de la simulacion del complejo
después de 1.0 us, donde las interacciones que estabilizan la pose molecular del CBD son
ilustradas.

La pose molecular del CBD en el sitio de union al ligante del GPRSS5 es localizada en la
vecindad de las hélices transmembranales TM2 y la TM3 cerca del puente de disulfuro
altamente conservado y que en este sistema esta formado por C94%23 y C168FCL2, En particular,
la region del anillo terpenoide del CBD se inserta entre la TM2 y la TM3 como se observa en
la figura 3.1.B. En dicha posicién el ligante CBD esta rodeado por dos residuos cargados, la
K792y el E9832°. En particular, el CBD forma interacciones de caracter polar con la cadena

lateral del E98%%° por medio de un grupo hidroxilo (OH) de su estructura quimica.
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Figura 3.1 Pose representativa de las simulaciones MD del complejo CBD/GPRSS. A) Vista lateral del complejo
CBD /GPRSS. Posicion del CBD en la cavidad del sitio union al ligante. B) Vista extracelular del complejo
CBD/GPRS55, donde se observa que la fraccion de dos anillos del CBD se inserta entre las hélices TM2 y TM3,
donde también se encuentra rodeado por los residuos cargados, K792%° y E9832°. Mientras que el primer residuo
interactia a través de su region alifatica de su cadena lateral, el segundo forma interacciones con un grupo
hidroxilo (OH) del CBD (linea discontinua color cian). Se indican los residuos que forman el sitio de union al
CBD en el GPR55. C) Grafico de la evolucion temporal de la distancia entre el residuo 4cido E983?° y uno de los
grupos hidroxilo (OH) del CBD.

La evolucion temporal de la distancia entre el E98*% y el hidroxilo del CBD se muestra en la
figura 3.1.C. Ademas, se observo que el residuo K79% interactia con el CBD por medio de la
parte alifatica de su cadena lateral. Los residuos que delimitan el sitio de union al ligante del
CBD son indicados en la figura 3.1.B.

Por otra parte, para contrastar las observaciones anteriores, se explord la interaccion del
GPRSS5 con el agonista selectivo conocido como ML186. De la misma manera que el caso
anterior, se ilustra una estructura representativa del complejo (ML186/GPRS5S5) al final de la
simulacion de dinamica molecular después de realizar una trayectoria de 1.0 ps de tiempo

(Figura 3.2).
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Figura 3.2 Pose representativa de las simulaciones MD del complejo ML186/GPR55. A) Vista lateral del
complejo ML186/GPRS55. Posicion del ML186 en la cavidad del sitio unidn al ligante. B) Vista extracelular del
complejo ML186/GPRSS5, donde se observa que la interaccion del ligante con las hélices TM3, TM6 y TM7. Tres
residuos aromaticos rodean al ligante ML186. F102333 se sitfia a lo largo del eje principal de los ligantes donde
establece interacciones de caracter aromatico son la region altamente deslocalizada del ligante. En cuanto a los
residuos F239%4% y Y106%37, formaron la parte inferior del sitio de union al agonista. Obsérvese que la posicion
6.48 ("toggle switch") esta implicada en la activacion de los GPCRs de clase A. Por tltimo, el grupo SO del
ligante establece interacciones polares alrededor del residuo Q249.

En contraste con la posicion del ligante CBD en el sitio de union del GPRS5S5, el ML186 se
posiciona en la proximidad de las hélices transmembranales TM3, TM6 y TM7. Ademas, el

ligante ML 186 se sitiia en una posicion mas profunda en la region TM del bolsillo de union.

El sitio de unién del agonista selectivo estd parcialmente formado por tres residuos aromaticos
voluminosos, el F102333, Y106337 y F239648,

La interaccion del residuo F102333 con el ligante ocurre en la region electrénica altamente
deslocalizada (aromatica) de la molécula del ML 186, la cual establece la estabilizacion del eje
principal del ligante (Figura 3.2.C). Asimismo, los residuos Y106337 y F239%48 forman la
region de interaccion mas baja del sitio de union al ligante. En particular la posicion 6.48
conocida como “toggle switch” esta asociada a la activacion de los GPCRs de la clase A (los

detalles estan mas adelante).
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Adicionalmente, el grupo sulfonilo (>SO) del ligante forma interacciones polares con el
residuo Q249438 en la parte extracelular de la hélice transmembranal TM6.

En los GPCRs, particularmente en la clase A, se han identificado motivos estructurales
concretos asociados con la activacion del receptor. Asi, para comprender mejor las
consecuencias estructurales del CBD en las conformaciones del receptor se exploro el
comportamiento conformacional de dichos motivos estructurales.

Para el caso del “toggle switch”, normalmente situado en la posicion 6.48, suele presentar el
residuo aromatico triptéfano WO*. Durante la activacion del receptor se produce una
reorganizacion de la cadena lateral del residuo en esta posicion, que al parecer propaga
cambios conformacionales hacia la region intracelular.’® Particularmente, en la posicion 6.48
el receptor GPR55 contiene otro residuo aromatico, F239648,

En consecuencia, se analizaron las conformaciones de este residuo en el receptor GPR55 en la
union con los ligantes CBD y ML186. Se exploran los estados rotaméricos del residuo F239%48
(Figura 3.3), donde se observa que los valores del angulo diedro definido por los atomos N-
CA-CB-CQG, en el caso del complejo CBD/GPRS55, muestran una distribucion unimodal, es
decir, que la distribucion de los valores explorados por el receptor a lo largo de la trayectoria
simulada principalmente se localiza alrededor de 280° a 320°. Contrario al caso del complejo
ML186/GPR55 (GPR5S5 unido a un agonista), donde la presencia del ligante provoca un
cambio en la posicion del residuo F239%4% explorando una distribucién bimodal del mismo
angulo diedro N-CA-CB-CG. Este comportamiento en la distribucion de los valores del
angulo N-CA-CB-CG puede atribuirse a la fraccion de anillos fusionados que contiene el
grupo tiofeno del agonista ML186, la cual contacta directamente con la cadena lateral del
residuo F239548,

La evidencia experimental sugiere que el comportamiento conformacional mas dindmico y
heterogéneo se atribuye a la union de un ligante agonista.’® ** Dichos resultados concuerdan
con el consenso actual de que el compuesto CBD es un antagonista de receptor GPRSS,

mientras que el ML186 presenta una funcion agonista en el receptor GPR55.64 6395
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Figura 3.3 Cambios conformacionales en el “toggle switch” diferenciando el complejo de GPR55 unido a un
ligante agonista o antagonista. A) Distribuciones del angulo diedro N-CA-CB-CG del residuo F239%8 en los
complejos del CBD/GPRS5 y ML186/GPR55. La posicion 6.48 se conoce como el “toggle switch” y se ha
implicado en la activacion de los GPCRs. En el caso del GPRSS, la posicion 6.48 contiene un residuo de
fenilalanina. B) Estructuras finales superpuestas de las simulaciones del CBD/GPR55 y ML186/GPR55. Se
ilustra la diferente posicion del residuo F239%4 en los dos sistemas (flecha color azul). La posicion molecular
mas profunda del agonista selectivo ML186 (verde) puede ser responsable de la diferente posicion de la cadena
lateral F239%48, C) Otro residuo que parece desempefiar un papel en los cambios rotaméricos del F239%4® es el
F239%4 que también muestra una distribucion de angulos diedros distintiva.

Ademas, los cambios en la posicion 6.48 con residuos localizados en las hélices TM3 y TM6
se han sugerido que ocurren en la activacion de los GPCRs.>® 6 Las simulaciones realizadas
sugieren que los cambios del residuo F239%43 estan asociados estrechamente con dos residuos
aromaticos, Y1067y F235644,

El analisis equivalente del 4ngulo diedro (N-CA-CB-CG) de Y106*% indica un cambio en el
estado rotamérico explorado por dicho residuo. Mientras que en el sistema CBD/GPRS5S, que
muestra la distribucion unimodal del F239%4, el angulo diedro (N-CA-CB-CD) de Y 10637
también indica una distribucion con un solo pico (Figura 3.3.A). El comportamiento mas
dindmico de F239%*, observado en la presencia del ligante agonista ML186, provoca cambios
significativos en la distribucion de los estados rotaméricos que explora el residuo Y1067 en
la TM3 (Figura 3.3.B). Por altimo, los cambios en el “foggle switch” de GPR55 hacen que
F235%4 siga una tendencia similar, es decir, el CBD/GPR55 muestra una distribucion
unimodal del angulo diedro definido por los 4&tomos N-CA-CB-CG mientras que el complejo

ML186/GPRS55 muestra una distribucion mas heterogénea (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Distribucion de los estados rotaméricos de F235%* en ambos complejos GPR55.
Distribuciones del angulo diedro N-CA-CB-CD del residuo F235%* en los complejos CBD/GPRS55 y
ML186/GPRS55.

La respuesta conformacional significativa del receptor GPR55 a la presencia del antagonista
CBD y del agonista ML186 en motivos estructurales conocidos por desempefiar un papel en la
activacion del receptor, parece estar en buen acuerdo con la evidencia experimental vinculada
a estos dos ligantes. %% 6395, 97-101

Adicionalmente, a los residuos que forman el "toggle switch” antes mencionado, otra
caracteristica estructural distintiva de la activacion de los GPCRs de clase A es la presencia de
una interaccion intracelular carga-carga, llamado candado ionico, formado por los residuos
R33% y D/E®3 .3 Durante la activacion, este bloqueo i6nico debe romperse para que sea posible
un desplazamiento de TM6 hacia el exterior, el cual es necesario para la interaccion con la
respectiva proteina G. En el caso de GPR55 hay un residuo de arginina en la posicion 3.50
(R119339%), pero no hay ningtn residuo acido en la posicion 6.30.°° Sin embargo, para tener
una idea del desplazamiento relativo del segmento intracelular del TM6 desde el TM3, se
calculd la distancia entre los atomos CA de R119%%y 1228637, Se eligi6 la posicion 6.37 ya
que su atomo CA estd en el mismo plano que el atomo CA de la posicion 3.50. Como se
observa en la figura 3.5 la distancia entre R119%y 1228537 en el receptor unido al antagonista
apenas se muestran valores superiores de 9 A. En cambio, el receptor unido al agonista, la
mayor parte del tiempo supera los valores de 9 A, incluso alcanzando valores de 11 A de

distancia.
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Figura 3.5 Los cambios de conformacion alrededor del residuo intracelular conservado R3.50 distinguen los
complejos GPRSS unidos a antagonistas de los unidos al agonistas. Esta interaccion electrostatica se mantiene en
el primero, mientras que en el segundo se interrumpe con frecuencia. Se muestran estructuras representativas de

los complejos A) CBD/GPR55 y B) ML186/GPRS5S, donde las dos distancias se ilustran como lineas cian.

C) Evolucion temporal de la distancia R1193% (CA)-1228%37 (CA) para los sistemas GPR55 unido a antagonista
(izquierda) y unido al agonista (derecha). La linea continua a 9 A se traza como guia. D) Evolucion temporal de
la distancia R119%%° (CZ)-E2947% (CD) para los complejos GPR55 unido a antagonista (izquierda) y unido al
agonista (derecha).

Los célculos revelan que R119°%° forma una interaccion de puente salino con el residuo
E2977%, localizado en la hélice TM7. Como muestra de esta interaccion, en la figura 3.5 se
muestra la evolucion temporal de la distancia R119%% (CZ)-E29473° (CD). En el complejo
CBD/GPRS55, la interaccion de puente-salino permanece estable durante toda la simulacion;
pero, en el caso del sistema MLI186/GPRS55, se suele romper esta interaccion muy
frecuentemente. Una vez mas, los resultados computacionales capturaron conformaciones
distintivas adoptadas por el receptor en presencia de diferentes ligantes, ya sean antagonistas o
agonistas (Figura 3.5).

Por lo tanto, en el caso del GPRS5S5, las consecuencias estructurales de la presencia de CBD
sugieren que el ligante estabiliza las conformaciones inactivas del receptor, lo que concuerda

con la actividad antagonista sugerida del CBD sobre el GPR55.%% 65 9 Por otra parte, la
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presencia del agonista selectivo ML186 favorece los cambios estructurales relacionados con
las conformaciones enlazadas a un agonista del GPCR, de nuevo, en buena concordancia con
las propiedades funcionales del ligante.”’-1%!

Como los enfoques computacionales pudieron distinguir las consecuencias conformacionales
de cada ligante, ya sea agonista o antagonista, para el receptor GPR55, se decidio aplicar un
enfoque similar para dilucidar la actividad funcional atin no esclarecida del CBD sobre el
arquetipico receptor a cannabinoides CBI1.

2 incluida la

Basado en la similitud estructural del CBD con otros ligantes cannabinoides, !
estructura del fitocannabinoide delta-9-tetrahidrocannabinol, A9-THC, que presenta un
agonismo parcial en el receptor CB1, se decidié seleccionar poses moleculares a partir de
calculos de acoplamiento molecular que sitian al CBD en el sitio de union ortostérico del
CB1.103, 105

Como se describié en la seccion de métodos, el modelo inicial del CBD/CB1 se obtuvo a
partir de aproximaciones de acoplamiento molecular (Figura C.8). Ademas, se utilizd6 como
referencia la informacion de la estructura cristalizada del receptor CB1 en complejo con un
ligante agonista (PDB: 5XRA).

El sistema CBD/CB1 se estudi6 mediante simulaciones de dinamica molecular sin
sesgo/imparciales utilizando protocolos descritos previamente para proteinas de
transmembrana (véase seccion de métodos y para mas detalle en Apéndice B). La figura 3.6

muestra la estructura final representativa de ambos complejos CBD en las etapas finales de la

simulacion de 1.0 pus. También se indican los residuos que delimitan el sitio de union al CBD.
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Figura 3.6 Poses representativas de las simulaciones MD de los complejos CB1. A) Vista lateral de las
estructuras superpuestas de los complejos CBD/CB1 y AM251/CB1. B) Vista extracelular del complejo
CBD/CBI, donde se aprecia la interaccion de los anillos aromaticos del CBD y la cadena lateral del residuo
F269ECL2, Se forma una interaccion polar mediada por agua de uno de los grupos hidroxilo (OH) del CBD con la
cadena lateral del residuo S38473°. El recuadro de la izquierda muestra la interaccion aromética con la cadena
lateral del residuo F2695C12 y con la cadena lateral de F38073% El recuadro de la derecha muestra con mas detalle
la molécula de agua que media en la interaccion del CBD con el residuo S38473. Se ha demostrado que la
mutacion de estos dos residuos en TM7 reduce la potencia agonista de los ligantes cannabinoides. C) Vista
extracelular del complejo AM251/CB1. D) Graficos de evolucion temporal de la distancia entre uno de los
grupos hidroxilo (OH) del CBD y el grupo hidroxilo de S38473° y la distancia anillo-anillo entre el anillo
aromatico del CBD y la cadena lateral del residuo F269F¢12,

En el caso del CBD/CBI, se indican las principales interacciones que estabilizan el ligante en
el sitio de union ortostérico de CB1. En la figura 3.6 se indica la evolucion temporal de la
distancia que representa dos de las principales interacciones. Como se ha observado, la mayor
parte de las interacciones son de carécter alifatico, destacando interacciones aromaticas entre
el anillo aromatico del CBD vy la cadena lateral del residuo F269ECL? situado en el bucle
extracelular 2 (recuadro derecho de la figura 3.6 B) y la cadena lateral del residuo F38073 en
TM7 (recuadro izquierdo de la figura 3.6 B). La importancia de esta ultima interaccion se ha
documentado para agonistas de CB1, donde se ha demostrado que la mutacién por alanina
reduce la potencia del ligante agonista.!??

Curiosamente, la cola alquilica del CBD contacta directamente con la cadena lateral
voluminosa del residuo W280>4 en TMS5. Por tltimo, uno de los grupos OH del CBD forma
una interaccion polar, a veces mediada por una molécula de agua, con el residuo S3847%

(recuadros de la figura 3.6 B). Cabe destacar que la presencia de este residuo polar, S3847-%,
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es relevante en la interaccion de CBI con agonistas de tipo cannabinoide, ya que la
eliminacion del grupo hidroxilo (mutacidn por alanina) redujo la potencia de estos ligantes.

Para observar las consecuencias del ligante CBD en receptor CBI1, primero se analizo la
conformacion de dos residuos hidrofébicos voluminosos que se han relacionado con la
actividad del CB1 (F20133¢ y W35764%), Estos residuos se les denominan “twin toggle switch”,
ya que el cambio conformacional en su estado rotamérico se ha propuesto como esencial para
la activacion del receptor CBI1.!92 La distribucion de los valores de los angulos diedros
formados por los atomos (N-CA-CB-CGQG) de cada residuo se presentan en la figura 3.7, donde
se puede observar que en presencia de CBD, el residuo F2013-¢ explora dos valores distintivos
(distribucion bimodal). El primer pico de la distribucion se superpone con el valor observado
en la estructura de CB1 enlazada a un ligante antagonista [STGZ.pdb; F3.36 (N-CA-CB-CG)
angulo diedro de 182.18°,!% etiqueta magenta en la figura 3.7 A], mientras que el segundo
pico de distribucion se superpone con el valor observado en el receptor CB1 unido a un ligante
agonista [SXRA.pdb; F3.36 (N-CA-CB-CG) angulo diedro de 280.59°,'%? etiqueta azul en la
figura 3.7 A]. Es decir, en presencia del ligante CBD, el estado rotamérico del F20133¢
muestra un comportamiento dindmico y explora valores que se observan no solamente en
estados inactivos del receptor, sino también en estados del sistema enlazados a un agonista.
Para poner los resultados en contexto, se estudio un complejo de CB1 con un conocido
antagonista de CBI1, el ligante AM251, mediante simulaciones atomisticas de dinamica
molecular. Para el caso del antagonista AM251 se observd unicamente una conformacion
(distribucion unimodal) que se superpone con el receptor CB1 unido al antagonista. Esta
conformacion particular del F3.36 se ha asociado con el estado inactivo del receptor. Ademas,
en presencia del CBD, el residuo W357%% también explora dos conformaciones distintas
(distribucidon bimodal) aunque el primer pico apenas es explorado por el sistema. Una vez mas,

en presencia del antagonista AM251, solo se observd una conformacion.
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Figura 3.7 Cambios de conformacion en los residuos F20133¢ y W35764% muestran diferentes distribuciones en
los complejos CBD/CB1 y AM251/CB1. A) Distribuciones del angulo diedro N-CA-CB-CD del residuo F20133¢
en los complejos CBD/CB1 y AM231/CBI1. Los valores indicados en magenta corresponden a la estructura CB1
unida al antagonista (5TGZ.pdb) mientras que los coloreados en azul corresponden a la estructura CB1 unida al

agonista CB1 (5XRA.pdb). Como se observa, sélo el complejo con CBD explora las conformaciones del “twin

toggle switch” asociado con la estructura CB1 unida al agonista. B) Estructuras finales superpuestas de los
complejos CBD/CB1 y AM251/CB1. Los diferentes estados rotaméricos de los residuos F23933¢, W357648y

W280>% en los dos complejos CB1. Como se indica en el texto principal y en la figura 3.6, la cola alquilica del
CBD contacta directamente con la cadena lateral voluminosa del residuo W280>4. C) Distribuciones del angulo

diedro N-CA-CB-CD del residuo W357%* en los complejos CBD/CB1 y AM251/CB1. F20133¢ y W357548 se
conocen como el “twin toggle switch”.

Por ultimo, esta diferencia conformacional en los residuos que constituyen el “fwin toggle
switch” esta relacionada con los estados rotaméricos explorados por el residuo voluminoso
W280°3°, Como se observa en la figura 3.6B, la cola alquilica del CBD entra en contacto con
la cadena lateral de W280°%, lo que podria facilitar los cambios identificados en el interruptor
de doble palanca. Por lo tanto, la presencia de CBD hace que el receptor adopte
conformaciones similares a las activas (“twin toggle switch”) que se asocian con sistemas
unidos al agonistas. En contraste los resultados de las simulaciones para el complejo
AM251/CB1 indican que las conformaciones adoptadas por el receptor en presencia del
ligante antagonista son asociadas al estado inactivo del receptor CBI1.

De esta manera, los métodos computacionales utilizados en este estudio son capaces de
diferenciar correctamente los cambios estructurales en CB1 modulados por diferentes ligantes,
es decir, CBD y AM251 (un antagonista de CB1). Ademas, los resultados mostrados aqui
sugieren que el ligante CBD puede actuar como un agonista del receptor CB1.

Como se menciond anteriormente, en el caso de GPR55, una caracteristica de la activacion de

los GPCRs es la interaccion polar formada comunmente por dos residuos cargados localizados
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en el la TM3 y la TM6. En el caso de CBI el llamado candado i6nico estd formado por los

residuos R21533% y D33963% (Figura 3.8)
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Figura 3.8 Estructuras representativas de los complejos A) CBD/CB1 y B) AM251/CB1, donde se representa el
candado i6nico con lineas discontinuas color cian. C) Evolucion temporal de la distancia entre R11933(CZ)-
D339%3%(CG) para los sistemas CB1 con CBD (izquierda) y con un antagonista (derecha). La linea discontinua a
4.7 (magenta) y 8.8 A (azul) indican la distancia correspondiente a las estructuras CB1 unida a un antagonista
(5TGZ.pdb) y al agonista (SXRA.pdb), respectivamente. D) Evolucion temporal de la distancia entre
R11933(CA)-D339%3%(CA) para los sistemas CB1 con CBD (izquierda) y con un antagonista (derecha). La
interaccidn electrostatica se ve interrumpida en el primero mientras que en el segundo se forma con mas
frecuencia.

Como se indica en la figura 3.8, a lo largo de la simulacién, se observé la ruptura del candado
ionico, el cual se ha establecido como un prerrequisito para la interaccion de los GPCRs con
su respectiva proteina G.

La distancia entre R215%%(CZ)-D339%3(CG) muestra valores mayores de 8.8 A, que es la
distancia observada en el complejo de CB1 unido a un agonista (AM11542/CB1; PDB:
5XRA). Este resultado indica que en presencia de CBD, el candado i6nico muestra
conformaciones asociadas a los estados unidos a ligantes agonistas. De forma similar, se
analiz6 la misma distancia en el complejo de AM251/CBI1 (sistema enlazado a un antagonista).
Como se observa en la figura 3.8 C, el candado i6nico permanece cerrado, alrededor de 4.5/4.7

A (distancia observada en la estructura de cristalografica de complejos unidos a un antagonista;
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5TGZ/5U09.pdb) y casi nunca explora distancias mayores a los 8.8 A (distancia observada en
la estructura de cristalografica de complejos unidos a un agonista; SXRA). Lo mismo pasa
cuando se analiza la distancia R215%°%(CA)-D339%3%(CA), el comportamiento del complejo
AM251/CB1 muestra el candado i6nico cerrado, al contrario que el complejo CBD/CBI
(Figura 3.8 D).

Por otra parte, analizando los detalles de las simulaciones para describir el enlace a ligante y
las consecuencias estructurales del receptor CB1 se identific6 un sitio de unién a sodio
localizado en la region extracelular (anteriormente se habia reportado un sitio de union en el
dominio transmembranal del receptor).!%6 197

En ambos complejos de CB1, se observa la formacion de dicho sitio formado por residuos
situados en el segmento de TM5, TM6 y el bucle extracelular 2 (D2675C2, E274°%7, y
D367%3%). Como se muestra en la figura 3.9, a lo largo del tiempo de simulacion los residuos
D267ECL2 E274°37 and D367% forman un contacto directo con un ion de sodio formando un
sitio de unidn a sodio en la region extracelular sin importar la caracteristica del ligante. Las
consecuencias funcionales de este sitio deben evaluarse mas a fondo para una posible
explotacion de este sitio alostérico tentativo. Curiosamente, no se observo ningln sitio de

union de sodio en el lado extracelular en el caso del GPRS5S5.
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Figura 3.9 Sitio de unidn a sodio extracelular observado en las ambas simulaciones de dinamica molecular. Vista
extracelular del sitio de union a sodio identificado por medio de las simulaciones de dinamica molecular
imparciales del complejo CBD/CB1 y B) AM251/CB1. C) Mapa de contacto del sodio a lo largo del tiempo de
simulacion, donde se muestra en color negro se indica el contacto con un ion de sodio (definido por una distancia
a4 A o menos de cualquier 4tomo pesado al atomo de sodio), mientras que el blanco indica la ausencia de tal
contacto. Como se muestra, el residuo D367 es el principal responsable de establecer interacciones
electrostaticas con un cation sodio y, para ello, suele utilizar tanto el grupo carboxilato de su cadena lateral como
el grupo carbonilo del esqueleto. La naturaleza 4cida de los residuos en estas posiciones estd conservada en el
receptor CB1 humano (D367%3%, E274%37, y D267%2; residuos de rata con las correspondientes posiciones
humanas, D366%%, E273537 y D266ECL2),

3.4 Conclusion

Una descripcion integral de la funcion de la proteina es fundamental para comprender la
implicacion de estas biomacromoléculas en diferentes actividades celulares. Ademas, discernir
como diferentes entidades bioquimicas, incluidos ligantes exdgenos, iones, péptidos y lipidos,
por mencionar algunos, regulan la funcién de la proteina para modular con precision la
respuesta celular de las proteinas. - 198-112

En este contexto, los métodos computacionales ofrecen herramientas para investigar detalles a

nivel molecular que pueden adaptarse a las necesidades farmacologicas actuales.
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Como anteriormente se discutid las técnicas computacionales fueron capaces de capturar la
informacion necesaria para discernir los efectos de la interaccion del cannabidiol (CBD) en
dos receptores distintos que son activados por endocannabinoides.

Del estudio realizado se provee una fuerte evidencia de que el CBD es capaz de desencadenar
cambios en el receptor CB1 asociados a GPCRs unidos a un agonista. Los detalles del trabajo
sugieren un sitio de unién a sodio desconocido en la region extracelular formado por residuos
de la ECL2, TM5 y TM6.

Nuestros resultados nos dan informacioén importante de la forma en la que interactia el ligante
CBD en presencia de los receptores cannabinoides (de importancia farmacologica en la
implementacion de un medicamento paliativo para la enfermedad de Parkinson).

Por otra parte, los estudios computacionales nos ayudan a allanar el camino hacia el
entendimiento a nivel molecular de las interacciones del CBD en complejos con los receptores
CB1 y GPRS5S. De los resultados se sugiere que el CDB causa conformaciones en CBI
enlazado a receptores GPCR de la clase A unidos a un agonista.

Actualmente, el rol del CBD en el receptor CB1 se mantiene en debate. Se ha sugerido que el
CBD puede activar el receptor o favorecer las conformaciones inactivas del CB1 o incluso
funcionar como modulador alostérico.

Por otro lado, el CBD modula la funcién antagonista en GPR55 que se ha demostrado que, en
modelos animales, es capaz de mejorar las habilidades motoras finas y gruesas en modelos

animales de Parkinson.
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Capitulo 4

4. Comentarios finales

Se cumplido el proposito original del trabajo que fue evidenciar que los métodos
computacionales, particularmente las simulaciones atomisticas de dindmica molecular son
capaces de capturar informacion relevante a nivel atdbmico-molecular en el estudio de sistemas
biomacromoleculares relevantes para enfermedades neurodegenerativas.

Maés aun, la informacion detallada obtenida a partir del uso de diversas técnicas
computacionales es capaz, no solamente de sustentar informacion obtenida mediante técnicas
experimentales, sino que ademas complementa dicha caracterizacion que es fundamental para
tener una informacion integral de sistemas tan complejos como los investigados en este trabajo.
De los diversos sistemas que se estudiaron mediante simulaciones atomisticas de dinamica
molecular, se incluyeron los dos tipos de proteinas mas comunes, proteinas globulares (medio
acuoso) y proteinas transmembranales (embebidas en una membrana lipidica hidratada). La
técnica computacional fue capaz de diferenciar conformaciones asociadas a la actividad o
inactividad de los receptores, independientemente del ligante estudiado. La estrategia
computacional utilizada en este proyecto nos ayudd a explorar problemas particulares en cada
enfermedad. Para el caso de la enfermedad de Alzheimer (EA) se pudo observar el
comportamiento de un oligomero del péptido B amiloide (APOs), donde se explord su
estabilidad estructural en medio acuoso, la cual es particularmente dificil de investigar por
medios experimentales. Ademas, los datos obtenidos en la formacion del complejo con
distintos receptores neuronales nos dan indicios de los modos de interaccion que poseen los
APBOs y establece las bases para desarrollar una posible terapia que inhiba dicha interaccion.
Por otra parte, para la enfermedad de Parkinson (EP) se pudo estudiar el sistema
endocannabinoide como un blanco terapéutico en el uso de tratamientos alternativos para la

disminuciéon de sintomas asociados a la enfermedad, en particular, las posibles caracteristicas
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farmacologicas del cannabidiol (CBD). Asimismo, se propuso un sitio de union a sodio antes
no mencionado para el receptor cannabinoide tipo 1 (CB1), que juega un papel importante en
la actividad del receptor y puede ser utilizado como con fines terapéuticos como un sitio de
modulacion alostérica.

Con todo lo antes mencionado, creemos que el trabajo es enriquecedor y provee informacion
interesante para contribuir al desarrollo de terapias contra las enfermedades

neurodegenerativas.

4.1 Perspectivas

Comprendemos la complejidad de las enfermedades neurodegenerativas, no obstante, los
resultados del presente trabajo nos ayudan a pensar en posibles perspectivas a futuro.

De los resultados de la primera parte del proyecto y con la idea de evaluar los mecanismos de
interaccion aqui propuestos, se podria plantear mutaciones sitio-dirigidas de algunos
aminoacidos del ABO que forman algunas de las interacciones mas importantes tanto con el
receptor a7 nAChR como con el receptor adrenérgico oza. De esta manera se intentaria
disminuir su capacidad de interaccion con dichos receptores neuronales. Por otro lado, en el
contexto de la generacion de una posible terapia molecular que elimine la toxicidad de los
APOs generada por la desregulacion de la funcion de los receptores neuronales antes
mencionados, nuestros resultados sugeririan la identificacion de un segmento peptidico
obtenido a partir de las interacciones principales del ABO con los receptores a7 nAChR y
a2aAR. Es decir, sabiendo las interacciones del sistema APO-a7 nAChR, seria posible en
principio generar un péptido que contenga a los residuos importantes del receptor que
participan en la interaccion con APO y asi establecer un sistema que competiria por ABO
impidiendo su interaccidon con el receptor a7 nAChR; una aproximacion similar ocurriria en el
caso del receptor axaAR.

Para la segunda parte del proyecto se podria estudiar computacionalmente al receptor CB2,

perteneciente al sistema endocannabinoide, y explorar los modos de interaccion del CBD con
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dicho receptor. Por otro lado, se podrian probar mas agonistas/antagonistas de los receptores

CB1, GPR55 y CB2, incluidos aquellos que lo hacen de manera alostérica.
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A. Receptores

Los receptores son proteinas especializadas que pueden interaccionar con moléculas de
senalizacion conocidas como ligantes (péptidos, toxinas, moléculas pequenas, hormonas y mas)
o por medio de estimulos externos (luz, sonido, voltaje).!!3 114
Dicha interaccion puede desencadenar respuestas en las células, ademas, transmitir
informacion mediante la transduccion de sefiales intracelulares y de estimulos externos lo que
se relaciona con procesos fisioldgicos benéficos y perjudiciales para la salud.

Los receptores modulados por ligantes son muy importantes, ya que suelen estudiarse como
dianas farmacologicas.!!'>-117

En particular, son de nuestro interés los situados en las células nerviosas, ya que son de
importancia para comprender mejor los procesos neurologicos y para el desarrollo de terapias
farmacologicas asociadas a enfermedades neurodegenerativas.!-°

En general, los receptores se dividen en diversas familias que comparten caracteristicas entre
si y que a su vez pueden subdividirse.

Para el presente trabajo se estudiaron dos familias de receptores: los receptores acoplados a

roteina G (GPCRs)® '8 119 y Jos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs).!2
p y

A.1 Receptores acoplados a proteina G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) integran una gran familia de
receptores de membrana que responden a diversos estimulos, se estima que hay mas de 800

GPCRs, lo que constituye la familia mas extensa de receptores en el genoma humano. !¢ 117
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Dichos receptores desencadenan diferentes funciones fisiologicas y se dividen en cinco
subfamilias dependiendo de su similitud de secuencia, sus procesos de transduccion similares
y su estructura respecto al representante de cada subfamilia. De esta manera, la familia A
corresponde a los receptores similares a la rodopsina, los B a la secretina, los C a glutamato,
los D a adhesion y los E a frizzled/taste2.

Los GPCRs se caracterizan por poseer una estructura formada por siete dominios
transmembranales (TM1-7) altamente conservados unidos por tres bucles intracelulares (IC1-3)
y tres bucles extracelulares (EC1-3), ademdas de poseer su N terminal (Nter) en el dominio

extracelular y su C terminal (Cter) en el dominio intracelular (Figura A.1).!18 11

Dominio
extracelular

Dominio
transmembranal

Dominio
intracelular

Cter

Figura A.1 Estructura caracteristica de los receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Figura realizada en el
programa Pymol!? e Inkscape!?!, estructura proteica tomada del modelo GPR55.
Otra interesante caracteristica es la forma en la que se pueden enumerar los residuos que
componen a los GPCRs, conocida como numeracion de Ballesteros-Weinstein (B-W).
Debido a su estructura conservada se pueden identificar residuos que se asignan con un
nimero genérico de residuo. Esta numeracion permite identificar de manera mas precisa y
sencilla residuos conservados de interés. La numeracion consiste en dos nimeros, el primero

indica la hélice (1-7) y el segundo la posicion relativa al residuo mas conservado, definido
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como el residuo 50. Por ejemplo, el residuo 3.50 (numeracion de B-W) indica la posicion del
residuo en la transmembrana 3 (TM3) y el residuo més conservado (en el caso de los GPCRs
clase A es una arginina).

Por otro lado, los GPCRs tienen funciones basales que se ven moduladas por ligantes, estos
ligantes pueden ser agonistas (ligantes que incrementan la funcién basal), antagonistas
(ligantes que no modifican la funcidon basal o impiden los cambios conformacionales

asociados al agonismo) y agonistas inversos (ligantes que disminuyen la funcion basal) (véase

Figura A.2). 118119
f—‘ Agonista
Basal Antagonista

Agonista inverso

Actividad

>
-log [1M

Figura A.2 Ejemplo de la farmacocinética de los ligantes unidos a los receptores acoplados a proteina G
(GPCRg).

Para este trabajo se estudiaron los GPCRs de la clase A, particularmente el receptor
cannabinoide de tipo 1 (CB1) y el receptor acoplado a proteina G 55 (GPRS5S5) propuestos
como dianas farmacoldgicas por la interaccion de cannabinoides que se implican en la mejoria
de algunos de los sintomas de la enfermedad de Parkinson.

De la misma manera, se estudid el receptor adrenérgico aza (a2aAR) que muestra afinidad por
oligbmeros del péptido B amiloide asociados a la neurotoxicidad en la enfermedad de

Alzheimer.

A.2 Receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs)

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) son otra gran familia de receptores

presentes en la membrana.
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Los nAChRs, también conocidos como receptores “cys-loop”, son canales idnicos que tiene la
funcién de modular el paso de iones a través de la membrana lipidica y se asocian diversas
actividades segtin su composicion.!?

Su estructura se compone de cinco subunidades con tres dominios (extracelular,
transmembranal e intracelular) (Figura A.3). Ademads, se pueden identificar dos tipos de
receptores dependiendo de sus subunidades, los primeros cuando las cinco subunidades son
iguales (homopentamero) y segundo cuando las subunidades son distintas (heteropentdmero).

Cada tipo de receptor modulara funciones fisioldgicas distintas y se expresard de forma tnica.

Dominio
extracelular

i".

-
Dominio "i
transmembranal g
S
.

Dominio
intracelular

Figura A.3 Estructura caracteristica de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs). Figura realizada en
el programa Pymol'?° ¢ Inkscape'?!, estructura proteica tomada del PDB:5KXI.

De los nAChRs se pueden identificar tres estados conformacionales (abierto, cerrado y
desensibilizado) que explora el receptor dependiendo de la naturaleza del ligante que
interactie con ¢l (Figura A.4).

El estado conformacional abierto permite el flujo de iones a través del canal mediante la
compuerta de activacion. Por el contrario, el estado cerrado bloquea el flujo de iones

manteniendo cerrada la compuerta de activacion del receptor.

57



RECEPTORES

Por otro lado, el estado desensibilizado es una conformaciéon mas compleja donde el receptor

permanece cerrado por la compuerta de desensibilizacion (diferente a la activacion).!??

Abierto

/

Desensibilizado Cerrado

Figura A.4 Esquemas de los estados conformacionales que los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs)
exploran en su activacion y desactivacion. Figura realizada en el programa Inkscape'?!.

Para este trabajo se estudid el receptor nicotinico de acetilcolina a7, un homopentamero
formado por la subunidad a7 que se expresa en las células nerviosas y que tiene afinidad por

los oligobmeros del péptido B amiloide asociados a la neurotoxicidad en la enfermedad de

Alzheimer.
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{Apéndice B

B. Técnicas utilizadas en biofisica
computacional de macromoléculas

Existen diversas técnicas computacionales utilizadas en distintos campos de estudio.
En el caso de la biofisica computacional de macromoléculas se conocen técnicas y métodos
que ayudan a solucionar problemas asociados a sistemas de interés biologico.
Principalmente, se utilizan simulaciones computacionales que permiten estudiar la evolucion
temporal de un conjunto de cuerpos (atomos, moléculas y particulas macroscopicas) que
interactiian entre si, que es conocida como dindmica molecular (DM).
La DM fue empleada por primera vez para estudiar macromoléculas en la década de los 70's
(McCammon, J.A, 1977).'%* Sin embargo, la complejidad del sistema y el escaso poder de
computo de esos afios limitaban mucho el uso de las simulaciones de dindmica molecular.
Actualmente, el poder de computo se ha incrementado exponencialmente lo que ha impulsado
las simulaciones por computadoras.'?*
Las simulaciones computacionales complementan los métodos experimentales, sin embargo,
existen ventajas en contraste con la experimental, destacando el entendimiento a nivel
molecular, la reduccion de costos al no usar modelos animales o cultivos celulares y el anélisis
predictivo con posibles aplicaciones en el estudio de blancos terapéuticos.!?*
Por otro lado, alrededor de las simulaciones de dindmica molecular también existen otras
técnicas computacionales complementarias para resolver problemas previos a su realizacion.
Entre las que se encuentran el modelado por homologia que ayuda a realizar modelos
tridimensionales a partir de una secuencia primaria y una plantilla con informacion
estructural.®® 3 Por otro lado, el acoplamiento molecular ayuda a predecir las poses

preferentes de un ligante en la formacion de un complejo ligante/proteina.®® 125126
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B.1 Fundamentos de las simulaciones de dinamica
molecular

De forma general, las simulaciones de dindmica molecular tienen un protocolo muy
conocido. Las variantes dependen del sistema a estudiar y del software que se utilice para
realizarlas.

En el caso del presente trabajo se utilizan simulaciones atomisticas de dindmica molecular
para sistemas macromoleculares imitando condiciones fisiologicas, es decir, a una atmdsfera
de presion, a una temperatura de 37 °C y una concentracion salina de 0.15 M utilizando el
programa NAMD.'?’

Normalmente, para realizar simulaciones de dindmica molecular se requiere conocer las
fuerzas del sistema y usar un algoritmo numérico para determinar la evolucion de los dtomos
que interactuan entre si con respecto al tiempo, es decir, se resuelven las ecuaciones que
describen el movimiento de cada atomo del sistema.!?8

Cada programa tendra implementados distintos conjuntos de funciones matematicas y
parametros usados para evaluar las fuerzas y el comportamiento de los 4&tomos que interactiian
entre si, independientemente del programa el campo de fuerzas es fundamental para la
técnica.'” Algunos de los campos de fuerza son: GROMOS (Groningen Molecular
Simulation),"® AMBER (4ssisted Model Building and Energy Refinement),"’'! CHARMM
(Chemistry at Harvard Molecular Mechanics),"*> '33 entre otros.

Para ser més especifico, se utilizo el campo de fuerzas de CHARMM en el programa NAMD
(not (just) another molecular dynamics program) paralelizado en gpus (graphics processing
unit) sobre supercomputadoras. 2’ 132 133

Fundamentalmente, en las simulaciones de dinamica molecular se resuelven las ecuaciones de

movimiento de Newton (ec. 1), al aceptar una aproximacion clasica del sistema.'3°

Fi(t,) = mir;(tn), n=0,1,2,... (1)

Donde Fies la fuerza total que actia sobre el i-ésimo 4tomo, " su masa, i la segunda
derivada temporal del vector de posicion y tnel valor del tiempo en el que se encuentra el
sistema.
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Debido a que la fuerza es conservativa, se puede reescribir la ecuacion 1 como:

F = -v;U(R) R=ri,re,.0yry (2)
Donde V: es el gradiente perteneciente al componente espacial i-ésimo y U(ﬁ) es el potencial,

que en el caso de CHARMM el potencial se escribe como en la ecuacion 3.

U(R) = 37 ks (r—rg)? 1 30 KO0, 6y) +

enlaces angulos

Z kdiedral[1 4 cos (ny)](ri — 70)” + Z KiPrOPO (1 — awg )+

diedral impropio
U—B 2 Tij 12 Oij 6 aiq;
D kB (s —u)” + Z Z4fij o R +y 0 ers; (3)
U-B i iF]

Donde las expresiones matematicas de la ecuacion 3 representan los descriptores estructurales

de la interaccion de los a&tomos en nuestro sistema (Figura B.1).

A B
Torsion
¥ . ’V

Angulo Lt o % Enlace

’A Urey-Bradly ‘

Interaccion no enlazante

Angulo diedro

Figura B.1 Esquemas de los descriptores estructurales presentes en el sistema. A) Interacciones enlazantes y no
enlazantes descritas en las ecuaciones del campo de fuerzas CHARMM. B) Esquema del angulo de diedro o de
torsion. Figura realizada en el programa Inkscape'?!.

De la ecuacion 3 y la figura 8 se pueden diferenciar dos tipos de descriptores estructurales, la
primera que corresponde a la interaccion enlazante de nuestro sistema y la segunda la que
corresponde a la no enlazante.

Los primeros cuatro términos de la ecuacion 3 representan las expresiones matematicas que
describen la interaccion enlazante del sistema. De los cuales se observa el primer término que
corresponde al enlace entre dos 4&tomos contiguos y su movimiento es descrito con la ecuacion

de Hook que representa el movimiento de un resorte. El segundo y tercer término
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corresponden a angulos formados por tres y cuatro atomos respectivamente, estos dos
términos ayudan a describir la orientacion y restricciones atomicas. El cuarto término ayuda a
mantener la quiralidad y para mantener la planaridad sobre ciertos &tomos planos.

Por otro lado, los ultimos tres términos de la ecuacion 3 corresponden a las interacciones no
enlazantes, el potencial de CHARMM introduce un término llamado Urey-Bradly que
corresponde a la interaccion no covalente entre dos atomos en la posicion 1-3, de esta manera
aproxima los modos vibracionales para las simulaciones. El pentltimo término corresponde a
la interaccion de Van der Waals descrita por la ecuacion de Lennard-Jones que corresponde a
la interaccion de dos 4tomos no unidos a una determinada distancia y describe las fuerzas
atractivas y repulsivas de dichos atomos. El ultimo término describe las interacciones
electrostaticas calculadas entre pares de dtomos existentes, sin tomar los pares mas proximos,
debido a la minima contribucion que aportan.'3% 133

Para realizar simulaciones de dinamica molecular es necesario realizar tres puntos importantes
donde se integra la informacion antes mencionada.!**

1. El disefio de un estado inicial: Es una parte crucial de la simulacién debido a que la
captura de informacion subsecuente depende en gran medida del punto inicial de los
atomos que componen al sistema. Se crean las condiciones necesarias para nuestro
experimento, es decir, se construyen las configuraciones espaciales y los parametros
topologicos de los componentes de nuestro sistema. De igual modo, se realizan pre-
fases con restricciones que ayudan a minimizar y equilibrar el sistema completo.

2. Las simulaciones de dinamica molecular: Una vez realizado el paso anterior, se
calculan las fuerzas de cada d&tomo mediante un algoritmo para resolver numéricamente
las ecuaciones del campo de fuerzas que rigen el sistema. Los cambios asociados a la
evolucion temporal de los atomos (trayectoria) se registran a lo largo del tiempo de
simulacion.

3. El analisis de datos: En este punto, se realizan diversos analisis para explorar y

analizar la informacién almacenada en las trayectorias.
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B.1.1 Metodologia general

En esta seccion se muestra la metodologia llevada a cabo en el presente trabajo de
investigacion.
Las simulaciones de dindmica molecular de macromoléculas se pude diferenciar en dos casos
generales que dependen del ambiente en el que se encuentra el sistema biologico.
El primer caso es un sistema acuoso, la macromolécula solo estd rodeada de iones y agua (p. €j.
Figura C.1). Para este caso se estudian los comportamientos del tetrdmero del péptido P
amiloide y el sistema constituido por el receptor nicotinico de acetilcolina a7 de la especie
Homo sapiens (07 nAChR).
Por otra parte, el segundo caso es para un sistema embebido en una membrana bilipidica,
ademas de estar rodeado de iones y moléculas de agua (Figura C.2).
En particular, este caso se utiliza en dos situaciones. La primera para estudiar el sistema
endocannabinoide, donde se construyen complejos del receptor cannabinoide tipo 1 de la
especie Rattus norvegicus (CB1) con cannabidiol (CBD), CB1 con un antagonista bien
establecido conocido como AM251, ademés de explorar el novedoso receptor acoplado a
proteina G 55 de la especie Rattus norvegicus (GPR55) con CBD y GPRS55 con un agonista
conocido como ML186.
La segunda situacion fue para estudiar el sistema constituido por el receptor adrenérgico aoa
de la especia Homo sapiens (02aAR) con un tetrdmero del péptido B amiloide (Figura C.5).
Los pasos para realizar las simulaciones de dindmica molecular en cualquiera de los dos casos

se observan en la figura B.2.
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Metodologia
de las simulaciones de dinamica
molecular para sistemas
macromoleculares

¢ Posees la informacién
estructural de tu
macromolécula?

No

Si

Separar la macromolécula en las
cadenas que la componen y
guardalas individualmente en un
archivo pdb
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un ligante y un receptor?
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Crear una caja de moléculas de
agua alrededor del sistema

Neutralizar el sistema
completo con NaCl a 0.15M
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fuerza para minimizar y equilibrar
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(N Iy

Si i
Estado lrnu_lacl nes
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inicial

molecular
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Figura B.2 Diagrama de flujo general para realizar simulaciones de dinamica molecular de macromoléculas.
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B.1.2 Simulaciones de dinamica molecular para sistemas en medio
acuoso

Las simulaciones atomisticas de dindmica molecular se realizaron con el programa
NAMD y con un campo de fuerzas de tipo CHARMM., 27 131, 133
Por otro lado, el otro tipo de sistema tiene la caracteristica de estar solo rodeado de un medio
acuoso (p. ej. Figura C.1), para el caso del estudio del tetramero del péptido B amiloide y para
el complejo ABO/a7 nAChR el protocolo utilizado es el siguiente:
El primer paso es obtener las estructuras que componen al sistema.
Una vez que se tengan las estructuras se procede a realizar scripts en el lenguaje Tool
Command Language (TCL)'* para utilizar el programa Visual Molecular Dynamics (VMD)>°
y crear la topologia de la proteina para cada cadena que compone el sistema. Para ello se
separan en archivos distintos para cada cadena respectivamente y se reconstruyen las
coordenadas y conectividades de cada residuo.
Posteriormente, se hidrata el sistema formando una caja de moléculas de agua (TIP3P)
alrededor de la macromolécula y se ioniza el sistema con iones de cloruro (CI) y de sodio
(Na") a una concentracion de 0.15 M, de esta manera se puede neutralizar el sistema completo.
A continuacion, se realiza una pre dindmica (para minimizar y equilibrar el sistema) se crean
tres fases preliminares que incluyen la presencia de un potencial arménico en los atomos
distintos al hidrogeno.
En la primera fase, las restricciones fuertes fueron impuestas utilizando una constante de
fuerza de 1.0 kcal/mol A% en 300,000 pasos con un tamaifio de paso de 2.0 fs.
En las siguientes dos fases, la magnitud de la constante armonica se reduce, primero a 0.5
kcal/mol A%y finalmente a 0.1 kcal/mol A2, donde se realizan 300,000 pasos con un tamafio de
paso de 2.0 fs para cada fase.
Por ultimo, se realiza la simulacion de dindmica molecular extensa a lo largo de 1000 ns de
tiempo que equivale a realizar 500,000,000 pasos con un tamafo de paso de 2.0 fs.

Posteriormente, se analizan los datos.
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B.1.3 Simulaciones de dinamica molecular para sistemas
embebidos en membranas.

Las simulaciones atomisticas de dindmica molecular se realizaron con el programa
NAMD y con un campo de fuerzas de tipo CHARMM., 27 132,133
Como los sistemas estan compuestos por receptores GPCRs, estos se encuentran embebidos en
la membrana (p. ej. Figura C.2), por lo que es necesario seguir un protocolo particular para
este tipo de sistemas. Como primer paso, es importante tener las estructuras que componen
nuestro sistema, principalmente el receptor y ligante.
Posteriormente, se realiza una serie de scripts en lenguaje Tool Command Language (TCL)'3
para utilizar el programa Visual Molecular Dynamics (VMD)® y crear la topologia de la
proteina.
Donde se reconstruyen las coordenadas y conectividades de cada residuo para el receptor,
ademds de agregar los atomos de hidrogeno representando el estado mas probable de
protonacioén a un pH neutro.
Como el complejo estd embebido en una membrana de fosfolipidos. Se crea una membrana
simétrica de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) mediante el programa VMD,
en particular el subprograma denominado “membrane builder”, después, se traslapa la
membrana con el receptor utilizando scripts en VMD para fusionar estructuras.*-46-°1-92
Por otro lado, se eliminan los lipidos que tengan contacto con los residuos aminoacidicos y a
una distancia aproximada de 0.4 A de la cadena principal del receptor.
A continuacidn, se hidratar el sistema con moléculas de agua (TIP3P) y se ioniza el sistema
con iones cloruro (CI') y sodio (Na") a una concentracion salina fisioldgica de 0.15 M, de esta
manera se neutraliza el sistema completo.
En una pre dindmica (para minimizar y equilibrar el sistema completo) se crean seis fases
preliminares.
En la primera fase, se fija todo el sistema excepto las colas de los lipidos y se realizan 500,000
pasos con un tamafo de paso de 2.0 fs.
En la segunda fase, se fijan los atomos del receptor, se crean restricciones fuertes (de 1.0
kcal/mol A?) para los atomos del lipido que se fijaron en el calculo anterior. Ademas, que se

restringe que las moléculas de agua penetren la membrana y se realizan otros 500,000 pasos.
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En la tercera y cuarta fase, se crean restricciones fuertes para el receptor (de 1.0 kcal/mol A?).
El resto de los atomos son libres de moverse, no obstante, se mantiene la limitacion para las
moléculas de agua solo hasta la tercera fase.

En las dos ultimas fases, la magnitud de la constante armoénica es disminuida, primero a 0.5
kcal/mol A%y por ultimo a 0.1 kcal/mol A2, en cada caso, se realizan 500,000 pasos a 2.0 fs.
Por tultimo, se realizan simulaciones de dinamica molecular extensas a lo largo de 1000 ns de
tiempo que equivale a realizar 500,000,000 pasos con un tamafo de paso de 2.0 fs a una
temperatura y presion constante (37 °C y 1 atm, respectivamente).

Posteriormente, se analizan los datos.

B.2 Modelado por homologia

Otra técnica que se utilizd en el presente trabajo fue modelado por homologia. La
técnica es esencial en la investigacion estructural de proteinas, debido a que se basa en la
prediccion de la estructura tridimensional a partir de una proteina homologa (plantilla) y la
secuencia lineal objetivo. Considerando que proteinas relacionadas evolutivamente conservan
estructuras semejantes.

Para utilizar la técnica es necesario buscar una plantilla (estructura tridimensional determinada
experimentalmente) adecuada, para posteriormente alinear las secuencias de la proteina
objetivo y la secuencia de la plantilla. Cuando se tenga la plantilla tridimensional y la
alineacion de secuencias se usa un programa que ayude a transformar dicha informacion en la

estructura tridimensional deseada (Figura B.3).
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Plantilla

rrrrrrrrrrrrrr DNFKYPLYSHVFSIVFHVGLITNVAAMYTFMCSLKLR- - - -NETTT
YHMNLVVSDLLFVLTLPLRVFYFVQONWPFGSLLCKLSVSLFYTNMYGSTLFLTCISVDR

MSQLDSNNCSFVFVDNLTKTLQLAVHIPTFLLGLVLNLLATRGFGAFLKRRQLEYMATST
YMINLAVFDLLLVLSLPFKMILPQVKSSP-SLVFCTFVECLYFISMYGSVFTICFISLDR

Secuencia objetivo

Figura B.3 Representacion grafica del modelado por homologia

Existen diversos programas y servidores online para realizar el modelado, en particular se

utilizo el protocolo del programa MODELLER para realizar dicha técnica.?% 3% 108

B.3 Acoplamiento molecular

Es una técnica que ayuda a predecir la conformacion espacial y energética mas
favorable en la interaccién entre una molécula (ligante) y una diana bioldgica (receptor)
mediante métodos computacionales. El proceso se basa en algoritmos y funciones de energia
que evaluan la complementariedad entre las superficies de la proteina y el ligante, asi como las
interacciones no covalentes que contribuyen significativamente a la estabilidad de la union.

De igual modo que en diversas técnicas computacionales el acoplamiento molecular se puede
realizar con diferentes programas o servidores online. En cada programa se tienen
implementaciones diferentes de los algoritmos y funciones de puntuacion que ayudan a
evaluar las poses que explora el ligante a las inmediaciones del receptor en busqueda del mejor

modo de enlace (Figura B.4).
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TECNICAS UTILIZADAS EN BIOFISICA COMPUTACIONAL DE MACROMOLECULAS

Figura B.4 Representacion grafica del acoplamiento molecular.

Para nuestro trabajo se utilizaron protocolos de programas como Autodock Vina y servidores
como Rosie que es un servidor en linea basado en el protocolo de Rosetta (programa de

acoplamiento molecular).% 112,125,126
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{Apéndice C

C. Estructuras macromoleculares

7/\/\/ }Z
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Figura C.1 Ejemplo de un sistema macromolecular en un medio acuoso (moléculas de agua de tipo TIP3P) con
una concentracion salina de NaCl a 0.15 M. Figura realizada en el programa Pymol'?° e Inkscape'?!.

e e - N

DAY A\ P o v an W = T

Figura C.2 Ejemplo de un sistema macromolecular embebido en una membrana bilipidica (POPC), rodeado por
un medio acuoso con una concentracion salina de NaCl a 0.15 M. Figura realizada en el programa Pymol'?° e
Inkscape'?!.
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ESTRUCTURAS MACROMOLECULARES

o7 nAChR 7 mACHRAR

Figura C.3 Estructura inicial del receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7 nAChR) en presencia del tetramero
del péptido B amiloide. Figura realizada en el programa Pymol'?° e Inkscape!?!.

APt

Figura C.4 Estructuras iniciales del receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7 nAChR) en presencia del tetrdmero
del péptido P amiloide en diferentes posiciones, se representan los tetrameros en diferentes colores y en listones a
excepcion del tetramero que presenta interaccion con el receptor, este se representa en color cian (cadena A),
color verde (cadena B), color amarillo (cadena C), color naranja (cadena D) y en dibujo. Figura realizada en el
programa Pymol'?° e Inkscape!?!.
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™

. 4, AR /ABt

Figura C.5 Estructura inicial del receptor adrenérgico aza (02aAR) en presencia del tetrdmero del péptido 8
amiloide. Figura realizada en el programa Pymol'?° e Inkscape'?!.

Figura C.6 Estructuras iniciales del receptor adrenérgico aza (a2aAR) en presencia del tetramero del péptido

amiloide en diferentes posiciones, se representan los tetrimeros en diferentes colores y en listones a excepcion
del tetramero que presenta interaccion con el receptor, este se representa en color cian (cadena A), color verde
(cadena B), color amarillo (cadena C), color naranja (cadena D) y en dibujo. Figura realizada en el programa

Pymol'? e Inkscape!'?!.
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Figura C.7 Estructuras de los complejos iniciales del CB1/CBD y CB1/AM251. A) Vista lateral del complejo
CB1/CBD y CB1/AM251. Sitios de union al ligante del B) compuesto CBD y C) del antagonista AM251
seleccionados de calculos de acoplamiento molecular. Figura realizada en el programa Pymol'? ¢ Inkscape!?!.

Figura C.8 Estructuras de los complejos iniciales del GPR55/CBD y GPRS55/ML186. A) Vista lateral del
complejo GPR55/CBD y GPR55/ML186. Sitios de unién al ligante del B) compuesto CBD y C) del agonista
M186 seleccionados de calculos de acoplamiento molecular. Figura realizada en el programa Pymol'?° e
Inkscape'?!.
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IApéndice D

D. Secuencias lineales y ligantes

En este apéndice se encontraran las secuencias utilizadas a lo largo del trabajo. Asi
como las alineaciones de secuencia utilizadas para realizar el modelado por homologia y

detalles con respecto a la informacion lineal de las proteinas empleadas.

10 20 30 40
I I I I
AP DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Figura D.1 Secuencia del péptido B amiloide de 42 aminoacidos. Figura realizada en el programa Inkscape'?!.

al p1 B2
ad BHAEEREEKKERS GYNKWSRPVANISDVVLVRFGLSIAQLIDVDEKNQMMTTNVWVKQEW
a7 GEFQRKLYKELVKNYNPLERPVANDSQPLTVYFSLSLLQIMDVDEKNQVLTTNIWLQMSW
p3 p4 BS po
od HDYKLRWDPADYENVTSIRIPSELIWRPDIVLYNNADGDFAVTHLTKAHLFHDGRVQWTP
a7 TDHYLQWNVSEYPGVKTVRFPDGQIWKPDILLYNSADERFDATFHTNVLVNSSGHCQYLP
p6' B7 B8 B9
a4 PAIYKSSCSIDVTFFPFDQQNCTMKFGSWTYDKAKIDLVNMHSRVDQLDFWESGEWVIVD
a7 PGIFKSSCYIDVRWFPFDVQHCKLKFGSWSYGGWSLDL - -QMQEADISGYIPNGEWDLVG
p10
od AVGTYNTRKYECCAEIYPDITYAFVIRRLP*
a7 IPGKRSERFYECCKEPYPDVTFTVTMRRRT*

Figura D.2 Alineamiento de las secuencias para generar el receptor nicotinico de acetilcolina o7 (a7nAChR)
para la especie Homo sapiens. Secuencia de la plantilla de la subunidad a4 (PDB: 5KXI) usado para generar la
estructura terciaria del receptor 07nAChR. Las hebras beta de la subunidad 04 son indicadas en rectangulos color
lila, y 1a hélice al en color violeta. El residuo triptéfano (W) del bolsillo de unioén al ligante estan coloreados en
azul y las cisteinas que forman los puentes de disulfuro estan coloreadas en rojo. Figura realizada en el programa
Inkscape'?!.
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KENEENIQC( DMECFMILNPSOOLAI
AVLSLTLGTFTVLENLLVLCVILHSRSLRCRPSYHFIGSLAVADLLGSVIFVYSFVDFHV
FHRKDSPNVFLFKLGGVTASFTASVGSLFLTAIDRYISIHRPLAYKRIVTRPKAVVAFCL
MNTIAIVIAVLPLLGWNCKKLOSVCSDIFPLIDETYLMFWIGVTSVLLLFIVYAYMYILW
KAHSHAVRMIQRGTQKSIIIHTSEDGKVQVTRPDQARMDIRLAKTLVLILVVLIICWGPL

|
LAIMVYDVFGKMNKLIKTVFAFCSMLCLLNSTVNPI IYALRSKDLRHAFRSMFPS

rCB1

INS

B 10 20 30 40 50 60
™I

MSOLDSNNC SFVFVDNLTKTLQLAVHI PTI|=LLGLVLNLLAIRGFGAFLKRROLEYMATSI
YMINLA\.’FDLLLVLSLPFKMILPQVKSSPSLVFCTFVECLYFISMYGSVFTICFISLDRL
LAIQYPLLVNHFRSPRKTFGICCIIHMNI[_VWVGSIPIYTFHRGVEGYKC FHNMSDSTWSAR
rGPRSS VFFPLEIFGFLLPMGIMGFCSYRSIHI LLSIQGDDQWVRKRACIIWTIATNL\NFVVSFL
PVHLGLFLOFLVRNGF ILNCRVKQGISLFLOLSLCFSNINCCLDVFCYYFAIKEFRMGIK

I
VHRPSQVOLVHODSMY

Figura D.3 Secuencias de aminoacidos de los receptores CB1 y GPRS55 estudiados en este trabajo. A) Secuencia
de aminoacidos del receptor cannabinoide de tipo 1 (CB1) de Rattus norvegicus (UNIPROT: P20272). Los
segmentos excluidos del CB1 estan coloreado en gris. Las hélices transmembranales (TM) estan indicadas con
rectangulos verde mientras que los residuos mas conservados en cada TM estan de color azul. Las cisteinas de los
puentes de disulfuro son rojos. B) Secuencia de aminodacidos del receptor acoplado a proteinas G 5 (GPR55) de
Rattus norvegicus (UNIPROT: FIMAK4). Los segmentos excluidos del modelo estructural del GPRSS5 estan
coloreado en gris. Las hélices transmembranales (TM) estan indicadas con rectangulos naranjas mientras que los
residuos mas conservados en cada TM estan de color azul. Las cisteinas de los puentes de disulfuro son rojos.
Figura realizada en el programa Inkscape'?!.

rGPR55 MSQLDSNNCSFVFVDNLTKTLQLAVHIPTFLLGLVLNLLATIRGFGAFLKRRQLEYMATSI

LPA6  ----eeeoe- DNFKYPLYSMVFSIVFMVGLITNVAAMYIFMCSLKLR - - - -NETTT
TMI1

rGPR55 YMINLAVFDLLLVLSLPFKMILPQVKSSP-SLVFCTFVECLYFISMYGSVFTICFISLDR

LPA6  YMMNLVVSDLLFVLTLPLRVFYFVQQNWPFGSLLCKLSVSLFYTNMYGSILFLTCISVDR

™2 ™3
rGPR55 LLAIQYPLLVNHFRSPRKTFGICCIIWMLVWVGSIPIYTFHRGVEG----- YKCF -HNM-
LPAG6 FLATVYPFRSRGLRTKRNAKIVCAAVWVLVLSGSLPTGFMLNSTNKLENNSISCF - - - - -
TM4

rGPR55 -SDSTWSARVFFPLEIFGFLLPMGIMGFCSYRSIHILLSIQGD -DQWV- - - -RKRACIIW
LPA6 - EWKSHLSKVVIFIETVGFLIPLMLNVVCSAMVLQTLRRPNTV - - - - - - - - - LNKKKILR
T™MS
rGPR55 TIATNLVVFVVSFLPVHLGLFLQFLVRNGFILNCRVKQGISLFLQLSLCFSNINCCLDVF
LPA6 MIIVHLFIFCFCFIPYNVNLVFYSLVRTNTLKGCAAESVVRTIYPIALCIAVSNCCFDPI
TM6 ™7
rGPR55 CYYFAIKEFRMGIKVHRPSQV*
LPA6 VYYFTSETIQNSASSEDLYFQ*

Figura D.4 Alineamiento de las secuencias para generar el receptor GPR55 para la especie Rattus norvegicus.
Secuencia de la plantilla del receptor LPA6 (PDB: 5XSZ) usado para generar la estructura terciaria del receptor
GPRS5S5. Las siete hélices transmembranales (TM) del receptor LPA6 son indicadas en rectangulos color cian. Los
residuos mas conservados en cada TM estan coloreados en azul. Figura realizada en el programa Inkscape'?!.
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Hy
Cl
Cl
N\N
H
Hy
HyC
Cannabidiol AM251
(¢? CB1) (Antagonista CB1)
N
G
H
3
( S
Hy
Cannabidiol ML186
(Antagonista GPRSS) (Agonista selectivo GPRS5S)

Figura D.5 Ligantes utilizados en la interaccion con receptores del sistema endocannabinoide. A) Dos ligantes
utilizados en la formacién de complejos con el receptor CB1. AM251 es un antagonista de CB1 mientras que el
CBD permanece incierta. B) Dos ligantes utilizados en la formacion de complejos con el receptor GPR55. CDB
es un antagonista mientras que el ML186 actiia como un agonista selectivo.Figura realizada en el programa
MarvinSketch e Inkscape'?!.
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