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Abstract

Inflammatory processes in any anatomical region can lead to chronic pathologadtetitat

the lives of the people. For this reason, inflammation is recognized as a set of complex
responses to tissue injury. Typically, during acute inflammatory responses, cellular and
molecular events and interactions efficiently minimize injury or infection, iboriing to the
restoration of tissue homeostasis and resolution of acute inflammation. Poorly controlled
acute inflammation can become chronic. For this reason, various studies have studied various
molecules and receptors that help solve problems ofythes hore efficiently, especially
inflammatory events related to the cardiovascular system, since in Mexico it is one of the

main conditions treated by institutions. public.

Molecules known as epoxyecosatrienoic acids by its acronym in English EET, are the main
molecules studied since they have shown-iafitammatory effects in the cardiovascular
system of mice. The pathologies in this previously mentioned animal model thawva s
improvement with the administration of EETs. On the other hand, in another investigation it
has been shown that the overexpression of GPR40 together with the administration of
epoxyecosatrienoic acids show better results ofiaftimmatory effectsimproving both
ischemic and noischemic cardiomyopathy, as well as hypertension in mice and

angiogenesis.

Therefore, the objective of this in silico study of the interaction of epoxyecosatrienoic acids
(EETs) with the receptor coupled to G proteins number 40, (GPR40), is to show how this
type of ligands interact with the receptor, according to the resultsebtdt will be possible

to observe how dynamic and useful this tool can be since RMSD results are shown,
Interaction distances with important residues for the stability of the binder in the binding

pocket, as well as changes in the secondary structairedhld elucidate important aspects

to take into account for the activation mechanism of the receptor itself. Likewise, it is shown
that through molecular dynamics simulations, important findings can be obtained due to the

great dynamics of the movemehat atoms can have during a simulation of this type.



Resumen

Los procesos inflamatorios en cualquier regién anatdbmica pueden conducir a patologias
cronicas que afectan ¢alidad devida de las personas. Por ello @nlamacion se reconoce

como un conjunto de respuestas complejas a la lesion tiBalato general, durante las
respuestas inflamatorias agudas, los eventos e interacciones celulares y moleculares
minimizan eficientemente la lesion o infeccion, contribuyendo a la restauracion de la
homeostasis tisular y la resolucion de la inflamaciomdag Por ello endiversas
investigacionese han estudiado varias moléculas y receptores que ayuden a resolver de
manera mas eficiente los problemas de este tipo, en especial los eventos inflamatorios

relacionados al sistema cardiovascular

Las moléculas conocidas como acidos epoxiecosatrienoicos por sus siglas en inglés EET, son
las principales moléculas estudiadas ya que han mostrado efectos antiinflamatorios en el
sistema cardiovascular de ratones. Las patologias en este modelo animahadenc
anteriormente han mostrado mejoria con la administracion de EETs. Por otra parte, en otra
investigacion se ha mostrado que la sobreexpresion de GPR40 en conjunto con la
administracion de &cidos epoxiecosatrienoicos muestran mejores resultadostoe efe
antiinflamatorios, mejorando la cardiomiopatia tanto isquémica como no isquémica, asi

como la hipertension en ratones y la angiogénesis.

Por ello el objetivo de este estudio silico de la interaccibn de los &cidos
epoxiecosatrienoicos (EETS) con el receptor acoplado a proteinas G namero 40, (GPR40), es
mostrar cOmo este tipo de ligantes interactdan con el receptor, de acuerdo a los resultados
obtenidos se podra observar lo dinamicatiy que puede ser esta herramienta ya que se
muestran resultados de RMSD, Distancias de interaccion con residuos importantes para la
estabilidad del ligante en el bolsillo de union, asi como cambios emdatest secundaria

que podrian dilucidar aspectos importantes a tomar en cuenta para el mecanismo de
activacion del propio receptor. Asi mismo se muestra que por medio de las simulaciones de
dindmica molecular, se pueden obtener hallazgos importante® delaidjran dinamica del

movimiento que pueden tener los atomos durante una simutiinégmica molecular



Abreviaturas

GPCR: Receptor acoplado a proteinas G

E/DRY: Motivo estructural conformacional en GPCRs que consta de los residuos E

(glutamato) / D (aspartatdy (arginina) y Y (tirosina).

GRY: Motivo estructural conformacional que consta de los residao&licina), R

(arginina), Y (Tirosina)

GPR40: Receptor acoplado a proteinas G niumero 40
GPR42: Receptor acoplado a proteinas G numero 42
GPRA43: Receptor acoplado a proteinas G numero 43
GPR120:Receptor acoplado a proteinas G numero 120
FFARs: Receptores de acidos grasos libres

FFAR1: Receptor de acidos grasos libres numero 1
FFAR2: Receptor de acidos grasos libres nimero 2
FFAR3: Receptor de acidos grasos libres nimero 3
FFAR4: Receptor de acidos grasos libres numero 4
EET: &cidos epoxiecosatrienoicos

SALl: sitio alostérico 1

SAZ2: sitio alostérico 2

RMSD: Raiz cuadratica media de las distancias
RMSF: Raiz cuadratica media de las fluctuaciones
PLC: fosfolipasa C

AC: Adenilato ciclasa

DAG: Diacigliceriol



IP3: Inositol trifosfato

PIP2: Fosfatidilinositol bi fosfato

PKA: Proteina cinasa A

PKB: Proteina cinasa B

IKK: Cinasa de kappa

PRR: receptores de reconocimiento de patrones

TLR: receptores tipo Toll



1. Introduccién

1.1linflamacion

La inflamacion es un proceso complejo, en el cual se da la respuesta de las células a estimulos
externos o internos en el cuerpo humano. Durante dicho proceso, el sistema inmunitario
iniciara una respuesta; desencadenando una serie de procesos bioarirtasaglulas, lo

gue resulta en diferentes procesos celulares, los cuales iniciarAn mecanismos protectores
contra los agentes causantes de la inflamacion. Los agentes que pueden iniciar un proceso
inflamatorio son: lasinfecciones, las lesionefisicas dafio celular, la exposicion a
compuestos toxicos, asi como la exposicion a diferentes fuentes de ragagizhitov &

Horng 201Q Sun & Ye, 2012)A nivel de tejidg el resultado de esta respuesta celular se
puede observar por el enrojecimiento, asi como la sensacién de calor en la zona, dolor,
hinchazén y pérdida de la funcién tisuf@akeuchi & Akira, 201Q)Por lo general, durante

las respuestas inflamatorias agudas, los mecanismos sucedidos en los eventos celulares y
moleculares activados ayudan a minimizar eficientemente la lesion o infdesiémroceso

de atenuacion del proceso inflamatorio contribulgerastauracion de la homeostasis tisular

y la resoluci@ de la inflamacion agud&in embargo, la inflamacion aguda no controlada
puedeprolongarseresultando en una variedad de enfermedades de inflamacién crénica en
diferentes 6rganogzhou et al., 2016; Stone et al., 2022)

1.1.2 Mecanismos de Imflamacién

Durante los procesos inflamatorios se pueden activar varios mecanismos complejos para dar
respuesta al agente que causa dicho proceso, esta respuesta inflamatoria dependera de la
naturaleza del estimulo inicial y de la region del cuerpo en la cual serficigdo. A
continuacion, se enumera los pasos que sigue de manera general la respuesta inflamatoria: 1)
reconocimiento de estimulos perjudiciales por medio de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR); 2) activacion de las vias inflamatoriadjb8yacién y produccion de
marcadores moleculares como: citocina, proteinas, enzimas; 4) reclutamiento de células
inflamatoriag(Chen et al., 2017).
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En el paso numero uno, se lleva a cabo la activacion de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) por medio de respuesta a estimulos exégenos como enddgenos. Se ha descrito
cuatro familias de PRR, dentro de los cuales se incluyen a los recéiptiesl (TLR), los
receptores similares a dominios de oligomerizaciéon de union a nucleétidos (NALP), los
receptores de lectina tipo C (CLR), los receptores tipo | (RLR) y los receptores de tipo NOD
(NLR), (Takeuchi & Akira, 2010; Huang & Glass, 2010).

La activacion de los PRR conduce a la alteracion de los estados metabdlicogspeld,
induciendo asi la produccién, secrecion y procesamiento de proteinas, asi como la induccién
de genes que funcionan durante las respuestas inmunitarias innatas y adiiedadagov,
2010).Los TLR son los receptores mas estudiados dentro las familias de PRR y su activacion
genera una cascada de sefializacion intracelular que conduce a la traslocacion nuclear de
factores de transcripcion que incluyen sistemas como la proteina actita@foPal), el

factor NFkB y el factor regulador de interferon.

Posteriormente sucede la activacion de vias de sefializacion a nivel intracelular que dan lugar
a la produccién de mediadores inflamatorios que van a interactuar con diferentes receptores,
causando asi el desencadenamiento de importantes vias de sefiaimacido es la via de

la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK). La proteina MAPK, la cual es una
quinasa de serinal/treonina, genera diversos estimulos que incluyen: propiciar el estrés
osmotico, asi como la produccion de mitégenos y citocinasmatiorias (Ik1, TNFU e | L
6). Dichas citoquinas regulan la proliferacion celular, la diferenciacion, la supervivenciay la
apoptosis celular. La via del factor nuclear KaBpd@F-kB) y la via de la Janus quinasa
(JAK) seran el principal transductor d&ial y activador de las vias de transcripcion (STAT)
(Kaminska, 2005).

En la via JAKSTAT involucra diversas citocinas, factores de crecimiento e interferones. Las
JAK asociadas a receptores son activadas por ligandos dando lugar a la fosforilacién, lo cual
resulta en la apertura de sitios de acoplamiento para STAT, resudisireh la activacion de

esta via. La activacion de la via JAK/STAT se ha asociado a una gran cantidad de receptores
entre los que se incluye a los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en

ingles) (Bousoik & Montazeri, 2018 .os GPCRsactualmente se han descrito como una
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familia de receptores importante para | a act
igual que los receptores de tirosina quinasa (RTK) y las intedMw@sison, 2012).

Los GPCRs juegan un papel importante en la nocicepcion inflamatoria, asi como en la
regulacion de la inflamaciornComo ejemplpen el sistema cardiovascular, especificamente

en endotelio, durante la inflamacion se producen varios agonistas de GPCR, incluida la
bradicinina (BK), la cual puede funcionar como un vasodilatador importante que protege al
sistema cardiovascular. Por citatro ejemplo de los roles de los GPCRs en los procesos
celulares durante la inflamaciées elparticipa tanto en la nocicegpon inflamatoria como

en procesos antiociceptivosTeniendo asitoa actividad muy relevantando interactia
conlos cannabinoides y endocannabinoides, los cuales son ligantes que modulan la funcién
de los receptores acoplados a proteinas G, CB1 y CB2, inhibiendo, por ejemplo, la
sensibilizacion periférica cuando se usan por via topica. La exploracion de los roigs de
GPCR en la nocicepcion inflamatoria seguramente proporcionara nuevas terapias para el
control efectivo del dolor asociado con enfedamdes inflamatorg(Piomelli et al., 2000
Handley et al., 1984).

La diversidad en la union de ligandos y la sefializacion transmembranal por parte de los
GPCR son los principales responsables de la mediacidrespeiestas inflamatorias y
antiinflamatorias complejg$un & Ye, 2012)Tal es el casdel acido araquidénicodge los
metabolitos derivadade esta moléculégs cualesienen roles importantes en la inflamacion,
debido a que generan, mantienen y median la actividad inflamatémia. de estos
metabolitos estudiados por otros investigadores y en esta tesis son los &cidos
epoxiecosatrienoicos, los cuales tienen actividad antiinflamatoria y de acuerdo a resultados
de ensayos experimentales, esta moléculaagda como EET, podria unirse a un GPCR en

el cual activa para asi desencadenar el efecto antiinflamg@®arket al, 2018) Por lo tanto,

no sorprende que los agentes antiinflamatorios o proinflamatorios de diferente naturaleza y
composicion, incluidos los metabolitos del acido araquidénico, los péptidos, los fragmentos
de proteinas y las proteasas, se asocien con los rese@&€R, también llamados
receptores de siete hélices transmembranales por su arquitectura tan conservada. Debido a
gue los GPCR, juegan un papel importante en la inflamacién y en otras funciones celulares

de los diferentes érganos, tener una mejor comigreds estos receptores a nivel molecular,
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asi como sus respectivas vias de sefalizacién, ayudarda a desarrollar nuevos agentes
terapéuticos con mayor especificidad que los agentes antiinflamatorios tradicionales, como
los AINE (Vischer et al., 2006).

1.1.3 Via general de sefalizacion desencadenada por los receptores acoplados a

proteinas G (GPCR) durante procesos inflamatorios

Los receptores acoplados a proteina G son una familia numerosa de proteinas
transmembranales, que seran descritas a detalle en el apartado titulado cdteoedt@es
acoplados a proteinas G. En el cual se detalla sus caracteristicas estructurales, tipos de

receptores y roles fisiologicos de manera general.

Para hablar de la via de sefalizacion que se desencadena tras la respuesta a un proceso
inflamatorio, me gustaria citar a Y4un Ge ycolaboradoregGe et al., 202Q)quienes
mencionan que células inmunitarias, como lo son los fagocitos y los linfocitos, expresan una
gran cantidad de GPCR acoplados a la proteina de tipo Gi, y que a su vez median la migracién
dirigida de estas células altamente moviles a los tejidos, en doeatgasef su accion de
eliminacion de patdégenos. Estas investigaciones previas han permitido conocer de manera
general una via de sefalizacion en estos tipos de receptores, sin embargo, en algunos de ellos
aun no es del todo claro cada una de las vias ihta@sque se puedan iniciar durarée

sefalizacion en respuesta a un ligando agonista.

Hasta ahora es bien conocido qaeria de sefalizacién aguas abajo debida a la activacion

de un GPCR por un agoni st a, da como resul t ac
cual produce una inhibicién de la adenilil ciclasa (AC). Mientras que por otro lado la
subuni dad Gadenilil@idasad (&G la aual vaaa catalizar la transformacion del

adenosin trifosfato (ATP) en adenosin monofosfato (AMPc) activando a la proteina cinasa

A, la cual a su vez activa al factor de transcripcion CREB, élaumregular incrementando

o disminuyendo la transcripcion, esto como consecuencia al unirse al ADN. Por otra parte,

la proteina cinasa A puede activar a las proteinas Rap y Raf, las cuales median la activacion

de las proteinas involucradas en la cormgii@ de las MAP cinasas (MAPK).

Si | a prote2na activada es | a GUq se da | a :

medio de una hidrdlisis del fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) produce al diacilglicerol (DAG)
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y al inositol trifosfato (IP3), el segundo mensajero inositol trifosfato a nivel de reticulo
endoplasmico estimulara la liberacion deCCal cual ayudara a los cambios estructurales

del citoesqueleto los cuales estan involucrados en los procesos de inflamacién. Mientras que
el diacil glicerol (DAG) causara la estimulacion de la proteina cinasa C PKC, la cual activara
al factor nuclear NFAD a las proteinas MEKK y TAK1 que a su vez activan a la proteina
cinasa de kappa, la cual es regulada por la sublnat@gocida como NEMO para asi activar

f NF-kB y favorece la expresion de genes proinflaorias (Grabiner et al., 2007; Ye et al.,
2009).

Por %l ti mo, se ha observado que |l a subuni da:
cataliza la produccion de PIP3, el cual actia como un segundo mensajero que activa a la
proteina cinasa B (PKB). A su vez, la activacién de PKB causa la activacioprdécizma

cinasa de kappa (IKK), la cual esté regulada por Nemo para asi poder activ&Ba.Nk&

figura 1 resume de manera visual la via de sefalizacion desencadenada por un GPCR durante

un proceso inflamatori(Sun & Ye., 2012).

| S
) - G TE—
@
,/ F-kB1
/ N

MRONOS

Figural: Imagen tomada y modificada (Sun & Ye., 201)nde se muestra lascada de sefializacion
desencadenada por un GPCR durante un proceso inflamatorio. Esta via de sefializacion puede varia
localizacion del tipo celular en el que se encuentre el receptor y a la clase a la que pédesez&aB, Co F
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1.2 Receptoresacopladosa proteinas G (GPCRS)

Los receptores acoplados a proteinas G, son proteinas que comparten motivos estructurales
comunes, incluidos sus 7 dominios transmembranales que la conforman y que presentan s
estructuras secundarias helicoidales. Estos recepsmesabe que sus siete hélices
transmembranalese encuentran embebidos en la membrana celular y, como se describi6é en
el apartado 1.1, tienen la funcion de transducir sefales a la regién intracelular; a través de sus
interacciones con estimulos de origen extracelular (comunmesiéeutas denominadas
generalmente ligandos), los cuales se pueden ser estructuralmente heterogéneos y pueden
incluirse desde aminas, péptidos, proteinas, lipidos y horn{éndet & Bouvier, 2012;
Nikiforovich et al., 2007)De forma general estos receptores se componen de tres partes: la
region extracelular, la regién transmembranal, y la regioén intracelular. Cabe mencionar que
una gran cantidad de farmacos desarrollados y actualmente utilizados, se dirigen a un nimero
pegleiio de GPCR, con lo cual se abregran potencial para explorar y desarrollar farmacos

dirigidos a esta familia de recepto(ghao et al., 2016; Duc et al., 2015).

Los GPCR estan codificados por aproximadamente 800 genes distintos y con ello forman la
familia de receptores de ubicacién transmembranal mas grande que se encuentran en los seres
humanos. Los receptores acoplados a proteinas G constituyen una grardéapntiteinas
estructuralmente similares, por lo cual, con base en las relaciones de secuencia filogenética,
estas proteinas se han agrupado en cinco clases: receptores de glutamato, rodopsina,
adhesion, frizzled y secretina, esta clasificacion es conooiti@: GRAFS. Por otra parte,

la clasificacion NGIUPHAR considera también a los receptores de los no vertebrados y
clasifica a los GPCR en la clase A (similares a rodopsina), clase B (similares a los de
adherencia y secretina) la clase C (similares altec de glutamato metabotrépico), la clase

D (similar al receptor de feromonas), la clase E (similar al receptor de AMP ciclico) y la clase

F (similar a los de frizzled/ smootheneflyang et al., 2021Wittlake et al., 2021)esta

altima clasificacion (IKC-IUPHAR) se describe a continuacion, en esta seccion.
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Los GPCR de la clase A, es una familia denominada como: rodopsina. Consta de 719
miembros, véase la figura 2, la cual muestra un arbol filogenético de esta clase. Esta gran
familia se divide en los siguientes subgrupos: aminérgicos, peptidicos, lipidagmna,

nucleotidos, esteroides, acidos alil carboxilico, sensoriales, receptores de lipidos y huérfanos.
Dentro del subgrupo de receptores Ahu®rfanos
GPR40 dejo6 de ser huérfano y se le dio el nombre de redepoidos grasos libres nimero

uno (FFAR1).

Por otra parte, mas de 500 farmacos se dirigen a la clase A y muchos de ellos actian en mas
de un receptor, por lo general el 75% de estos farmacos se desarrollaron para el subgrupo de
aminérgicos y el 10% contra receptores de ligandos peptidicos coacindies que van

desde analgésicos, alergias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades pulmonares,
depresion, migrafia, glaucoma, enfermedad de Parkinson, entre otras afecciones patoldgicas
(Yang et al., 2021).

En la clase A presentamumerosagaracteristicas que indican un ancestro comun, dentro de
estas caracteristicas se incluyen varios motivos estructurales como lo son: E/DRY situado
entre el borde de la hélice transmembranal nimero 3 y el bucle intracelular nimero (IL2), el
motivo NSxxNPxY situado en la hélice transmembranal nimero 7, el motivo PAE p->C,

F544) el motivo altamente conservado CWxPYPL55L, P44y WE-49) | a regidon Nterminal

de estos receptores esta en la parte extraceti@ntras que la parte-terminal esta en la

parte intracelular(Véase la figura 3 de la estructura general de un GPCR de la cl&e A).

han cristalizado varias estructuras de esta familia y se conoce que en su estado inactivo
muestran un ion de sodio (Naunido a Asp®® (sistema de numeracion Ballesteros
Weinstein), un residuo ionizable altamente conservado. Por otra parte, en el estado activo del
receptor se han revelado sitios colapsados de union a sodio, incapaces de acomodar el ion
(Thomson et a].2021).
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Figura2: Imagentomada de (Laeremans, 2022), la cual muestra un arbol filogenético de los receg

acoplados a proteina G de la clase A.
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Figura3: Imagen representativa de la estructura general de un receptor acoplado a proteinas G de toolde
podemos ver que esta conformado por 7 hélices transmembranales y el motivo estructural altamente c
E/DRY se encuentra en la TM3

18



Por ultimo, sobre el GPCR de la clase A se sabe que han tenido cambios estructurales en su
bolcillo de unién debido a la evolucion a través del tiempo para ser muy diversos tanto en
forma como en secuenci@gasset al., 2018)De igual manera, las regiones de unién a
proteina G también tienen secuencias bastante diversas, lo que modula la actividad de
diferentes vias de sefalizacion al reclutar docenas de proteinas G heterotriméricas
(Rasmussen et al., 2011; Du et al., 2019k residuos que conectan el bolsillo de unién al
ligando, asi como la regiébn de acoplamiento de la proteina G estan significativamente
conservados. Algunos de estos motivos 0 secuencias conservadas son el motivo CWxP, el
motivo PIF, bolsa danién a sodio (Ng, el motivo NPxxY y el motivo DRYFilipek, 2019;
Schonegget al., 2017; Trzaskowski et al., 2012).

En general, se asume que la union de agonistas a la conformacioén inactiva de un GPCR
modifica el equilibrio hacia laconformacién activaddgKarlin, 1967) Por lo tanto, la

activacion de dichos receptores es un proceso simultaneo en el cual el GPCR recluta a la
proteina G inactiva, la cual es una proteina con tres subunidades denominadas con letras
griegas (U, b, y 2) par anaague existeounammleculade t r 2 me
guanosina difosfato (GDP) wunida a | a porci-n
GPCRGP, dicha molécula de GDP es reemplazada por una molécula de guanosina trifosfato
(GTP), resulindo en el estado activo de dicho complejo, lo que desencadenan una serie de
cascadas de sefializacién que generan cambios intracelulares que contribuyen a la fisiologia

de un organismo vivo.

Se ha observado por medio de procesos experimentales y computacionales que los agonistas
unidos al GPCR; a menudo no estabilizan completamente la conformacién activa del GPCR,
si no que aumenta la probabilidad de que exista un reclutamiento de la pBodeitaregion
intracelular. En la célula debido a que existen diferentes tipos de proteinas G que muestran
muchas similitudes estructurales, existe una fuerte competencia entre los diferentes subtipos

para acoplarse posiblemente con un GPCR con un liganido(Mafi et al., 2022).
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Agonista

Complejo GPCR formado antes
GPCR inactico de la union del agonista

Figura4: Mecanismo de activacion general de un GPCR clase A. En el estado inactivo la proteina G
interactda con la proteina transmembranal, abriéndose paso al romper interacciones entre las hélices
transmembranales 3 y 6, para asi formar un estadcpptado, para asi permanecer en reposo hasta que un
agonista se una al complejo GPGIR, causando cambios y reordenamientos que permiten la apertura de la
region intercelular de las hélices transmembranales y de la porcion alfa de la proteina G, expdaiend
molécula de GDP para ser intercambiada por un GTP . @¥lafi 2022)
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En la clase B, los GPCR estructuralmente comparte gran similitud con la clase Ay por lo
tanto solo se describe de manera breve algunas diferencias, como lo es en su parte
extracelular, la cual tienen un gran dominidgeximinal de 120 a 160 residuos, lasles

estan plegados de manera similar a otros receptores de esta clase B, ademas este plegamiento
de la parte Nerminal esta estabilizado por tres puentes disulfuro conservados, los cuales
contribuyen para formar parte del sitio de union para el reaoiertio de ligando. En su
estructura tiene también tres bucles intracelulares y extracelulares, los cuales interconectan a
las siete hélices transmembranales las cuales estan conformadas de 310 a 420 residuos.
Dentro de esta clase se encuentra una suliivile dos subfamilias, las cuales son: secretina

B1, en la cual hay 15 miembros y la subfamilia de adhesién B2, en la cual hay 33 miembros
(Culhane et al., 2015)

Los miembros de la familia de secretina deben su nombre al primer receptor que fue clonado
de esta familia y se diferencian de otros GPCR por sus funciones en la adhesion y migracion
celular, por otra parte, estos receptores se unen a péptidos grandis susiaaracteristicas

es que tienen un sitio de union a hormonas en la parte extracelular, otra de sus peculiaridades
en su estructura son los residuos de cisteina en su extréemmiNal, asi como cisteinas

conservadas en el primer bucle y segunddebextracelula(Odoemelman et al., 2020)

Dominio extracelular

Cﬁi\/ . N-terminal
Ligando OC \)

—

Sitio de union a
ligando

Dominio
Transmembranal

Figura5: llustracion tomada y mejorada (leulhane et al., 2015) donde muestrareceptor acoplado a
proteina G de la clase B, mostrando los dominios caracteristicos en algunos receptores de este
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La familia de los GPCR de la clase C, se conoce que desempefian funciones importantes en
muchos procesos fisioldgicos, como la transmisidén sindptica, la sensacion gustativa y la
homeostasis del calcio. Dentro de esta familia podemos encontrar a los escdpt@rcido
2-aminobutiricg, receptores odoriferos en peces, receptores de sabor dulce y umami ocho
receptoregmetabotropicos de glutamato, receptores de feromonas, receptores sensibles a
C&* conocidos como; receptores CaS o CASR, asi como receptores huérfanos aln no
totalmente clasificadod.agerstrom& Schitth 2008; Chun et al., 2012).

Una de las caracteristicas distintivas de los GPCR de clase C es el homo dimerizacion o
hetero dimerizacion constitutiva mediada por un domintershinal extracelular, el cual es
conocido por sus siglas en inglés como: ECD. Esta homodimerizacion odieterizacion

se entre cruza a través de la interaccion de un puente disulfuro, como sucede en los receptores
tipo heterodimero como lo son: GABA el receptor de sabores TAS1, los cuales no estan
unidos covalentemente, pero se requiere su hetero diménizpara que suceda la

sefalizacion celulgiChun et al., 2012).

Por otra parte, otra caracteristica de esta clase es que en su dominio conocido como ECD
consta de un dominio denominado Venus atrapamoscas (VFD), que contiene el sitio de union
ortosterico para ligandos nativos y un dominio rico en cisteina (CRD) a éxtejgclos
receptores GABA EIl dominio rico en cisteinas media la comunicacion entre el dominio
Extracelular (ECD) y el dominio 7TM, esta union esté estabilizada por un puente disulfuro,
el cual conecta el dominio rico en cisteinas con el dominio Veragaatoscaé/Nu et al.,

2014)
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Figura6: Imagen basada d€hun et al., 2012donde se muestra lateuctura representativie los dominios
presentes eun receptor acoplado a proteina G de la clase C

Por ultimo, de manera breve, se describe que los receptores pertenecientes a la clase F estan
altamente conservados evolutivamente, esta clase consta de diez paralogos de Frizzled
(FZD1.10) Y SmoothenedSMO). Por un lado, los FZD median la sefalizacién candnica
WNT y los SMO mediante la via de sefalizacion Hedgehog. Juntos tienen un papel clave en
el desarrollo embrionario, la regulacion de células madre y en la tumoriggtedsiset al.,

2019; Van Amerongen &lusse, 2000 A lo largo de los afios, los receptores de la clase F

se consideraban GPCR no convencionales debido a la falta de motivos conservados como el
E/DRY (bloqueo i6nico) o el motivo de interruptor de palanca (NPxxY), encontrados en la
clase A, por ello a estos receptores se les ha atribuido la caracteristica de estar en contra de
la naturaleza habitual de los GPCHthulte & Kozielewicz, 2020; Wright et al., 2019).
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1.3 Receptores de acidos grasos libres

Los receptores de acidos grasos libres (conocido por sus siglas en inglés comd=ieeAR;

Fatty Acid Receptorson una familia compuesta hasta ahora por cuatro receptores acoplados

a proteinas G, cada uno de los cuales tiene como ligando end6genos diferentes tipos de acidos
grasos libres. Como dato histérico se sabeequ&997 estos receptores se incorporaron al
ambito cientifico durante la busqueda de nuevos subtipos de receptores de galanina humana
y en 2003 el GPR4O0 fue clasificado dentro de ested#preceptores, ya que antes de esto

era un receptor huérfano de la clase A de GPCRs. Los cuatro FFAR que se encuentran bien
caracterizados hasta ahora son los receptores FFAR1 (también conocido como GPR40),
FFAR4 (también conocido como GPR120), FFAR2 {&m conocido como GPR43) y
FFAR3 (también conocido como GPR41). El FFAR1 y FFAR4 son ambos activados por
8cidos grasos saturados e insatur aatids de ca
linoleico, acido oleico, acido miristico, acido oleico, acidmge linoleico, por citar algunos
ejemplos. Mientras que los receptores de acidos grasos libres FFAR2 Y FFAR3 son activados
por &cidos grasos de cadena corta como el acetato, butirato y profReradszek et al.,

2020)

Cada uno de los receptores de acidos grasos libres puede actuar como un sensor de acidos
grasos libres (FFA) con selectividad para una cierta longitud de cadena de carbonos de un
acido graso libre metabolizado a partir de la alimentacion. Se sabe qeedptores de

acidos grasos libres (FFAR) tienen funciones fisiolégicas como la secrecién de hormonas de
insulina e incretina, diferenciacion de adipocitos, efectos antiinflamatorios, respuestas
neuronales y preferencias gustativas en la percepciéon desgtmores. Por lo tanto, dichas
funciones fisioldgicas de los receptores de acidos grasos libres regulan la homeostasis

energética e inmunitaria.

Hasta ahora no hay estructuras cristalizadas del GPR43 (FFAR2) y del GPR41 (FFAR3), por
lo cual hasta ahora solo se conoce sus estructuras por el modelado por homologia y por lo
tanto los sitios de unidén a ligando propuestos son aun especulativos y seahto

mediante investigacionés silico (Mishraet al 2020)

24



La falta de informacion estructural disponible tanto de FFAR2 y FFARS3 limita la
comparaciérdel modo de interaccidén de un acido graso de cadena corta y larga, asi como los
residuos implicados en la union de cada uno de los cuatro receptores de acidos grasos libres.
Mas aun, dicha informacion ayudara a racionalizarla selectividad de dichos resgumo

los diferentes tipos de acido graso, es decir, de cadena corta o larga (el papel de tamafio del

ligando).

1.3.1 Receptor acoplado a proteina G nimero 4 (GPR40)

El receptor GPR40, el cual es el receptor objetivo de nuestro tema, fue inicialmente definido
como un receptor huérfano, es decir, que se desconocia la identidad de su ligando enddgeno.
Sin embargo, se iniciaron investigaciones en las cuseRlizola identificacion de sus
ligandosendégenos, esto se descubmiédiante analisis de transduccion de diversas sefiales

en las células que expresan a este receptor. Se observo asi, que los acidos grasos de cadena
media a larga son potentes activadores del GPR40, ya que son capaces de aumentar las
concentraciones de &€dntracelular(ltoh Y, 2003) Asimismo, se observé que los cambios

en el grupo carboxilo de diferentes ligandos se relacionaba con las caracteristicas
farmacoforicas de este grupo funcional para la actividad agonista de dichos ligandos
(Rodrigueet al, 2018)

El receptor de acidos grasos libres nimero 1 (FFAR1, también conocido como GPR40), es
un receptor de la familia de las rodopsinas (Clase A) de los GPCR de 31.45 kDa y que esta
constituido por 300 residuos. De manera similar a otros GPCRs, la arquitett@GRR10

estd compuesta por 7 hélices transmembraima@sonectadas por tres bucles extracelulares

y por otra parte tiene tres bucles intracelulares. De manera interesante, el bucle extracelular
namero dos es particularmente mas largas que el resto y se ha demostrado que tiene un papel
muy importante en lanteraccion con ligandos. Un dato para resaltar de este receptor es que
el motivo estructural altamente conservado en los GPCR y denominado E/DRY, se encuentra
modificado en el GPR40 donde existe un residuo de glicina (G) en lugar de un acido
glutamico o &ido aspartico (E/D) como normalmente se observa en los receptores acoplados
a proteinas G de la clase(Fomita et al, 201D; Ho et al 2018).
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Figura7: llustracion realizada en GPCRdbnde se muestra ungpresentacion en estilo serpiente del
GPRA40, en el cual, en color amarillo se muestra el mestraicturalGRY y en color azul y verde los
residuos clave de interaccién el sitio alostéricaimero dos
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Con respecto a la expresion del receptor acoplado a proteina G namero 40 en diversos tejidos

se conoce Qque est8 presente en mayor cantida
productoras de insulina, también se encuentra en las célulds &tereendocrinas, las

células inmunitarias, las papilas gustativas y el sistema nervioso ¢€imtrataet al, 2013)

En menor proporci-n el FFAR1 se exmacesa en
endocrinad y en osteoblastos y osteoclasttambién evidencia reciente sugiere que se

expresa en hepatocitos y células endoteliéles et al, 2021 Secor et al. 2031 A

continuacion, se muestra una imagen ilustrativa de los tejidos donde se expresa el GPR40.

Higado Neuronas
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Figura8: Imagen tomada y modificada d&gcor et al. 2091Los tejidos en los cuales el receptor GPR40 se
expresa sorhigado, hueso, pancreas, endotelio, intestinos, células del sistema inmune y neuronas
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Modulacion de los déficits cognitivos
dolor cronico, ataques epiléptico:
“JEr— regulacion de la inflamacion

Secrecion de insulina

GPR40 Regulaciérle laosteoclastogénesis

Secrecion de GLP1
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Figura9: Funciones conocidas hastiaora del receptor GPR40 en cada uno de los tejidos en los qu
expresa.

Por otra parte varios grupos informaron que sus principales ligandos solo lo de cadena media
a larga, por lo tanto, de acuerdo con las investigaciones realizadas por diferentes grupos
determinaron la actividad de los agonistas por medio de la liberacio&fesiendo asi el
siguiente orden de o dichas moléculas agonistas: acido docosahexaenoico (DHA,
C22:6)>8¢indd ®HA) c(©18:3)> Uacido oleico (C18:1)>acido palmitico
(C16)>acido laurico (Cl12)>acido caprico (C10)> acido caprilico (C8). Comoude p
observar el orden fue dado de mayor a menor de acuerdo con su efecto como activadores del
GPR40, también hay acidos libres agonistas naturales del GBR#40 fueron mencionados
anteriormente y como lo son el &cido araquidonico y el &cido gamma lin@idstiansen

et al, 2015 Liou et al., 2011)
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1.3.2 Cascada de sefalizacion conocida hasta ahora durante la activacion del
GPR40 por un ligando agonista

Los GPCR pueden transducir sefiales recibidas de moléculas denominadas ligandos, estos
ligando pueden interactuar en la region transmembranal, la cual forma el ndcleo estructural

de la proteina. La unién de un ligando causara el cambio conformaciongrdeeiaa, lo

cual, como consecuencia, propicia el cambio en la parte intracelular para poder interactuar

con proteinas de sefializacién citosdlica. Especificamente es la interaccion con las proteinas
conocidas coneh o mbr e fAGo. Los r ea&dispntas isofosnaspde md en un
proteinas G, como lo son las: GsgG, G, G213 (Ritter & Hall, 2009)lo que da como

resultado la activacién de una seria de cascadas de sefializacién dentro de la célula, lo que le

permite generar estimulos para cumplir diversas funciones dentro de la funcion fisiologica.

Hasta ahora por los estudios en células pancreaticas con la molécula llama8a5r s&

conoce que el GPR40 o FFAR1, tiene dos sitios de unidn a ligante estos son el sitio alostérico

1 o en el sitio alostérico 2 (Véase la figura 10). Esta unién en cualgigieesos sitios causa
cambios conformacionales en el receptor desencadenando en consecuencia la separacion del
trimero de la proteina G, teniendo como posibilidad la divergenciavéamda sefializacion
dependiedo el subtipo de la subunidad alfa, ppore o t enemos que, S l a p
g, esta activa la cascada de sefializacién de la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima conocida
como PLC escinde el lipido de membrana fosfatidil inositebffdsfato (P1P2), dando como
resultado a los segundos meersag conocidos como diacilglicerol conocido por sus siglas

en inglés como DAG y también se produce el inositol dtfé@sfato (IP3), lo cual conduce

a la liberacion de calcio €aintracelular y a la activacion de la proteina quinca C (PKC),
inducida porel diacilglicerol. Toda esta via conduce a la remodelacion del citoesqueleto,
dicha remodelacion promueve la actividad secretora celular. Por lo tanto, la determinacion

de calcio C# intracelular se emplea para verificar la activacion del FFARL. L activacion de
quinasas reguladas por sefiales extracelulares se ha confirmado como una de las cascadas de
sefalizacion aguas debajo de la sefializacion del complejoF&eXRBovernaet al, 2021,
Falkenburgeet al, 2013)
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Por otra parte, se ha informado que el FFAR1 se puede acoplar a proteinas Gs y Gi, lo cual
conduce a una modulacion tanto positiva como negativa de los niveles de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP). La concentracién de cCAMP esté regulada por el equélibre

las actividades de dos enzimas, una de ellas la adenilil ciclasa (AC) y la fosfodiesterasa de
nucledtido ciclico (PDE). Cuando la proteina Gs se unen con la adenilil ciclasa la activan,
mientras que cuando se une la proteina Gi el cAMP puede deggradediante la accién de

la fosfodiesterasaucleotidicaciclica Actualmente todavia no hay una via de sefializacion
concretada cuando la proteina Gause al adenilil ciclasa.Por lo tantodebido a que el
FFAR1 se puede acoplar a proteinas Gq, Gs y Gi, se cree que la sefalizacion es mas compleja
de lo esperado, por lo cual son esenciales esésdios para comprender el mecanismo
preciso que explique los efectos fisiolégicos de este recE&passone2012 Mancini &

Poitout 2013)

EC

Membrana

FiguralO. Representacion H48A1 y SA2,sitios de interacciénonocidos hasta ahodande se unelos
ligantes en el GPR4@stos sitios fueron descubiertos por cristalogréigyed et al., 2022Ho et al., 201}
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Agonista
Complejo GPR40

inactivo o \
~ N

Receptor activo y separacion de la
subinidad alfa de |la beta y gamma

N

Reduccion de inflamacion

|

Protein kinase C

( DAG )
Figurall: Laviade sefalizacién conocida hasta ahora del ®P#4nicia al unirse uiigandoagonista, el
cual desencadenara cambios conformacionales activando el receptor que a su vez activa a la protei

se separa para quedar la porcién alfa como mondmero y asi activar por consecuencia diferentes
sefializacion, esto dependierdiosi se activo la proteina Gs, Gq o (Bives et al., 2018)
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1.4 Acidos Epoxiecosatrienoicos

En esta seccion se describe a los acidos epoxiecosatrienoicos (EETS), los cuales forman parte
de los ligantes que podrian tener como receptor al GPR40. Por mdltiples investigaciones de
afios anteriores, se conocia a dos factores de relajacion endotaiale wellos era la
prostaglandina PGI2 y el otro el 6xido nitrico (NO). Posteriormente se descubrié un tercer
dilatador endotelial que se diferenciaba del NO y el PGI2, este nuevo factor relajaba el
musculo liso vascular al abrir los canales de potasiodg@)sando hiperpolarizacién de la
membrana plasmati¢&eletou& Vanhoutte 1988) A este tercer dilatador del tono vascular

se le denomind: factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF). La actividad del
EDHFes efectuada por varias moléculas en los diferentes sitios vasculares del cuerpo. Las
investigaciones de varios grupos wytoicon la de Campbell y colaboradores indican que los
acidos Epoxiecosatrienoicos, los cuales son derivados del acido araquidénico, pueden
funcionar como factor hiperpolaante derivado de endotelio, tanto en humanos como en
animalegCampbell& Falck, 2007)

Los acidos epoxiecosatrienoigm®vienen del metabolismo del acido araquidonico. El cual,

por su formula quimica &£ Hz2 O2 es conocido como atlis-5,8,11,14ecosatetraenoico,

donde el prefijo eico significa 20, es decir es una cadena de 20 atomos de carbonos y es un
acido graso poliinsaturado ome@éHanna& Hafez, 2018) Este acido graso es convertido

en diferentes metabolitos por medio de diferentes vias, entre ellas se encuentra la via de las
lipooxigenasas (LOX), la cual produce leucotrienos y 4cidos hidroxiecosatrienoicosppor

lado, la via de las ciclooxigenasas (COX), produce prostaglandinas y por ultimo la via de las
epoxigenasas del citocromo p450, en especial las CYP2C y las CYP2J, las cuales producen

a los acidos epoxiecosatrienoi¢@iw, 1994 Zeldin, 2001)

La superfamilia de las enzimas CYP monooxigenasas dependientes de NADPH unidas a la
membrana, desempefian un papel vital en la oxidaciéon de xenobibticos y compuestos
endogenogAliwargaet al, 2018) Las CYP2C Y la CYP2don las enzimas mas importantes

en la sintesis de los acidos epoxiecosatrienoicos, estas se encuentran localizadas en el reticulo
endoplasmico y seonoce que la CYP2J humana se expresa principalmente tanto en corazén
como en endoteli(Hanif et al 2017 Lai & Chen 2021)
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La sintesis de los EETs inicia cuando la fosfolipas#ipd 4 calcio (C&") dependiente es
activada y traslocada del citosol a la membrana intracelular, liberando el acido araquidoénico
unido en la posicion SN2 en léssfolipidos de membrana, posteriormente las enzimas del
citocromo P450 en especial la CYP2C y la CYP2J insertan un atomo de oxigeno, al atacar
en uno de los carbonos que tienen el doble enlace y este es reducido a la forma de epdxido.
Cada una de las emzas CYP produce varios regio isobmeros predominando una de las
formas, produciendo principalmente el 14HBT, moderadamente el 11;EET y
pequefias cantidades de los regio isomeros con el grupo epoxido en los carb&kos\3,9

el 5,6EET, cabe mencionajue cada uno de estos regio isomeros existen en su forma R/S,
S/R, SIS, R/R, de las cuales la forma R/S del 2BAbB y del 11,1ZEET se produce en un

82%, y la S/R en un 69¥&pector& Norris, 2007 Spector, 2009)

cPLA2

Acido Araquiddnico

{ ) . Epoxigenasas CYP2C, CYP2)
- cmloox'genasaS(COX) /\/\W/,_O\\/\i
(LOX) 5,6'EET - - ; o OH
\/%/\)j\
89-EET 7~~~ - JoH
i /A
Leucotrienos HETE Prostaglandinas 11,12-EET/\/\/?/_\RA/\JCJ)\OH
/\/\A/ﬂ/_\/i/\/u\
- - - OH

14,15-EET

Figural2: Imagen realizada en bas&anformacion encontrada @&pector & Norris, 2007donde se
muestra emetabolismalel acido araquidonico por diferentes enzimas. Dentro de las principales enzimas
gue convierte el cido araquidonico en diferentes metabolitos son las LOX, COX y las epoxigenasas CYP2C,
CYP2] las cuales agregan un grupo epoxido en las instauraciones del &cido araquiddnico para producir los
diferentes regio isémeros de los acidpsxiecosatrienoicos
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Por otra parte, diversas investigaciones centraron atencion en las enzimas CYP2C y CYP2J,
ya que los diferentes grupos hallaron efectos benéficos de los EETs para tratar las
enfermedadegardiovasculares. Dentro de dichos efectos benéficos se observé que el
incremento cronicde los EETs mejoraba la isquemia del miocardio en ra{@hesiget al,

2009) También se ha visto buenos efectos en la miocardiopatia no isquémica la cual es una
lesion que conduce a arritmias, disfuncion ventricular e insuficieranidiaca, en esta
afeccion los EETs han demostrado efectos cardioprotectores significativos en modelos de
miocardiopatia no isquémica no relacionada con su uso como agentes antihipertensivos
(Wanget al, 2016) Otro beneficio para mencionar es el mejoramiento de las arritmias, esto

al inhibir la enzima epéxido hidrolasa soluble en ratones, en junto con la sobreexpresiéon de
CYP2J2, la cual causa una bio sintesis mejorada de EETSs, los cuales al incrementar su
biosintesis mostraron la proteccion contra laodelacion eléctrica del corazon, asi como el
mejoramiento de la taquiarritmia ventricular y la fibrilacion auricular causada por la
hipertrofia cardiac@Westphalkt al, 2013)

Otros efectos positivos de los EETs dentro de las enfermedades cardiovasculares son los
relacionados a la hipertension arterial. Se conoce hasta ahora que las acciones de los EETs
incluyen la vasodilatacion, el aumento en la excrecion de sodio y la dsémnde la
inflamacion(imig, 2019) Debido a que la hipertension es de causa multifactorial una de esas
causas es:. el estrés oxidativo, que se caracteriza por una alteracion en el equilibrio
antioxidante, lo cual conduce a una disfuncién endotelial, éanthiproduccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS), estas especies reactivas con un electrén desapareado
promueven citocinas proinflamatorias y el aumento de la contractilidad vascular, lo que da

como resultado un remodelamiento del tejidalicavasculal Kr z e net al(EB0R2)

Se sabe que los EETs son metabolizados poeptxido hidrolasa soluble (sEH),
convirtiéndolos en &acido dihidroxieicosatrienoicos (DHET), los cuales tienen actividad
biolégica reducida o nula. Sin embargo, se ha demostrado que las variaciones genéticas del
gen sEH EPHXZBellien & Joannides2013) el cual aumenta la actividad de sEldusando
respuestas vasodilatadoras endoteliales alteradas en humanos y por otra parte estudios
realizados de igual manera en humanos muestra evidencia de que una disminucion elevada

de EETgla como resultado una presion arterial elevada. Es por elenquedelos animales
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al incrementar los niveles de los acidos epoxieicosatrienoicos da como resultado acciones

protectoras cardiovasculares y de reduccion de presion af@arapbdlet al, 2017)

Efectos de los EETs en el sistema cardiovascular

Disminucion de la
apoptosis celular

v

Cardiomiocito » mejora la cardiopatia
isquemica

* mejora la cardiopatia no

v

isquemica

Fibroblasto

Disminucion de la
inflamacion
@

T

Remodelacion cardiaca e
hipertrofia

EETs

Macrofago

Celula endotelial
* mejora de |a hipertencion

Vasodilatacion . : ,
« estimulo de la a ngiogenesis
' Migracion celular » mejora de |a arterosclerosis

Figural3: Funciones biolégicas conocidas de los EETs en el sistema cardiovascular. Las enzimas (

metabolizan el acido araquidénico convirtiéndolo en un &cido epoxiecosatrienoioco el cual tendra un

fisioldgico en el sistema cardiovascular. Dichos efegtmtlen ser desde mejorar la vasodilatacion, la isque
cardiaca hasta la regulacion de la presién arterial (Waaly 2016).
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1.5 Herramientas in silico

La funcién biolégica se basa en las interacciones a nivel molecular engstriasturas
macromoleculares como lo son las proteinas. Desde que se realizaron las determinaciones
iniciales de la estructura de kleacromoléculas en los afios 50, el conocimiento de como se
construyen estructuralmente el mundo de las proteinas y los &cidos nucleicos ha ido
aumentando enormemente. Actualmente, el banco de datos de proteinas conocido por sus
siglas en inglés (PDBProtein Data Bank contiene aproximadamenrte mas de 110.00
entradas, dentro de las cuales son aproximadamente 100,000 prasdioaso 2,800 acidos
nucleicos ya sea solos o formando complejos. También se pueden encontrar

aproximadamente 20,000 moléculas pequefias formando complejos con macromoléculas.

Por otra parte, la informacion de las estructuras tridimensionales (3D) de proteinas son la
base para el disefio de farmacos basado en estructuras, aunque de una manera general las
estructuras almacenadas en el PDB proporcionan solo una vista parcidica estéa
estructura 3D de dichas biomoléculas. Tanto las proteinas como los acidos nucleicos son
flexibles a la temperatura corporal y por lo tanto técnicas computacionales que consideran
dichos factores dinamicos, incluyendo a las simulaciones de dmamulecular, pueden
desempeiar un papel clave en evaluar los cambios conformacionales importantes que
exploran las proteinas mientras realizan sus funciones en la célula. Mas aun, dichas técnicas
proveen informacion dedbmo diferentes ligandos afectan dichos cambios conformacionales
(Hospitalet al, 2015)

1.5.1 Simulacion dedindmica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular (DM) han tenido gran impacto en la biologia
molecular y descubrimiento de farmacos. Esta herramienta computacional captura con
detalle el comportamiento de las proteinas y otras biomoléculas que permite calcular los
movimientos de los atomos en un sistema molecular cabe mencionar que tales simulaciones
también pueden predecir como responderan las biomoléculas atbmicamente a perturbaciones
como la mutacion, fosforilacion, la protonacion, adicion o eliminacion de undiga
(Karplus& Petskq 1990)
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De manera general en un sistema molecular los &tomos y enlaces que conectan a dichos
atomos son esferas cargadas, por lo cual los parametros de las funciones matematicas que
describen | a energ2a potenci al de westesesi st ema
establece para simular los movimientos de los atomos y moléculas. Los campos de fuerza
utilizados con mayor frecuencia para proteinas son: AMBER y CHARMM, los cuales tienen
férmulas de enlaces covalentes, angulos diedros, van der Waals y paesieti®staticos

(Brookset al, 2009)

Actualmente la simulacién de dinamica molecular permite investigar la dinamica estructural

de las proteinas en escala de tiempo. Al utilizar esta técnica se puede hacer el uso del
modelado por homologia cuando el receptor no esta completo, por otrauparteez

teniendo la proteina completa se puede refinar las estructuras tridimensionales (3D)
determinadas experimentalmente y asi finalmente abordar la dindmica estructural de las
proteinas que se estan evaluando, dicho dinamismo estructural es evattedes alel

tiempo en una escala que va desde nanosegundos hasta microsegundos, tal vez en un futuro
los avances y mejoras de la técnica permitirAn simulaciones con una duracion de
milisegundogOdeet al, 2012)

De manera general, para poder garantizar la estabilidad numérica, los pasos de tiempo de una
simulacién MD deben ser cortos, normalmente de uno pocos femtosegunéfss ¢hdla

uno. Mayoritariamente los cambios estructurales funcionalmente importantes en las proteinas
tienen lugar en escalas de tiempo en nanosegundos, microsegundos o mas. Por lo tanto, una
simulacién tipica implica millones o miles de millones de pasasdapso de tiempo, es

por ello que la simulacidon es muy exigente en los requerimientos computacionales. Por
altimo, en la siguiente formula se muestra el célculo para una simulacién de dinamica
molecular con una duracién de un microsegundo, cabe mencjoeacada paso en este
ejemplo dura 2 femtosegundos, por lo cual el resultado sera mil millones de pasos
(Hollingsworth& Dror, 2018)
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2. Antecedentes

Investigaciones recientes sobre el receptor acoplado a proteina G numero 40 han
encontrado que este receptor podria estar relacionado con efectos antiinflamatorios al
tener interaccion con los EETlsarsen et al, 2007. En 2018 Park, junto con Campbell

y sus colaboradores, expresaron al receptor el GPR40 en células HEK293, lo que les
permitié determinar incrementos de*€mtracelular asociados a la presencia de EETSs.
Los resultados de dichos experimentos permitistayerirque la EC50 para el EET

14,15 es 6,7 veces menor que la EC50 del &cido araquidénico, lo cual indica que la
epoxigenacion presente en los EETs confiere una mayor potencia a estas moléculas.
Asimismo, compararon la activacién de los receptores GPR120 y@GRRéservaron
observando que el GPR40 necesitaba cantidades nanomolares -d4,Expara ser
activado mientras que el GPR120 necesitaba de cargidadeomolares para mostrar su
activacion por medio de la medicidon de liberacion de calcio. Dicho de otra manera, el
valor de EC50 de los EETs en el GPR40 es menor con respecto al receptor GPR120. Por
lo tanto, el receptor acoplado a proteinas G numeted® una mayor afinidad por los

acidos epoxiecosatrienoicos, en particular, el regioisémerelBEIB(Parket al, 2018)
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3. Hipotesis

Los EETspueden funcionar como ligandos del receptor GPR40 y ejercer su actividad

antiinflamatoriagporla modulacion de la funcién de dicho receptor.

Los métodos computacionales son adecuados para elucidar el modo de interaccién de los
EETs con el receptor GPR40 humano permitiéndonos clasificar a los EETs ya sea como

ligantes agonistas o antagonistas del receptor
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4. Objetivo general

Evaluar las interacciones de los acidos epoxiecosatrienoicos (EETS) con el receptor GPR40
por medio deécnicas irsilico, particularmente, mediante la aplicacion de simulaciones de

dinAmica molecular.

5. Objetivos especificos

a) Construirla estructura completa del receptor humano GPR40 identificando primero

la informacion disponible mas adecuada de las estructuras parclaBRRKO.

b) Proponeregioisomeros especificos de los 4cidos epoxiecosatrienoicos basados en su

actividadantiinflamatoria

c) Proponetas estructuras inicialees decir antes de iniciar la simulacion de dinamica
molecular,delos complejos formados pdos acidos epoxiecosatrienoicos (EEYS)

el receptor GPR40 (EET/GPRA40) utilizando métodos computacionales.

d) Utilizar la técnica de simulaciones atomisticas de dinAmica molgranagstudiara

nuestros sistemdsPR40/APO y GPR40/ligantésjo condiciones fisioldgicas

e) Analizar las interacciones EETGPR40 mas relevantes, asi como las posibles
consecuencias conformacionales que #Edos epoxiecosatrienoiCOEETY
producen en el receptdras las interacciones resultantes de las simulaciones de

dinAmica molecular.
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6. Diagrama de trabajo
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7. Metodologia
7.1Busquedade Informacion en PDB

Se realizé la busqueda de informacion sobre el receptor acoplado a proteina G en la base de
datos denominadBrotein Data BanKPDB) donde se identificaron varias estructuras del
receptor GPR40 y se eligieron las estructuras con los cédigos 5TZY, 5TZR, 5KW2 y 4PHU,
siendo la 4PHU y 5KW2 como las estructuras idoneas para continuar nuestra investigacion.
Cabe notar que ninguna daslestructuras disponibles tiene la estructura completa del
receptor GPR40 humano (300 aa).

5KW2 Download File | View File

The extra-helical binding site of GPR40 and the structural basis for allosteric
agonism and incretin stimulation

Ho, J.D., Chau, B., Rodgers, L., Lu, F.,, Wilbur, K.L., Otto, K.A., Chen, Y., Song, M., Riley, J.P,, Yang, H.-C.,
Reynolds, N.A., Kahl, 8.D., Lewis, A.P., Groshong, C., Madsen, R.E., Gonners, K., Linswala, J.P., Gheyi, T.,
Saflor, M.D., Lee, M.R., Benach, J., Baker, K.A., Montrose-Rafizadeh, C., Genin, M.J., Miller, A.R.,
Hamdouchi, C.

(2018) Nat Commun 9: 1645-1645

_ Released 2018-05-02
© 3D View Method X-RAY DIFFRAGTION 2.76 A
Organisms Homo sapiens

Tequatrovirus T4
Macromolecule Free fatty acid receptor 1,Lysozyme,Free fatty acid receptor 1 (protein)
Unique Ligands 6XQ

4PHU Download File | View File

Crystal structure of Human GPR40 bound to allosteric agonist TAK-875

Srivastava, A., Yano, J.K., Hirozane, Y., Kefala, G., Snell, G., Lane, W., Gruswitz, F., lvetac, A., Aertgeerts,
K., Nguyen, J., Jennings, A., Okada, K.

(2014) Nature 513: 124-127

Released 2014-07-16
; Method X-RAY DIFFRACTION 2.332 A
C Organisms Homo sapiens
© 20 View Tequatrovirus T4

Macromolecule  Free fatty acid receptor 1,Lysozyme (protein)
Unique Ligands  1PE, 2YB, DMS, OLC

Figural4: Estructurasiel GPR40 humano encontradas en la base de datesotieh Data Bank
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7.2 Obtencion y optimizacion del PDB 4PHU y 5KW2

En elprotein Data Banlse obtuvo el archivo en formato PDB con el ID 4PHU cudiene

la estructura del receptor GPR40 cocristalizada con el lingande8l/Akgue fue resuelta

por cristalografiade rayo X. Posteriormente se preparo la estructura del receptor GPR40
removiendo tanto los ligandos con los cuales la proteina fue resuelta, como las moléculas de
agua y residuos propios del proceso de cristalizacion. Por otra parte, se compararon las
seawencias de los cristales resueltos de las diversas estructuras utilizadas (5TRY, 5TZ
5KW2) y con ello se observé que existian segmentos de la proteina que no estaban resueltos.
Asi, se utilizé la estructura depositada en el PDB 5KW2 como la base de la construccion del
receptor GPR40 completo mientras que las otras estructuras seautipaaa complementar

diferentes fragmentos faltantes en la estructura 5KW2 (ver figuB). 1
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Figura 15 A: Secuencias de las diferentes estructuras del receptor GPR40 dispoRidésreData Bank
en dichas figuras se puede observar su secuencia estructural en la cual en color gris se muestran los pequefios
fragmentos de los residuos faltantes en algunos de los cristales resueltos.

43



Agonista art?al
(MK-8666) Agonista parcial (MK-  Agonista completo

8666) (compuesto 1)
y ligante AP8 ]

4PHU.pdb

5KW2.pdb

5TZR.pdb

Figural5B: llustracion que muestialos diferentes cristales usados del Prddeita Bank para modelar los
fragmentos faltantes de nuestra plantilla base que fue el GPR40 con el 10 BKaAt2uctura usadaomo
plantilla se muestran color rosa salmgmientras quen diferentes colores se muestran los fragmentos
faltantesque se modelaron.
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7.30btencion de los acidos epoxiecosatrienoicos (EETS)

Posteriormente se obtuvieron las estructuras de los acidos epoxiecosatrienoidas
configuracion 14R, 158ET y el 14S, 15FEET de una base de datos curada de compuestos
comercialente disponible llamada ZINC15. Estos dos regioisomeros de los EETs fueron
elegidos debido a que son los predominantemente producidos por las enzir2E M

CYP2J. Aunado a los compuestos 14R,-EEY y el 14S, 15HEET, también se obtuvo la
estructura de ligando agonista conocido del receptor GPR40, el acido gamma linoleico.
Como se menciond anteriormente, las estructuras de los 3 compuestos sFarbtievila

base de datoZINC15 (Sterling & Irwin, 2009)en elformato mol.2. Dicho formato es
necesario para poder adecuar los pardmetros del campo de fuerza de CHARMM36 a dichos

compuestos.

14R,158EET 14S,15REET

Acido Gamma Linoleico

Figural6: En esta figura se muestra los EEE®s el grupo epoxido en la posicion que esta entre el carbono 1
tanto en configuracion RS como SR. En color naranja figura el acido gamma linoleico el cual es agonista
conocido del GPR40
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El programa VMD Visual MolecularDynamic$ se utilizd para crear los archivos de
topologia y de coordenadas tanto de la proteina, como de los ligandos de interés. Ademas de
las cargas parciales de cada atomo, el archivo de topologia contiene la conectividad de los
sistemas moleculares, la cualfesdamental para poder utilizar la técnica de simulaciones
clasicas de dinamica molecular. Los archivos de topologia se obtienen en formato PSF
mientras que los archivos de coordenadas en formato PDB. El campo de fuerza utilizado para
todos los amos, incluidos aquellos que constituyen a la proteina y a los ligandos, fue el
campo de fuerza de CHARMMS36. El protocolo se realiz6 de manera independiente para cada

uno de los ligandos.

7.4Modelado de la membrana, agregar moléculas de agua, iones y crear PSD del
sistema.

Se modelé la membrana celular utilizando el programa VMD utilizando el fosfolipido POPC.
Después de combinar a la proteina (receptor GPR40) y a la bicapa lipidica, se agregaron
moléculas de agua y iones, para asi generar los archivos finales en formétpBISgia)

Y PDB (coordenadas) del sistema completo (ver figlifia Dicho sistema contiene al
receptor GPR40 embebido en una capa lipidica (POPC) hidratada y ionizada. Dicho sistema

se denomin@omosistema APO.

S

Figural?7: Imagen del sistema completo creado en el programa conocido como VMD. En esta imagen el GPR40 se
color rosa, el agua en azul, iones en cian y amarillo y lipidos de membrana en color gris
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7.5Juntar el ligando en el sistemay creacion de los archivos PSFy PDB

Posteriormenteon el programa conocido por sus siglas como VEH)sOparaintegrar al
sistemaAPO con cada uno de los ligandos, es desg@ragreg@l acido gamma linoleico y

los EETs, 14R, 158ET y 14S, 15REET. Paraasi crearcada uno de los tres sistemas
adicionales, (1) GPR40/acido gamma linoleico, (2) GPR40/1BEIB (R/S) y (3)
GPR40/14,1%ET (S/R), se genero un archivo PDB y PSF, los cuales son indispensables
para realizar posteriormente la simulacion de dindmica moledealts sistemas. Asi, los
sistemas geerados fueron cuatro, el sistema que solo contiene la proteina nombrada GPR40
APO el cual tendra funcién de un control de las conformaciones inactivas del receptor, el
sistema GPR40/14,1BET (R/S) asi como el sistema GPR40/1EET (S/R) y por ultimo

el sistema GPR40/acido gamma linoleico.

GPR40/Acido gamma linoleico ~ GPR40/14,15EET (R/S) GPR40/14,15EET (S/R)

Figural8: Imagen de los cuatro sistemas creannsel programa VMn el cual en el sistema GPR40 APO no tient
ligante, mientras que el resto de los sistemas tienen a uno de los ligantes como se observa en la image

47



7.6Ingreso al super computo para realizar las Simulaciones de Dinamica Molecular

Una vez generado los archivos necesarios para los cuatro sistemas a investigar, es decir el
sistema APO, los dos sistemas GPR40/HEES (R/S) y GPR40/14,1BET (S/R), asi

como el sistema GPR40/acido gamma linoleico, se ingreso al super computo paralosali
calculos de la simulacion de dinamica molecular, la cual tuvo una duracionedsexs@ecir

2000 nanosegundos. Para obtener los 2000 nanosegundos de simulaciones de cada uno de
los sistemas utilizando un tamafio de paso deeth@segundos, se requirieron en promedio

11-12 meses de uso continuo de los equgasupercoémputo.

7.7 Analizar las interacciones de la DM y comparar resultados con el &cido gamma

linoleico

Durante y al final de la culminacion de las diferentes trayectorias generadas a partir de los
calculos de simulaciones de dindmica molecular, se realizé andlisis visual de los diferentes
sistemas. Posteriormente se realizaron varios analisis numéricasbpemar informacion
cuantitativa sobrelas interacciones resultantes relevantes (a través de distancias), la
estabilidad global del receptor and el ambiente fisiol6gico (a través del calculo de la raiz
cuadratica media de las distancid@MSD), la estaltidad estructural (fluctuaciones) de
segmentos especificos (a través del célculo de la raiz cuadratica media de las fluctuaciones;
RMSF) y los cambios en la estructura secundaria de diferentes regiones. Aunado a esto, se
analizaron lagonsecuencias conformacionales en el receptor GPR40 debidas a la presencia
de los dos acidos epoxiecosatrienoicos seleccionados y del &cido gamma linoleico, el cual es

considerado un ligando agonista de GPR40.
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8. Resultados

El primer resultado generado es la obtencién del receptor GPR40 completo el cual se modelo
a partir de logristalesen formataPDB, disponibles del GPR4én la base de dat&sotein

Data Bank La figura 19muestraal receptorcompletq resultadodel modelamientale los
pequefios fragmentos faltantdglemas de las estructuras disponibles de GPR40, la figura
19 muestra en distintos colores fragmentos que hacian faéia el cristal que se usé de
plantilla, principalmente (5KW2.pdbEs importante tener un receptor completo ya que de
esta manerdos resultads de las simulaciones de dinamica molecytadran mostrar
cambios conformacionales y estructuraéestodas las regiones, incluidas tanto las de la

region Nterminal y Gterminal, asi como todos Iésopsintracelulares y extracelulares.

f
Agonista parcial

(MK-8666) Agonista parcial (MK-  Agonista completo

8666) (compuesto 1)
y ligante AP8

4PHU.pdb

5KW2.pdb

5TZR.pdb

Figural9: Estructura completa del receptor acoplado a proteinas G nimero 40 de humano modelado a partir
de las estructuras disponiblesknotein Data Bank
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Una vez obtenido el GPR40 humano completo se hizo la seleccién de los &cidos
epoxiecosatrienoi® En este contextode acuerdo cordiversas investigaciones por
Campbell y colaboradoreel regio isomero EET4,15 presenta unanayor actividad
biologica, mostrando efectos antiinflamatorios en endotelio y corazon, mejcaanido
condicion de ratas con afecciones cardiovascu(@aspbdl et al, 2017) Por earazén

para poder realizar este estudio de simulaciones de dinamica mojeoplasimos el acml
epoxiecosatrienoicoon el grupo epoxido entre el carbono 14 ytdrio en configuracion
ARO como NS0 ( VAsh seebtlviaronflas gstuctatasitnOnyionalesle

dichas moléculasn el formato mol2, el cual contiene la informacion necesaria para obtener
los archivogjue se necesitaragi podeintegra dichas moléculaal sistema macromolecular

de estudio.

avs

< 14R,15EET 14S.15REET

Figura20: Estructura tridimensional de los acidos epdxiecosatrienoicos seleccionados
usarlos como ligantes en nuestra simulacion de dinamica molecular.

De manera final para podeealizarla simulacién de dinamica molecular s=liz0 el
modelamiento completo de los sistemas GPR40/APO, GPR40/acido gamma linoléico,
GPR40/EET(R/S) y GPR40/EET (S/R), los cuaeda figura 21Dicha figura muestra a los
cuatro sistemasesultantes erondiciones fisiolégicases decir con los fosfolipidos de
membrana que contienen al receptor, el agua que sdhsiia al receptor como a la
membranay por ultimo los iones de ANa" que estan en una concentracion de 0.15 molar.
Los archivos de estos sistentamtienen la informacion de los atomos en el espacio, el cual
estaddado por eformatoPDB, asi como la conectividad de cada uno de ellos (topologia), la
cual se encuentra depositada en el archivo denominado A8Bos archivos son

indispensables para que pueda ejecutarse correctamente la simulacidon de dinamica

50



molecular. Sin estos archivos no es posible calcular las trayectorias propias de las

simulaciones clasicas de dinamica molecular.

GPR40/Acido gamma linoleico

$2.

Figura21: Imagen de los cuatro sistemas creados en el cual en el sistema GPR40 APO no tiene un ligante, mi
el resto de los sistemas tienen los ligantes objetivos de estudio.
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Antes deniciar el analisis déos resultados de lasmulacionesie dindmica molecular se

realiz6 un andlisis preliminaen el cualse generdun alineamiento de la secuendea
aminoacidosle los cuatro receptores de acigmssos libresle humanoes decir del GPR120
(FFAR4), GPR40 (FFAR1), GPR43 (FFAR2) y GPR41(FFAR3) pdeterminar la
conservacion demotivo estructural E/DRY, quee encuentra localizado en la region
intracelular y que se ha demostrado como de gran importancia en la activacion de esta familia
de receptoreDe acuerdo con la nomenclatura de Ballest#veinstein, esta localizado en

las siguientes posicioneB/D34°R35%35% Encontramos resultados interesantes, como se
observa en la figuraZ donde se puede ver que en el caso del GPR40 (FFAR1) el motivo
estructuralestaformado por la triad&34°R3-5% 351 (Glicina, Arginina y Tirosina coloreado

en amarillo) miatras que en el caso del receptor GPR120 (FFAR4), el motivo estructural es
E34R350y351 (Acido glutdmico, Arginina, Metionina, coloreado en cian). El cambio de
identidad en la posiciéB.49entre la glicina del GPR40 y &cido glutdmico del GPR120 se
encuentra en proximidad del sitio alostérico 2 de union a ligandos y por lo tanto podria
generar diferencias significativas entre ambos receptores y su capacidad por unirse a
diferentes ligandosks decir, ligandos con grupos carboxilgodrantener una mayor
posibilidad de unirse al sitio alostérico 2 del GPR40 que del GPR120, ya que la presencia de
un residuo cargadwegativamente como el acido glutamico en la posigiétidel GPR 120,

crearia una repulsiéon electrostativéase la figur&3 para observar la comparacion del
motivo estructural del sitio alostérico numers diel GPRO, dondeel motivo seconstituye

por los aminoacido&349R350y 351y e| motivoestructurablel receptor del GPR120 que esta
formado por la triad&349R35M35% Este resultades un punto importante para tomar en
cuenta ya que la cadena lateral del residuo de glicina ocupa un menor espacio que la
correspondiente cadena del residuo de glutamato. Aunado a esta diferencia de volumen, la
presencia de una carga negativa en la cadeeaal en el caso del GPR120, podria
desfavorecer la interaccion del grupo carboxilato de un acido graso libre para unirse en esta

region del receptor debida a la yarmmo®nada repulsion cargaarga.

GPR120 FFAR4 HUMAN VMTLSGSVTILTLAAVSLERMVCIVHLORGV--RGPGRRARAVLLALIWGYSAVAALPLC 174
GPR40  FFAR1 HUMAN AHFFPLYAGGGFLAALSAGRYLGAAFPLGYQAFRRPCYS--WGVCAAIWALV-—-—-—--- LC 136
GPR42 FFAR2 HUMAN GFYSSIYCSTWLLAGISIERYLGVAFPVOYKLSRRPLYG--VIAALVAWVMS-----~ FG 139
GPR41 FFAR3 HUMAN IFFTTIYLTALFLAAVSIERFLSVAHPLWYKTRPRLGQA--GLVSVACWLLA-———--- SA 145

Figura22: Alineamiento de secuenciesalizada en Clustal Omegda los diferentes receptores de acidos gr
libres conocidos hasta ahora. En esta imagen en colores se resalta eEfRRiYoconservado en la clase A
los GPCR.
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GPR40 (FFAR1) GPR120 (FFAR4)

Figura23: Comparacion del motivo G3.49 R3.50 Y3.51 del GPR40 con el E3.49 R3.50 M3.51 de C

Posteriormente también se realimd alineamiento en skervidorClustal OmegéSieverset

al., 2011) pero esta vez con las secuencias del receptor GPR40 tanto en mamiferos como en
reptiles y anfibios (véase figurd)2con la finalidad de observar la conservaaéhmotivo
G349R3:50y351 cercano al sitio alostérico 2 de unién a liganéwosel alineamiento pudimos
observar que todos los mamiferos y los anfibios conservan el n@titfR3°0y 35 sin
embargo, Unicamente en el caso de las serpientes que provienen de un ancestro en comun
diferente, existe un cambio en el residuo de Tirosi?&Y por el residuo de Fenilalanina

(F35Y); dicho cambio es minimo ya que ambos residuos pertenecen al grupo de aminoéacidos
aromaticosg/ esta mutacion evolutiva no compromete la interaccidigeados en este sitio

de unién
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Mouze o= ==== MDLEPOLAFALY VIAFALGFEPLNLLATRGAVIHARLRLTE AL VY TLHLGCED 52

@Gorilla 00 ——————— MDLPEPOLAFGLY VAAFALGFPLNVLATRGATAHARLRLTEPELVYALNLGCSD 52
Humane 00000 o ———— MDLPPOLAFGLY VAAFALGFPLNVLATRGATAHARTRELTP3LVYALNLGC 3D 52
Chimpance—HZQGZS ———————— MDLPEPOLAFGLY VAAFALGFPLNVLATRGATAHARLRLTEPELVYALNLGCSD 52
Elefante = —--=-——- MOLPPOLFFALYVTAFALGFPLNVLYIRSAASHARTRLTPALVYATLHLGC 3D 52
Delfin -—-MHLPPOLAFALYMAAFALGFPLNALATAGAVIHARLELTEPELVYALHLGCSD 52
Canis  ———————= MDLPPOLFFALYVAAFALGFPLNILATGGAVIHARLRLTEPELVYALHLGF 3D 52
Rana VAPNPGHVEMLVDNLLLAVY VLTIFLGLEP S NIMYV LY LFFEEARSRLTPNLIYMINLCWED &0
Tortuga 0 0 ——=—==—- MDPLDTLALAVY 3VTILLGLPANALYVLY ITFY 3PARTRLTPNLIYMINLCLSD 52
Cobra  ———————- MATWETI A LVYVY GATILLGLPENILALY TFYCRARTRLTPNLIYMINLC LD 52
Serpiente ———————— MATWEI TS LVYVY GATILLGLPENILALY TFYCPARTRLTPNLIYMINLC LD 52
. :*\ 1 *\*\:*\*\:.: .*\: *\*\*\*\.*-:*\::*\ xS
Mouse LLLATTLPLEAVEALASGAWPLPLPFCPVFALAHFAPLYAGGGFLAAT SAGRY LGAAFEPF 112
Gorilla LLLTVELPLEAVEALASGAWPLPASRLCPVFAVAHFFPLYAGGGF LAAT SAGRY LGAAFEPL 112
Humano LLLTVSLEPLEAVEALASGAWELPASLCPVFAVAHFFPLYAGGGF LAATL BAGRY LGAAFEL 112
Chimpance—HZQGZS LLLTVELPLEAVEALASGAWPLPASRLCPVFAVAHFFPLYAGGGF LAAT SAGRY LGAAFEPL 112
Elefante LLLAVSLPLEAVEALARGAWLLPAALCPVFALAHFAPLYAGGGFLAAL 3AGRYLGAAFEL 112
Delfin LLLATELPLEAARATAGEAWPLPASLCPAFALVHFAPL Y AGAGF LAAT 3VEGRY LGAAFEPL 112
Canis LLLAASLPLEAVEALALGAWPLPAPLCPAFALAHFAPLYAGGGFLAAL 3VEGRYLGAAFEL 112
Rana LYVFIMYVLEIRITEIF- 38TWTILPOILCPLYNLIHF 3TIYASVCFLBAVEVEGRYLSTAFET 112
Tortuga LAFYVLILPLEILEYVV-PPGWIPPNFLCPLY SLAHFGTLYASTCFLTAVIAGRY LGAAFEPT 111
Cohra LYVFILFLPLEMLEEG- FMDWTMEPGFLCPLYNLIHFGTIYT S3ACFLTAVIAGRELGAVYEL 111
Serpiente LYVFILFLPLEMLEEG- FMDWTMEPGFLCPLYNLIHFGTIYT S3ACFLTAVIAGRELGAVYEL 111
* : *\*\:*\ * * * :*\*\ : : * ok :*\:. *\*\:*\:*\.*\*\:*\.:-:*\:
Mouse GYOATRRPRY AWEVCVATWALVLCHLGLALGLET 3GEWLDNST 23 LGINTIPVNGSPVCLE 172
Gorilla GYOAFRRPCY AWEVCAATWALVLCHLGLYFGLEAPGEWLDHENT 3SLEGINTEPVNGIPVCLE 172
Humano GYOAFRRPCY AWEVCAATWALVLCHLGLYFGLEAPGEWLDHENT 3SLEGINTEPVNGIPVCLE 172
Chimpance—HZQGZS GYOAFRRPCY AWEVCAATWALVLCHLGLYFGLEAPGEWLDHENT 3SLEGINTEPVNGIPVCLE 172
Elefante FYOATRREPCY W VCAATWALVLCHLGLYLGLEAP GEWMDNAT 3L 3TEVNGEEVCLE 172
Delfin Y OAARRPRY AWEVCVATWALVLCHLGLYFGLEAPGEWLDNTT 2 3LGISTPVNGIPVCLE 172
Canis GFYOAARRPRY SWAVCAATWALVLCHLGLYVFGLEAPGEWVDNTT 33 LEINTEVHNGEEVCLE 172
Rana EYNIYEEPRY 3CLYVCVILWYIVIFHMAFVFLVET 3QNG— SIALFL-THNHDHNTWLCYE 174
Tortuga RYOLYEEPLY 3CLVCVATWT LVAFHGILLLILET2LGA- - - - NATLFI-GN--—-GTACYQ 1683
Cohra HY QAYEREPCY 3CLYVEVEIWILYVGFHEVLLFALETSRDT- - - - N33LFA-GN--—-333CYH 163
Serpiente HYQAYRRPCY3CLVSVEIWS LVGFHGYVLLFALET SRDT- - - - 888LFA-GN--- 888CYH 163
*1 HEE A . Lo *
Mouse AWDPD-—--SARPARLSFEILLFFLPLVITAFCYVGCLRALVRESGLIHERELRA AW VAGEA 229
Gorilla AWDLA---SAGPARFSLEALLLFFLPLATTAFCY VGO LRALAHSGLTHREELRA AW VAGEA 229
Humano AWNDPA-—--SAGPARFSLEALLLFFLPLATTAFCY VGO LRALARSGLTHREELRA AW VAGEA 229
Chimpance—HZQGZS AWNDPA-—--SAGPARFSLELLLFFLPLATTAFCY VGO LRALAHSGLTHREELRA AW VAGEA 229
Elefante AWDPT---LAGPARFSLELLFFFLPLTITAFCY VGO VRALAHSGL S HRRELRA AW VAGEA 229
Delfin AWDPA-—--SAGPARFSLELLLFFLPLVITAFCYVGCLRALARSGLIHRRELEA AW VAGEA 229
Canis AWDPA-—--SAGPARLTLELLLFFLPLTITAFCY VGO LRALARSGLIHRRELRAAWVAGEA 229
Rana NFTEECQLALYVYVEPVRFEL R IVLYFFPLATTLFCYVECIRILMESPMHVNLERFAMRVAYVTT 234
Tortuga EFSPEQLALLAPVRLELSVALFFLPLYVITVFCYAGCIHYVLIESRLHEQEERRAVRLATAT ZZ3
Cohra NFSEDOLALLYPYVRLELEVILFFLPLLITAFCYAGCIRVLVGIHLHLREERRAVREVAVAT 223
Serpiente NFSEDQLALLVEPVRLELSVVLFFLPLLITAFCYAGCTIRVLYVGEIHLHLREERRAVRVAVAT ZZ3
: *\I*\: :*\: ::*\:*\*\ * & *\*\*\..*\:: * * : . * :*\ :*\
Mouse LLTLLLCLGPYNASNVARFINPDLGESWRELGLITGAWSVVLNPLYT Y LETGPGRETIC 289
Gorilla LLTLLLCVE P YA SN VASFLYPNLGEAWRELGLITEAWAVVLNPLVT Y LERGPGLETVC 289
Humano LLTLLLCVEPYNASNVARFLYPNLGEEWRELGLITGAWSVVLNPLYT Y LERGPGLETVC 289
Chimpance—HzQGZS LLTLLLCVEPYNASNVARFLYPNLGEEWRELGLITGAWSVVLNPLYT Y LERGPGLETVC 289
Elefante LLTLLLCLGPYNASNVAGFLEPDMGESWRELGLITEAWSVVLNEPLYT &Y LT GO WAL 289
Delfin LLTLLLCLGPYNASNVAGFLHP 3T GECWRELGLITGAWIVVLNPLVT &Y LT ERETTR 289
Canis LLTLLFCLGPYNASNVAGFLEPDIGECWRELGLITGAWIVVLNPLVT &Y LT ERYT 3V 289
Rana LYVWFIVCFAPYNI SHVVGFYVIHE- BVIWWREWALLEP 3TCNAFLDPLIFYFI 33 SMDOGFYH 293
Tortuga LEVFVLCFGPYNLSHVVGEYARGE-DVIWWRRVALLP GACNAFLDPLIFYFL 3 3ARDHGLAW 282
Cohra LEVFVLCFGPYNISHVVGFIYGE-DVIWWRT VALLE BACNAFLDPLIFYFLEBAVDDGIVO 282
gerpiente LEVFVLCFGPYNISHVVGF IYGE- DVWWRT VALLE 3ACNAFLDEPLIFYFLASAMDD IV ZBZ
S R o - L B HE
Mouse VIRTORGTIOR-——————————————————— - ——— - ————————————— 300
Gorilla N e e L) e e e e it 300
Humano AARTOGGRSQR-——————— === ———————————— - —— - 300
Chimpance-HZ0QG25 AARTOGGRAOR-—— -~~~ ——m— - m e m e 300
Elefante VARMQEMT §QK-——=————————————————————————————————— 300
Delfin EARTREED §OR- —— == — === ———m e mm oo o 300

Figura24:Alineamientorealizado en Clustal Omega donde se muestiselagencias del GPR40
distintas especies de animales dichas secuenciasagserva lo alt@ue eda conservacion de li
estructura y del motivo estructural GRY endégintas especies animales
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Finalmente se realiz6 un arbol filogenético utilizandosetvidor Clustal Omega para
observar como cada uno de estos grupos evolucionaron. En la igg@Bserva que todos

los mamiferos provienen del mismo ancestro en comuan, mientras que los anfibios, reptiles y
serpientes provienen den ancestro en comun diferente. Los resultados anteriores de los
organismos vivos analizados sugieren que la conservacion del motivo estructural
G349R3:50y351 en el receptor GPR40 debe ser importante en la funcién del receptor ya que

existe una presion evolutiva importante para mantenerlo.
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Figura25: Arbol filogenéticoobtenido de Clustal Omega donde se muestra la evoldel¢
GPRA40 entre las diferentes espededos animales seleccionados
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8.1Gréficos de RMSD

Paralos sistemasGPR40APO, GPR40/acido gamma linoleico, GPR40/14ET (R/S) y
GPR40/14,15ET (S/R), el primer analisis cuantitativo realizado estuvo relacionado con los
graficos de ladesviacioncuadratica media, conocido por sus siglas en inglés como RMSD
(Root Mean Square DeviatipnPara este analisi® tomo en cuenta solo los dtomos pesados

(no hidrégenos) de la cadena principal de los residuos de las hélices transmemiithnales.
analisis de RMSD tiene como objetivo considerar el comportamiento global del reeptor
condiciones fisiologicas a largode la trayectoria de la simulacién. Tal comportamiento es
usualmente utilizado para considerar un equilibrio estructural del sistema protéico. Asi, se
tomaron en cuenta solo los atomos de las hélices transmembranales ya que los bucles, tanto
intracelulare como extracelulares, tienes movimientos mas libres por lo cual daria resultados
mas dispersos sobre el estado de la estructura principal del redeptaiefe hélices
transmembranal@sPor otra partegcabe mencioar que el sistema AP@in ligante)sirve

como un control y referencia de las conformaciones inactivas del receptor GPR40 mientras
que el sistema GPR40/acido gamma kiwal sirve como referencia de conformaciones del
receptor en presencia de un ligando agonista. Ambas serviran como punto de comparacion
contra los sistemas que tienen al receptor GPR40 enlazado a los ligardos

epoxiecosatrienoicos (EETS).

Como se observa en la figur&, dos valores de RMSD del sistema APIOs cuales se
muestran en el grafico parecen alcanzar un equilibrio estructural después de los 700 ns a
un valor relativo a la estructura inicial de menos de ® cual nos indica que sin presencia

de ligante se puede observar el equilibrio del cambio global de la proteina después de los
700.ns Cabaclarar que el sistema GPRA®O fue investigado por 1000 ndentras que

los sistemas con ligando se investigaron con una simulacion de 20@6r 1ss1 parte, en el

caso de los sistemas en presencia de ligandos se observa que alcanzan un equilibrio
relativamente prontces decir, a los pocos cientos de nanosegundos de haberse iniciado la
simulacion tal y como se pueder en los graficos B, C, y D. En los graficos mencionados

se observa queudante la simulaciétos valores de RMSD relatamente menoresa  en
comparacion d& estructura inicianos sugiere que la presencia de ligantes agonistas puede

hacer que el sistema alcance la estabilidad estructural relativamente rapido y a un valor menor
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de RMSD, en contraste de cuando el sistema est4 en ausencia de un ligante, tal y como se
observéen el grafico A del sistema GPR40/APO.

RMSD-Sistema APO RMSD Sistema GPR40/acido gamma linoleico
5
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Figura26: Grafico A muestra el RMSD del sistema AB@el cual el tiempo de simulacién de 1000 ss y
estabiliza la proteina en un valoraj@oximado d8 , mientras que en los sistemas con ligante (Imagenes
B, C y D) con una simulacion de 2000, 1s& puede observar que se estabiliza a un valor de RMSD deall.5
poco tiempo de imiarla simulacién
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8.2ldentificaciéon de los residuos de interés que interactian con los ligantes

Con base a los antecedentes de los datos experimentales de Yediakioyadore§Yabuki

et al, 2013)donde se compara experimentalmente la activacion del receptor GPR40, se
observo que el compuesto denominado T8#6 al ser agregado junto con el acido gamma

I i n o l-EA; lgando(agonista) obtienen resultados que sugieren que ambos ligandos se
unen a sitio diferent es .-LABauneteootrots digtintatah d o i mp
ya identificado por cristalografia para TA5, ya que al agrag ambos agonistas se
potenciaba la sefial de liberacion dé*®dracelular. Por lo cual con base en esta informacién

y a la informacién cristalografica del PDB con el codigo 5K@iservamos que los residuos

de la cadena lateral que interactian con el carboxilato de los ligandos serian la Y44, Y114,
S123 y R118 (véase figurd@)2 Este ultimo residuo, R118, mostro interaccion directa earga
carga con el carboxilato de los ligandos por lapsos de tiempo durante el andlisis de nuestras

simulaciones (ver analisis de distancias).

GPR40/Acido gamma linoleico GPR40/EET (R/S) GPR4O/EET (S/R)

Figura27: Esta imagen representa los tres sistemas simulados en los cuales se observ
Y44, Y114, S123 y R11Biteractuaban con el carboxilato de los ligantes.
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8.3 Graficos de distancia

Una vez identificado los residuos que interaccionan con el grupo carbox@&@i®) de los
tres | ié,eEEETBRISY, EEBS/R, se procedidé a obtener las distanciaslideos

grupos con los grupos hidroxileQdH) de los residuos Y44, Y114 y S123 del receptor. Las
distancias se obtuvieron mediante scripts en el lenguaje TCL que fueron ejecutados dentro
del programa VMD. Los 100,000 datos resultantes de distancias, comesges a 2.0 pys

de simulacion, fueron graficados con el programa MS Excel.

Para poder comprender la figur8 &l codigo de colores indica lo siguiente: los datos
graficados en col or negro pertenedAitosa | as
datos graficados en color gris pertenecen al ligandeESTmientras que los datos en color

verde pertenecer Bfjando EETFS/R. Las graficas individuales de cada sistema son incluidas

en el apéndice A.

El gréfico A de la figura muestra la distancia entre el carboxilato@O) de los ligandos

con el grupo hidroxilo de la tirosina 44 (Y44). Las distancias de interaccién varian entre los
3A alos 4A para el caso del ligando EESIR (linea en color verde). Los valores de distancia
muestran lapsos de tiempo relativamente cortos que describen una separacién de los dos
grupos quimicos de entre 5 A y 6 A de distancia. Mientras que en el grafico B se pued
observar que el carboxilato de los ligandos se mantiene interaccionando capcel gr
hidroxilo de la tirosina 114 y exploran valores de distancia de entre 3 A a 4 A. Por su parte,
en el grafico C se muestran las distancias del carboxilato con el hidroxilo del residuo de
serina 123 (S123), donde podemos observar que los valores seneramtre 3 A a 4 A,

que asociamos a una interaccion estable, siendo el ligand&MEdl que se aleja hasta 5 A

por un lapso corto de tiempo.
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A Distancia entre -COO ligantes vs -OH Y44
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Figura28: Graficos dealistancias del grupo hidroxilo de la Y44, Y114, S123 contri
carboxilato de | os | igant es -ldApen dobr gfise
el EET-R/S y en color verde las distancias del ligante £
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Asimismo, se evaluo las distancias entre el carboxilato de los ligandos contra el carbono en
la posicion Z (CZ) del residuo de arginina 118 (R118), ya que como podemos ver en la figura
29, en el sistema con el ligando EBSIR, se observan distancias alrededor deadpartir

del nanosegundo 800 que asociamos con interacciones directasargay&n el caso del
ligando EEFR/S, aunque se observan acercamientos entre R118 y el grupo carboxilato del
ligando, tales aceamientos son poco frecuentes. Un comportamiento similar se observa para
el caso de sistema con el ligando agonista, el acid6 gammédmdPor ultimo, la figura

30, muestra un analisis de contacto de los ligantes con estos residuos evaluados, donde
podemos observar que el EfSIR durante los 2000 ns de simulacidn estuvo en contacto el
73% del tiempo con la R118, mientras que el acido gamma linoleico estuvo ertacontac
directo el 54% y el EER/S el 12% del tiempo de simulacion, lo que resume el
comportamentoobservado en el gréafico de la figurd Durante el analisis de contactos se
considerd un contacto si cualquier atomo pesado del grupo carboxilato se localizaba a una

distancia de contactos a 4 A de la cadena lateral del residuo R118.

Distancia entre -COO ligantes vs -CZ R118

- - =
N = (<]

=
o

Distancia (A)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Tiempo ns

——GPR40/4cido gamma linoleico GPR4O/EET (R/S) —— GPR40/EET(S/R)

Figura29: Graficos de distancias del carbone@4) R118 con el carboxilato de los ligantes.
verde se muestra el EEJ/R, el cual a los 800 ns se acerca a distanciaida 3A.
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Contactos a 4 A dcido gamma linoleico Contacto a 4 A EET - (R/S)
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Figura30: Graficos del porcentaje @entactos de los residuos Y44, Y114, R118, S12 con los ligantes acidos ¢
linoleico, EETR/S, EETS/R.

GPR40/.

GPR40/

S GPR40/14,15-EET-RS

]

ICL2

Figura31: Imagen de la dltima fase de simulacion que represeniatéaacciones de I¢
ligantes con los residuos identificados en el sitio alostérico nimero dos.
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8.4 Contactos entre los residuos de la cadena lateral que interactian con los atomos
de los ligandos

Para conocer la identidad de los residuos que interactian con los ligandos se realizd un
andlisis de contactosgste andlisis se encontré6 como el mejor, ya que la cadena
hidrocarbonada es bastante dinamica siendo dificil visualizar en un gréafico de distancias la
interaccion de los residuos del receptor con los ligantes. Este aratisistio en obtener los
residuos que interacttian a una distancia de 4 A (y 5 Alaccaxdena hidrocarbonada de los
ligandos. Para este andlisis se realizé un conteo y solo se considerd relevantes aquellos
residuos que contactaban a los ligandos por un porcentaje mayor al 60% dddai&ém

Asi, de todos los residuos evaluados, utilizando el programa VMD, se obtuvo que los que
interacttan con los ligantes a 4 A de distancia por arriba del 60% son: A102, A99, A98, G95
y 1197. Los cuatro primeros se localizan en la transmembrana 3rasieque el dltimo
residuo se localiza en la transmembrana 5. En la figResta la ilustracion de donde se

encuentran ubicados estos residuos.

Figura32 Residuos que interacttan &4on la cadenaidrocarbonada de los ligantes.
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Una vez identificados estos residuos se grafico el porcentaje de veces que ctogactan
residuoscon la cadena hidrocarbonada de los ligantes durante los 2000 ns de simulacion.
Como podemos observar en la figurd 8e manera generdlemosconcluimos que la
mayoria de los residuos antes mencionados contactan a la cadena hidrocarbonada de los
ligandos por arriba del 60% del tiempo. Estas interacciones forman parte de las
contribuciones que mantienen estables a los ligantes en el sitio de Deidmanera
interesante, el residuo de alanina 98 (A98) e isoleucina 197 (1197), contactan con la cadena
hidrocarbonada del EE%$/R, pero no con la correspondiente contraparte del acido gamma
linoleico y del EETR/S. Detalles son la relevancia de dicho resultado selkctividad del

receptor seran retomadas posteriormente.

Contactos a 4 A acido gamma linoleico Contactos a 4 A EET-(R/S)
23% sox 79%
79% °
90% 20% 69%
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70%
70%
60%
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50%
50%
20% 40%
30% 30%
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10% 10%
0% G95 A99 A102 0% G95 AS9
Contactos a 4 A EET- (S/R)
90% 82% 81%

75%

80% 70% 73%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
695 498 99

0% AL02 1197

Figura33: Graficos que muestran el porcentaje de los contactds@edos residuos con la cadena hidrocarbonada ¢
ligantes.
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De igual manera se evaluaron los contactos utilizandladmo la definicion de contacto.

De acuerdo con la figurat3e pudieron identificar aquellos residuos que contactan por arriba
del 60% del tiempo de la simulacion. Los residuos son: V134, L133, 1130, V126, G103,
L190, L189, L193, P194, P40y 1197.

GPR40/

GPR40/

GPR40/

[ 7

Figura34: Residuos qunteractian a B con la cadena hidrocarbonada de los
ligantes.

En lafigura 3 se observalos graficosde tipobarrados cuales muestran @orcentaje$os
residuosque contactawon los ligandosen estos graficosodemos observar que el grupo
epoxido presente en ambos ligandos, el £ y EETS/R, establece interacciones por
puente de hidrégeno con el residuo de prolina 194 (P194) localizada en le transmembrana 5.
En el caso del acido gamma linoleico, su cadgm@carbonada carece de tal grupo quimico

y por lo tanto solo establece interacciones débiles viaugpo @lquilo. En el resto de los
contactos podemos observar que todos se encuentran por arriba del 60%, lo cual nos puede

indicar que estos otros residuos también forman parte del sitio de union a ligando.
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Contactos a 5 A &cido gamma linoléico Contactos a 5 A EEF(R/S)
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Figura35: Graficos que muestran el porcentaje de los contactos a 5A entre los residuos de latemeleoan los ligantes

66



8.5Analisis de estructura secundaria

Para el analisis de estructura secundaria, centramos nuestra atencion en dos regiones del
receptor GPR40. El primer segmento analizado fue entre los residuaislPdZvéase figura

36, imagen A) que abarca parte de la transmembrana 3 (TM3), el bucle intracelular 2 (ICL2)

y parte de la transmembrana 4 (TM4). Esta regiéon se ha postulado como relevante en la
interaccion con ligandos y en la activacion del receptor. En particular, spdtalasio que

la parte del bucle intracelular 2 (ICL2) cambia su conformacién de desordenada en ausencia
de ligando a helicoidal en presencia del mismo. Mientras que el segundo segmento de interés
para el analisis de la estructuralsetaria fue la parte @rminal (Figura 8, imagen B).

Esta regidbn no se encuentra resuelta en las diferentes estructuras disponibles y nuestro
andlisis previo indico quel receptor adquiere una estructura helicoidal entre los residuos
284 al 290.

Figura36: Imagen A: primera region tomada en cuenta para el andlisis de estructura secundaria. Ir
region Gterminal mostrada en color verde y en rojo la zona donde se encuentran los residuos 284 ¢
tenenc ambi os de fAcoil 06 a Ah®lice
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De manera paralela, se realiz6 la prediccion de la estructura secundaria utilizando dos
servidores gratuitos que a partir Unicamente de la estructura primaria (en formato FASTA)

de la proteingpueden predecir la correspondiente estructura secundaria. Los dos servidores
utilizados fueron PORTER y PSIPRED. Del servidor PORTER, como se muestra en la figura

37, se puede observar que nos daougm tadiegor de
significa Ah®liceo. Una vez sabiendo este ¢
evaluada (residuos 1€24), se predijo que en la zona del bucle intracelular 2, la cual va de

los residuos 113 al 119, no forma una alfa hélice (resatad color verde) mientragie,

por otraparte,en la region @erminal (residuos 279 al 300) se predice la formacion de una

pequefa hélice entre los residuos 282 al 292 (resaltados en color amarillo).

/ /
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Figura37: Resultados obtenidos del servidor PORTER de la prediccion de la estructura secundaria del GPF
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Por otra parte, de acuerdo con el servidor PSIPRED el cual en un cédigo de colores nos da
el tipo de estructura secundaria. En nuestro caso el color rosa se refiere a los residuos que
forman Ah®l icesdo y el col or g r arias, es teair o a
i ¢ o iCbnoesta aclaracion del codigo de colores para visualizar los resultados de este
servidor, se puede observar en la figura nUm8rque los residuos 115 al 117, los cuales
corresponden al segmento del ICL2 forman una pequefia (r&gatada en un recuadro
verde). Por otra parte, en la region de la parter@inal, se puede observar que hay la

formacion de una hélice a partir de los residuos 281 a 292.

10 20 30 40 50
A[Llfe[Fi[p]LiN]Iv[L[alT]
U[SlcAwPrP L P

Strand || Helix Coil |:| Disordered

l:] Disordered, protein binding Putative Domain Boundary Membrane Interaction Transmembrane Helix

Extracellular . Re-entrant Helix Cytoplasmic Signal Peptide

Figura38: Resultados obtenidos dsrvidor PORTER de la prediccion de la estructura secundaria del GPR

Una vez teniendo en cuenta estos resultados de prediccion, se procedio a obtener los datos
de estructura secundaria del GPR40 de los 2us de simulacion de dinamica molecular con la
ayuda del programa VMD. Los resultados son graficados, mediante gadinaspas de

calor utilizando el R softwarel.os primeros dos mapas de calor reflejan los cambios en la
estructura secundar| sistema GPR4BPO. En la figura 3 A se muestra el mapa de calor

del primer segmentevaluado que va desde el residué aD122 del receptor y que centra
nuestra atencion en los cambios estructurales que ocurren en el bucle intracelular 2 (ICL2;
residuos 11€4117). En particular la estructura secundaria definida como de hélice (H) se
muestra en color deegro Como se puede observar, dicho segmento mantiene una

conformacion estructural de hélice a lo largo de toda la simulacion.
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Por otra parte, en la imagen B de la figugas® observa graficada la regiorte@minal del

sistema GRP4& P O. En esta gr 8f i c asermuestrede toloubtancar a de
y fAtail ( T) colorazilrapuiensas qua las hélices son representadas en color

negra Como podemos observar, a lo largo de la simulacién, no existe la formacion de
regiones helicoidalgs h ® H)i en di¢ho segmento, por lo que no observamos al cetpo

en el mapa de calor. En otras palabras, en la paae@nal del sistema GPR4PO no se

observa la formacion de segmentos helicoidales en los residuos 284 al 290 como se habia

sugerido por los métodos de prediccion de la estructura secundaria.

A Estructura secundaria Sistema GPR40 APO Residuc42®6
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B Estructura secundaria Sistema GPRé&tlo gamma linoleico Residuos 2295
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el 1111 |
281
282
233 Cédigo de colores
284
» 285
O 286
3 287
‘n 238
& 289
230

231
232
233
234
235
236

500 1000
Tiempo ns

Figura39: Mapas de calor de la estructsecundaria del GPR40 APO. Imagen A: muestra la regié

bucle intracelular dogue va de los residugkCL2). Imagen B: la regién en la cual se forma una pec

hélice en los residuos 284 al 289 deberia ver un color negro de hélpErp no se forma en el GPR:
APO que esta ausente de ligante.
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Residuos

Residuos

Residuos

Posteriormente se procedi6 a evaluar los cambios de la estructura secundaria de los sistemas
en presencia de los ligandos. A continuacion, en la figdisze muestran los mapas de calor

que evaluan los cambios de estructura secundaria de los tres sistemas con ligando
(GPR40/acido gamma linoleico, GPR40/ERTS y EEFS/R). Los tres mapas de calor de la

figura muestran al primer segmento analizado que vaeddgesiduo numero 6@l 122y

del residuo 111 al 117 eshmicle intracelular 2 (ICL2). El resultado del andlisis el mapa

de calor en color negiiadica que el ICL2 mantiene una conformacion de hélice en los tres

sistemas.
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Figura40. Mapas de calor de los residuos 102 al 124 de los tres sistemas con ligaotés: B@grosemuestral
los residuos que forman una hélice en el ICL2.
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Por dltimo, en la figurdl se muestran los mapas de calor de los cambios en la estructura
secundaria de la regién-t€rminal para los tres sistemas que contienen ligandos. Como
podemos observar en el mapa A, el cual corresponde al GPR40/acido gamma linoleico, en el
segmento computspor los residuos 284 al 290, durante varios lapsos de tiempo se observa

la formacion de un segmento helicoidal, el cual se muestra emeglar Por otro lado, en

el mapa de calate la imagemB que corresponde al sistemaRER/EETR/S, se muestra la

formacion de la hélice durante varios lapsos de tiempo, correspondiente al color negro, de
manera similar a la observada para al caso del receptor enlazado al ligando agonista
(GPR40/acido gamma linoleico). En el caso delmapadd or mar cado con | a
cual corresponde al sistema GPR40/E&R, no se observé la formacion de un segmento
helicoidal a lo largo de los 2000 ns de simulaci@nque no observamos el color negro en

el mapa de caloiDe manera interesante,siéétema GPR40/EE®/R no se comporta de la

misma manera que los otros dos sistemas que contienen liganadacion cofos cambios
conformacionales del segmentot€minal. Las consecuencias de la diferencia en el
comportamiento en la regién-t€rminal por parte del sistema GPR40/E&ER seran
investigadas subsecuentemepseque estos cambios significativos de una conformacion
Acoil o a Ah®l icedo podrza tener implicaciones
explique mejor la actividad en la via de sefalizacion activada en los procesos

antiinflamatorios
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Figura4l: Mapas de calor de los residuos 279 al 300 de los tres sistemas con ligaotdst Begrasemuestrdos
residuos que forman una hélice en los residuos 284 al 290.
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8.6 Andlisis de la fluctuacién cuadratica media (RMSF)

Para este apartado, se hablara del dltimo andlisis realizado para conocer como cada ligante
puede causar que el GPR40 tenga cambios estructurales en diferentes segmentos del receptor,
lo cual podria dar informacion importante que permita identificarradgsnes y los residuos

gue pueden influenciar cambio conformacionales del estado inactivo a activo y asi iniciar la
cascada de sefializacion que pueda resultar en los efectos antiinflamatorios observados en las

investigaciones llevadas a cabo en modelasapspor varios grupos de investigacion

De manera visual se encontro que la tirosina 114, la cual se encuentra en el bucle intracelular
2 (ICL2), se posiciona en la misma region en los tres sistemas en presencia de ligandos
independientemente de su identidad. De manera interesante, la tirosina 114 en el sistema
GPR40 APO se reposiciona y dirige su cadena lateral hacia otra direccién, lo cual esta
relacionado con un reposicionamiento de todo el segmento ICL2. Esto lo podsansan

en las figuras 2donde A y B nos muestra el codigo de colores asignado para cada sistema
y C nos muestra la posicion de la tirosina 114 de los cuatro sistemas traslapados donde el
GPR40APO estéa en color grisAdemas del reposicionamiento difeceado del ICL2 en el
sistema GPR4®PO, también se obseyvun cambio diferenciado en la tirosina 278
localizada en el segmento intracelular de la transmembrana 7, es decir, en el caso de los
sistemas en presencia de ligandos, la cadena lateral hidrofébica se posiciona en direccion del
resto de las hélices transmigranales mientras que en el sistema GP&R20, el mismo

residuo se aleja del resto del receptor. En la figura, los sistemas con ligandos se presentan en

color salmén mientras que el sistema AP@r&senta en color gris.
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Figura42: Imagen A muestra secuencia del receptor y sus regiones. En la imagen B se muestra el (
colores para reconocer cada sistema en la imagen C.

Por esa razén gor el resto de los resultados obtenidos anteriormente se vio la necesidad de
realizar un analisis de RMSF el cual nos permite graficar las fluctuaciones de los residuos de
cierta region en los ultimos 100 nanosegundos de la simulacion. Los resultadss de |
fluctuaciones se muestran en un grafico para cada hélice transmembranal, asi como los bucles
intracelulares y extracelulares. De manera global, se encontraron dos regiones interesantes,
las cuales fueron entre la TM3M4 que se muestran en la figui® ¥ entre la TM4 TM5

gue se muestra en la figurd. 4

En la figura 8 se puede ver el gréfico de la region localizada entre las hélice$ TM3,
en el cual los valores de RMSF nos muestra que entre los residuos 105 al 120, los cuales
corresponde al ICL2, hay fluctuaciones significativas y distintas en los 4 sistemasa&m el

del GPR46APO (linea negra en el gréafico) se observan las mayores fluctuaciones seguidas
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