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Resumen
La enfermedad de Parkinson es un importante desorden neurodegenerativo y de evolucion lenta,
con sintomas motores y no motores, que afectan seriamente la calidad de vida del paciente. En
cuanto al tratamiento, el agente antiparkinsoniano mas utilizado es la L-DOPA, sin embargo es
también el principal agente discinético. En los Gltimos afios, los antagonistas de los receptores
adenosina Aza han demostrado ser una ayuda valiosa en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson.
Uno de los antagonistas A>a mas conocidos y estudiados es la 1,3,7-Metilxantina, sin embargo
esta molécula después de ser absorbida, se desmetila en el higado y se transforma en 1-
Metilxantina, siendo ésta molécula principal derivado de la misma. La 1-metilxantina, es una
molécula poco estudiada y se sabe poco de sus efectos, en particular sobre los ganglios basales,
pero por su estructura base y al ser derivado de la cafeina es posible que tenga también afinidad
por los receptores Aza Y que también actle como antagonista Aza.
El propdsito de este estudio fue el conocer el efecto de la 1-Metilxantina sobre un modelo animal
de la enfermedad de Parkinson, realizando Docking, estudios de la actividad motora libre y
ansiedad en rata sin lesion; y finalmente utilizando el modelo de giro inducido por apomorfina en
ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Los resultados sugieren que la 1-Metilxantina
tiene un efecto similar y en algunos casos discretamente superior a la cafeina, tanto en afinidad
por los receptores Adenosina Aza (A2aR), como en actividad motora libre y en el modelo de giro
inducido por apomorfina.
De lo anterior podemos concluir, que la 1-Metilxantina es una molécula que podria tener un valioso
potencial como coadyuvante farmacologico en la enfermedad de Parkinson, lo cual permitira
reducir la cantidad de L-DOPA administrada a los pacientes y de esta manera reducir las

discinesias relacionadas al uso continuo de este medicamento.



Abstract
Parkinson’s disease is an important neurodegenerative disorder that present a slow evolution, with
motor and non-motor symptoms, these seriously affects patient quality of life. About treatment, L-
DOPA is the most used antiparkinsonian agent, however is also the principal dyskinetic agent.
In last years, Aoa receptor antagonists have been showed to be a valuable help in Parkinson’s
disease treatment.
One of the most studied and recognized Aza antagonists is 1,3,7-Methylxanthine, however after
their intestinal absorption, in the liver this molecule suffers demethylation and is transformed in
1-Methylxanthine, this molecule is their principal derivate.
1-Methylxanthine, is a slightly studied molecule and there is also few knowledge about its effect,
particularly in the basal ganglia, but taking account their base structure and being a caffeine
derivate it is possible that this molecule have affinity for A>a adenosine receptors and also could
act as an Aza antagonist.
The aim of this study, was to know 1-Methylxanthine effect on an animal model of Parkinson’s
disease, using Docking, studies about free motor activity in rat without lesion, anxiety models and
finally using apomorphine circling induced behavior test in rats with intracerebral 6-OHDA lesion.
Results suggests that 1-Methylxanthine has a similar effect and in some cases a lightly superior
than caffeine, as in Axa receptors affinity as in free motor activity and in Apomorphine induced
circling behavior.
Based on the presented evidence, we can conclude that 1-Methylxanthine is a molecule that could
have a promising potential as pharmacological coadjutant in Parkinson’s disease, which let to
reduce L-DOPA dosage in patients and by this way, to reduce dyskinesias related to their

continuous usage.



Introduccion

La enfermedad de Parkinson
La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comdn en humanos
(Chen, Yung and Chan, 2004), después del Alzheimer (McDonald, Richard y Delong, 2003), con
una prevalencia de al menos 2% en individuos mayores de 70 afios (Lazic and Baker, 2003), con
un pico de inicio entre los 55 a 60 afios (McDonald, Richard and Delong, 2003), por esta razon es
considerada una enfermedad de los adultos mayores (Lees, 2005).
La enfermedad de Parkinson es producida por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra pars compacta (Giasson and Lee, 2003), que afecta la via nigroestriatal y la
subsecuente liberacion de dopamina en el cuerpo estriado (Matsubara, Shoji and Abe, 2002). Esta
pérdida neuronal es también observada en el area ventral tegmental, locus coeruleus, ndcleo basal
de Meynert y el nacleo dorsal del rafé, produciendo mdltiples alteraciones motoras y conductuales
(Booshom,Stoffers and Wolters, 2004), sin embargo la causa precisa de la muerte celular es ain
desconocida (Chen, Yung and Chan, 2004).
La enfermedad de Parkinson se caracteriza principalmente por ciertas alteraciones motoras,
también denominadas ‘signos cardinales”: temblor, inestabilidad postural, bradicinesia,
alteraciones en el equilibrio y en la marcha, asi como dificultad para iniciar movimientos
voluntarios (Benabid, 2003; Boosbom and Wolters, 2004). Con base en lo anterior, algunos autores
denominan a padecimientos con caracteristicas clinicas similares como “parkinsonismo” (Bhat
and Weiner, 2005). En ausencia de los signos cardinales antes citados y como un hallazgo
temprano de la enfermedad en algunos casos se observan deformaciones de la mano y del pie
(Ashour, Titner and Jankovic, 2005).
En esta enfermedad también se presentan sintomas no motores como demencia “frontal

subcortical” (Collins et al. 2004) con cuerpos de Lewy (Burn and McKeith, 2003) (Boosbom,



Stoffers and Wolters, 2004; Bhat and Weiner, 2005; Geser, 2005), que recibe el nombre de
Sindrome de Demencia con cuerpos de Lewy (Fernandez, Wu and Ott, 2003).

La demencia esté presente en el 25% de los pacientes con enfermedad de Parkinson idiopéatica con
caracteristicas clinicas descritas en el ICD-10 y el DSM-IV (Fuchs et al. 2004).

El sintoma no motor mas incapacitante de la enfermedad de Parkinson es la depresion, (Mentis
and Delalot, 2005) la cual es observada en mas del 50% de los pacientes (McDonald, Richard and
Delong, 2003; Leentjens, 2004; Lagopuolus et al. 2005) y se asocia con sintomas negativos como
alteraciones congnitivas (Aarsland, Ballard and Halliday, 2004) asi como del suefio REM (Boeve,
Silber and Ferman, 2004), alucinaciones visuales y auditivas (Kulisevky and Roldan, 2004)
(Ballard, 2004; Boosbom and Wolters, 2004) y también confusién fluctuante (Collins et al. 2004).
Otros sintomas no motores observados son la ndusea, problemas para deglutir saliva, estrefiimiento
y problemas genitourinarios como disfuncion eréctil (Frucht, 2004; Chaudhuri, Healy and
Schapira, 2006).

Todos los sintomas motores y especialmente los no motores, estan presentes en el 90% de los
pacientes parkinsonsianos, los cuales afectan negativamente su calidad y esperanza de vida
(Muller, 2001; Lagopuolus et al. 2005; Hanagasi and Emre, 2005), ademas de cuadruplicar el costo
de sus cuidados (Chaudhuri, Yates and Martinez-Martin, 2005).

La terapéutica de la enfermedad de Parkinson se relaciona siempre con farmacos dopaminérgicos
como la L-DOPA o algln agonista de receptores dopaminérgicos, sin embargo se ha demostrado
que la L-DOPA no es la panacea, ya que como se mencionara posteriormente el uso cronico de
este farmaco produce mas perjuicios que beneficios de indole motor y no motor (Obeso et al.

2000).



Objetivo General
Estudiar el efecto de la 1-Metilxantina sobre un modelo animal de la enfermedad de Parkinson,

producido por la lesion unilateral con 6-hidroxidopamina.

Objetivos especificos
e Estudiar la afinidad de la 1-Metilxantina por el receptor Axa de forma predictiva mediante
Docking.
e Analizar el efecto de la 1-Metilxantina sobre la actividad motora en rata sin lesion.
e Evaluar el efecto ansiogénico de la 1-Metilxantina en la rata sin lesion.
e Probar en el modelo animal de la enfermedad de Parkinson de ratas con lesion intracerebral
por 6-OHDA, el efecto de la 1-Metilxatina sobre la actividad motora de la rata en modelo

de giro inducido por apomorfina.



Antecedentes
L-DOPA

A finales de la década de los 60°s, el Unico farmaco antiparkinsoniano disponible era la L-DOPA,
un precursor metabdlico de la dopamina. Debido a su notable efectividad en las etapas tempranas
de la enfermedad de Parkinson, la L-DOPA sigue siendo el principal farmaco antiparkinsoniano
(Evans and Lees, 2004; LeWitt and Nyholm, 2004; Jenner, 2003; Jenner, 2005), cabe mencionar
que aun cuando es efectivo para algunos sintomas motores no evita la progresion de la enfermedad
(Chen, 2003).
Sin embargo, en los ultimos 20 afios se ha demostrado que es causante de discinesias (alteraciones
motoras) (Grondin et al. 1999; Jenner, 2000; Muller 2001; Lazic and Barker, 2003; Koller and
Tse, 2004; Lang and Obeso 2004), como movimientos coreiformes, fluctuaciones motoras
(“desuso” y fenémeno de “on-off”) (Jankovic, 2005), kicking (movimientos de las piernas como
si pateara) y freezing (el paciente se queda inmdvil), estas alteraciones reflejan cambios en
estructuras postsinapticas, en particular en los receptores a dopamina (Thanvi and Lo, 2004),
debido a la administracion crénica de L-DOPA en dosis antiparkinsonianas (Chase, Engber and
Mouradian, 1994).
Para desarrollar discinesias inducidas por L-DOPA hay tres factores de riesgo: el empleo de dosis
altas de éste farmaco, el inicio temprano de la medicaciéon y la severidad de la enfermedad
(Jimenez-Jimenez, Molina and Orti-Pareja, 1999). Tomando en cuenta todo lo descrito, se ha
propuesto un sindrome de desregulacion por dopamina, que ocurre cuando la dosis de reemplazo
de dopamina, es mucho mayor a la necesaria para tratar los desérdenes motores (Evans and Lees,
2004).
En casi 70% de los pacientes parkinsonianos, se han reportado alteraciones nocturnas tales como

pesadillas y suefios vividos, las cuales al parecer dependen del tratamiento crénico con L-DOPA



(Barone et al. 2004). También algunos pacientes incluso desarrollan psicosis, un problema comdn
e importante asociado a tratamientos prolongados. Con menor frecuencia se observan cambios
cognitivos, apraxia, déficit en el procesamiento de lenguaje (Kang and Bronstein, 2004; Levin and
Katzen, 2005) y en la velocidad del habla (De Letter et al. 2006). Como es de esperarse, todos
estos sintomas afectan seriamente la calidad de vida del paciente.

La discinecia inducida por L-DOPA, es una complicacion comun del tratamiento a largo plazo de
la enfermedad de Parkinson, el cual estd relacionado a la sobreactivacion de receptores
dopaminérgicos a pesar de ello no parece ser explicacion suficiente (Crossman, 2000). Sin
embargo, parece tener una relacion importante con la deplecion de la dopamina estriatal, ya que la
discinesia es mucho mas frecuente en etapas avanzadas de la enfermedad de Parkinson, cuando
hay mayor pérdida de las terminales dopaminérgicas (Hout et al. 2013). Se ha propuesto también
que la plasticidad sinéptica posiblemente esté relacionada con las discinecias inducidas por el uso
cronico de L-DOPA (Bargiostas and Konitsiotis, 2013).

Incluso hay reportes que la terapia con L-DOPA acelera la evolucion de la enfermedad, por su
neurotoxicidad sobre las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta. Lo
anterior, debido a un incremento en la produccion de radicales libres, ya que estas moléculas son
los principales metabolitos de la transformacion de L-DOPA a dopamina y es posible que causen
estrés oxidativo y consecuentemente la muerte de las neuronas dopaminérgicas (Koller y Tse,
2004).

En la ultima década, el tratamiento de la enfermedad de Parkinson ha tenido cambios importantes,
con nuevos farmacos para tratar los sintomas cardinales y las manifestaciones no motoras de la
enfermedad (Frucht, 2004). Hay varias propuestas farmacoldgicas que podemos agrupar en
terapias dopaminergicas y no dopaminérgicas (Muller, 2001). En cuanto a la terapia no

dopaminérgica, varios autores han enfocado su atencion en los receptores para AdenosinaAza



(A2aR), es importante destacar que estan altamente expresados en las terminales estriato-palidales
(Dixon et al. 1996), en un heterodimero funcional con el receptor D2, ambos son antagonistas en
su actividad sobre la terminal GABAGérgica estriatopalidal (Chen, 2003) y modulan la transmision
dopaminérgica y glutamatérgica en la via indirecta (Hout et al. 2013).

Se ha observado que los antagonistas de los receptores Adenosina A2a modulan los efectos de la
administracion crénica de L-DOPA en la plasticidad sinaptica, actuando a través de la regulacion
de algunos neuropeptidos como dinorfina y encefalina (Bargiostas and Konitsiotis, 2013). De
hecho, se sugiere que la activacion de los receptores Aza estd muy relacionada con las
complicaciones motoras inducidas por L-DOPA, por lo cual el uso de antagonistas Axa que
bloqueen estos receptores, es considerado como un valioso apoyo que proporcionara importantes

beneficios clinicos para la vida del paciente (Bove et al. 2002).



Adenosina

La adenosina es una molécula que se forma a través de la defosforilacion del ATP intracelular y
se moviliza al exterior celular a través de la membrana gracias a transportadores de nucleoésidos
que son bidireccionales, pero la adenosina que actia en la terminal sindptica se forma
principalmente por accion de la ectonucleasa sobre las moléculas de ATP que se liberan
conjuntamente con los neurotransmisores (ejemplo, glutamato) en la terminal sinaptica
(Schifmann et al. 2007).

El ribonucledsido adenosina es un regulador de diversas funciones neuronales y es ademas un
marcador de dafio cerebral, ya que se acumula rapidamente durante la respuesta aguda al estrés,
por ejemplo durante condiciones de deprivacion de oxigeno como sucede en la isquemia cerebral
0 alto consumo de energia como ocurre durante una crisis convulsiva. Puede modular muchas
funciones neuronales y gliales en condiciones fisiologicas y fisiopatoldgicas, asi como la
susceptibilidad a convulsiones, dafio tisular y reparacion y respuesta inmune en el cerebro (Boison,
2011).

La adenosina, ejerce gran variedad de efectos en el sistema nervioso y tejido periférico, ya que es
un potente mediador bioldgico y tiene la capacidad de modular la actividad celular y tisular, en
muchas estructuras incluyendo al cerebro (Kase, 2001), y puede ser considerada como un
neurotransmisor del sistema nervioso central, ya que actla a través de diferentes subtipos de
receptores acoplados a proteinas G, en particular en el estriado y la terminal estriatopalidal, donde
funciona como un modulador de la neurotransmision dopaminergica y glutamatérgica, razon por
la cual tiene una importante implicacion en el tratamiento de diversas neuropatologias relacionadas

al estriado (Ferre et al. 2008).
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Desde hace algunos afios se ha demostrado un efecto pro-neurotdxico de la Adenosina, lo cual
sugiere que los farmacos que bloqueen su efecto pueden conferir neuroproteccion en diversos
padecimientos neurodegenerativos (Morelli et al. 2010).

Receptores Adenosina Aza
Los receptores de adenosina, anteriormente llamados “purinoreceptores”, se pueden clasificar en
4 tipos: A1, Aoa, Aos Y As. Estos receptores se encuentran distribuidos en todo el organismo, sin
embargo es el tipo Aza, el que llama la atencion por su importancia en la regulacion de la via
indirecta de los Ganglios Basales mediando el efecto de la dopamina. Este receptor cuya
codificacion genética se haya en el cromosoma 22, se encuentra acoplado a proteinas Gs tiene
como su principal agonista a la purina conocida como adenosina, la cual es bien sabido que puede
tener un origen intra o extracelular y su expresion puede ser estimulada por la proteincinasa C y
por la hipoxia celular (Fredholm et al. 2001).
Se ha propuesto que los receptores para adenosina tipo Aza, pueden tener un efecto neuroprotector
en ciertas patologias (Ongini et al.1997; Chen et al. 2001; Popolli et al. 2002) y que los
antagonistas para receptores Axa pueden tener un efecto benéfico en la enfermedad de Parkinson,
estimulando la actividad motora (Richardson et al. 1997; Grondin et al. 2004). De hecho desde
hace algunos afios se propuso a los antagonistas para receptores A2a, como los blancos para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Chen, 2003; Blandini, 2003). Su mecanismo de accion
sobre los ganglios basales, se ha establecido y se sabe que modula la actividad de las vias directa
e indirecta (Silkis, 2001), lo cual sugiere que podrian ser usados para mejorar los sintomas de la
enfermedad (Bara-Jiménez, 2003; Standaert, 2003).
Se ha demostrado un antagonismo funcional entre receptores Axa y D2 (Fredholm and
Svenningsson, 2003), ya que al activarse los receptores Aca estos a través de Proteinas Gs

estimulan la enzima adenilciclasa mientras que los receptores D> colocalizados en la misma
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terminal la inhiben a través de Proteinas Gi (Figura 1) (Morelli, 2003) modulando la transmision

GABAérgica en la via indirecta (Mori and Shindou, 2003).

Se ha observado que el heterodimero
Axa/D2, tiene implicacion directa en la
modulacion de la sefalizacion por MAPK
mediada por Ca?* y la calmodulina, la cual
se enlaza con la porcion carboxilo terminal
del  receptor  Adenosina  Aca el
heterodimero A2a/D> (Ferré et al. 2010 b).

Lo anterior ha incrementado los trabajos
relacionados a comprender como puede
modificarse la funcion del heterodimero
AoalD>, a través del estudio de sus sitios

alostéricos (Gao et al. 2005). Se ha sugerido

A2A agonists D2 agonists

A2 D2

P
C

f.\]\,]pc AC A

*AN[PL‘

i
- (M4  DARP-32 (Thr79) >
PP1 activation / Expression P—(’R&lhibi(ion
NGFI-A
\ * NGFI-B
. c-Fos
P-CREB activation No transcription
LEEZQ%
Figura 1. Antagonismo funcional entre los

receptores Adenosina A2a-Dopamina D2. Los
niveles intracelulares de AMPc, son modificados
por la activacién de los receptores, lo cual modula
la actividad de la PKA y esto la fosforilacion de
diferentes partes de la DARP-32. (Basado en
Morelli, 2003)

desde hace algunos afios que las interacciones intramembranales de los receptores Aza/D2 via

heteromerizacion heteroméricas Aa-D2, son muy importantes y pueden proveer una nueva

estrategia terapéutica para los pacientes con enfermedad de Parkinson, discinesias e incluso

psicosis (Agnati et al. 2003; Ferré et al. 2007)

Cabe mencionar que en personas sanas, los receptores Adenosina Aza, participan en la planeacion

y ejecucion del movimiento voluntario, pero en el estado parkinsoniano la actividad del receptor

Adenosina Aa estd incrementada y esto puede inhibir la actividad motora (Bargiostas and

Konitsiotis, 2013).
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Tratamiento con antagonistas Az2a
Los antagonistas Axa han llegado a ser una terapia esperanzadora para la enfermedad de Parkinson
(Aoyama, Kase y Borrelli, 2000; Agnati et al. 2004). Algunos estudios dicen que en la enfermedad
de Parkinson, la responsable de las discinesias por L-DOPA es la sobre activacion de los receptores
de adenosina A2a. Con base en esto algunos autores proponen que los antagonistas de los receptores
Adenosina Axa pueden disminuir estos efectos adversos (Bara-Jimenez et al. 2003). Con base a
los resultados en modelos animales de Parkinson, en particular en monos tratados con MPTP se
ha considerado también a los antagonistas de los receptores A2a como antiparkinsonianos que no
provocan discinecias. (Kanda et al.1998; Kuwana et al. 1999; Kanda et al. 2000).
Por otra parte estos antagonistas han probado ser eficientes inhibidores de la monoaminooxidasa
B, al producir mejoramiento de la actividad motora y un efecto neuroprotector en modelos
animales de la enfermedad de Parkinson (Petzer et al. 2003).
Ahora sabemos que los antagonistas Aza, cuando son administrados junto con L-DOPA, pueden
producir un efecto sinérgico que conlleva a una reduccién de la dosis de L-DOPA necesaria para
producir un notable efecto terapéutico (Kanda et al. 2000), esto a través de la estimulacion el
receptor para Dopamina D2, cuando se antagoniza el receptor Aza (Stromberg et al. 2000). Ademas
se observa una importante reduccion en los efectos colaterales de la L-DOPA en el sistema motor
(Mdller, 2013).
Los antagonistas Axa también pueden ayudar a aliviar complicaciones neuropsiquiatricas como la
depresion y la ansiedad asociadas con la enfermedad de Parkinson (Knutsen and Weiss, 2001; Le
Witt and Nyholm, 2004). También se ha reportado en modelos animales que los antagonistas de
los receptores Adenosina Aza podrian tener un efecto neuroprotector, sin embargo existen factores
neurotroficos como el GDNF, cuyo efecto podria ser afectado por los antagonistas de los

receptores Adenosina Axa (Sebastiao and Ribeiro, 2009).
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Se ha demostrado también que el incremento de calcio intracelular dispara la liberacién de
glutamato por parte de los astrocitos y que la adenosina puede triplicar la cantidad de glutamato
liberado en astrocitos hipocampales en cultivo, esto debido a la activacion del receptor Adenosina
Aoa Yy la subsecuente activacion de la PKA lo cual nos permite proponer que los fendmenos de
excitoxicidad debida a glutamato podrian ser disminuidos por antagonistas de los receptores
Adenosina Aza (Nishizaki, 2004).

Actualmente existen diversos farmacos, que actdan como inhibidores selectivos de los receptores
adenosina Aza que se encuentran en evaluacion para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson
(Fase I, 11y 111) y es muy importante recalcar que se han reportado interesantes resultados relativos
al bloqueo de receptores Adenosina Aza y la modulacion de las discinecias en modelos animales
de la enfermedad de Parkinson (Armentero et al. 2011).

Es muy importante destacar que existen unas moléculas llamadas metilxantinas, las cuales parecen
compartir en diferentes grados una propiedad béasica: ser antagonistas de los receptores Aza
(Jenner, 2003). Tomando en cuenta las complicaciones relacionadas a la terapia crénica con L-
DOPA vy diversos agonistas dopaminérgicos, se ha buscado alternativas a estas moléculas, como
los antagonistas de los receptores Adenosina Aza, estos han sido clasificados como basados en
xantina y no basados en xantina, los basados en xantina y mas conocidos desde hace afios son las
metilxantinas cafeina y teofilina, las cuales tienen afinidad moderada por el receptor Adenosina

Aza (Shook and Jackson, 2011).
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Metilxantinas
Consumidas desde hace miles de afios, las metilxantinas estan presentes en bebidas como el café,
té o chocolate, y muchas de sus propiedades son atribuidas a estas sustancias.
Las metilxantinas son basicamente 3 moléculas naturales: cafeina, theobromina y teofilina, pero
existen otras moléculas derivadas de estas. Todas las metilxantinas tienen semejanza estructural a
la xantina, solo que con radicales metilos en diferentes posiciones, debido a esto son llamadas
metilxantinas.
La theobromina es un antagonista débil del receptor A2a (Shi and Daly, 1999). No obstante, podria
ser importante en el apoyo farmacoldgico del paciente parkinsoniano, ya que esta sustancia es
ampliamente consumida en todas las edades, en diversas partes del mundo y también en dosis
posiblemente mucho mayores que la cafeina y teofilina.
Algunos experimentos han mostrado que también la teofilina puede ser considerada como un
antiparkinsoniano debido a que puede bloquear receptores Adenosina Aza (Shi and Daly, 1999;
Kulisevsky et al. 2002). De hecho es considerada un antagonista no especifico de receptores de
Adenosina Axa (Mathur and Gupta, 1999), ya que al parecer también tiene efectos positivos en
algunos modelos animales de la enfermedad de Parkinson (Garrett and Holtzman, 1995).
Como fue mencionado, los receptores Adenosina Aza, son blogueados por la cafeina (Daly and
Fredholm, 1998; Fredholm et al. 2001), esta molécula ha sido considerada junto con la nicotina,
un estimulante psicomotor y ha demostrado un efecto benéfico sobre las alteraciones motoras que

se observan en la enfermedad de Parkinson (Fisone et al. 2004; Ross and Petrovich, 2001).
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Cafeina
La Cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es un alcaloide con una estructura quimica semejante a las
purinas y por ende a la adenosina. Se encuentra de manera natural en el café y en bebidas de cola,
ademas de que se ha encontrado en méas de 600 especies diferentes de plantas alrededor del mundo
(Brachtel and Richter, 1992; Busto et al.1983).
La cafeina tiene multiples efectos en las arterias cerebrales y arteriolas, por lo cual tiene influencia
sobre la perfusion cerebral, tanto en reposo como cuando se incrementa la actividad sinéptica
(Pelligrino, Xu and Vetri, 2010). El efecto de la cafeina sobre los receptores para Adenosina Aza
también ha sido atribuido a sus metabolitos (Fredholm et al. 2001). Se ha reportado también que
la cafeina induce apoptosis in vitro (Jang et al. 2004) pero a dosis equivalentes a mas de 25mg/Kg
(dosis toxica 15mg/Kg).
La atencion sobre el efecto de la cafeina como antagonista de los receptores para Adenosina Aza
es bastante reciente y sus propiedades antiparkinsonianas fueron encontradas por serendipia,
debido a datos epidemioldgicos que muestran que el consumo regular de café (cafeina) reduce el
riesgo de padecer la enfermedad de Parkinson (Ravina et al. 2003; Fredholm, 2004) y se estima
una incidencia aproximada de 30% menos en bebedores de café que en no bebedores (Gale and
Martyn, 2003). De este modo se establecié una asociacion inversa entre consumo de café y el
desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Chen et al. 2001).
La cafeina ha sido reportada como un estimulante psicomotor que actla intracelularmente a través
de la molécula DARP-32 (Fisone, Borgkvist and Usiello, 2004). Ademas existen evidencias de
que el bloqueo de los receptores Adenosina Axa por cafeina puede proteger al paciente de la
degeneracion relacionada a la enfermedad de Parkinson, en contraste existen pocas evidencias

relacionadas al consumo de té posiblemente por tener un consumo menos frecuente a nivel
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mundial, al respecto cabe mencionar que la enfermedad de Parkinson, tiene menor incidencia en
paises como China donde el consumo de té es habitual (Morelli et al. 2010).

El receptor Adenosina Aza, es considerado actualmente como el principal blanco en la terapia no
dopaminérgica de la enfermedad de Parkinson. A la fecha existen dos lineas que muestran que la
inhibicion de los receptores Adenosina Aza, son benéficas para el paciente con enfermedad de
Parkinson, la primera se basa en que los receptores Adenosina Axa Y los receptores para Dopamina
D co-localizan en la terminal estriatopalidal y muestran un efecto antagonico a nivel molecular,
neuroquimico y conductual; la segunda es que los antagonistas de los receptores Adenosina Aza,
pueden tener un efecto directo atenuando la neurodegeneracion dopaminérgica, ya que se ha
demostrado un efecto neuroprotector de la cafeina en modelos animales y estudios a largo plazo
apoyan una relacion inversa entre el consumo de café y el riesgo de padecer la enfermedad de
Parkinson (Boison, 2011). De hecho algunas moléculas que son anadlogos moleculares de las
metilxantinas, son antagonistas selectivos del receptor Adenosina Aza y en particular destaca la
istradefilina ha demostrado una eficacia moderada en el manejo de pacientes con enfermedad de

Parkinson (Zelula and Freissmuth, 2008).
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1-Metilxantina

Después de que la cafeina es ingerida y absorbida en el intestino como 1,3,7-Metilxantina esta

molécula es desmetilada 2 veces por la enzima hepatica CYP1A2, y convertirla primero en

paraxantina (1,7-Metilxantina), la cual

también es un antagonista Aza

inespecifico

(Yu,Schwarschild and Chen, 2006), hasta ser convertida en 1-Metilxantina, de este metabolito se

excreta un 30% sin cambio en orina y el resto es oxidado por la xantina oxidasa y convertido en

acido 1-metilarico (Reinke et al. 1986) (Figura 2).

La 1-Metilxantina, es el metabolito principal de la cafeina y con gran parecido molecular a la

1,3,7-metilxatina
CYP 1A2

1,7-metilxantina
CYP 1A2

1-METILXANTINA

xatina oxidasa

Acido 1-metiltirico

Figura 2. Biotransformacion de la 1,3,7-Metilxantina.
La enzima hepatica CYP 1A2, desmetila dos veces a la
cafeina, primero en la posicién 3, formando 1,7-
Metilxantina (Paraxantina) y después en la posicién 7,
dando como principal producto a la 1-Metilxantina
(en rojo). (Basado en Reinke et al. 1986 y Kalow and
Tang, 2001)

Adenosina y por lo tanto es posible que tenga
capacidad de actuar sobre los receptores para
Adenosina, sin embargo es una molécula cuyo
efecto aun no ha sido estudiado en los ganglios
basales y que ademas tampoco ha sido citada
con relacién a la enfermedad de Parkinson.

También se ha reportado informacion respecto
a que la 1-Metilxantina, funciona como
antioxidante al captar un oxigeno del medio

celular cuando es convertida a 1-metilUrico

(Lee, 2000), lo cual podria darle a la 1-

metilxatina un efecto protector ante el estrés oxidativo (Santos et al. 2010).
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Justificacion
Se ha observado que el uso crénico de agonistas dopaminérgicos y la L-DOPA pueden tener un
efecto indeseable provocando discinesias en pacientes con enfermedad de Parkinson. Por lo
anterior, es muy importante el estudio de alternativas terapéuticas diferentes a L-DOPA, en
particular aquellas que actlan a través de receptores no dopaminérgicos.
Como ya fue comentado, los antagonistas de los receptores Axa han mostrado tener un efecto
benéfico en la enfermedad de Parkinson; entre las diversas sustancias que pueden bloquear estos
receptores se encuentran las metilxantinas como la cafeina y al parecer sus metabolitos.
El poder contar con un derivado de la cafeina como un coadyuvante en la terapéutica, permitira
reducir la dosis necesaria de L-DOPA y otros agonistas dopaminérgicos y con ello reduciran
también las alteraciones motoras y no motoras que estas moléculas pueden producir.
Considerando que la cafeina es una sustancia de empleo mundial y que se ha reportado que su
consumo puede tener efecto preventivo de esta enfermedad, se considera importante estudiar el
efecto del mas importante de sus metabolitos, la 1-Metilxanina; ya que esta molécula es mas
similar a las purinas enddgenas que la cafeina y que posiblemente sea la 1-Metilxantina, la
molécula que tenga el efecto mas notable sobre los receptores de adenosina y por lo tanto un mayor

potencial terapéutico.

19



Hipotesis
Si las moléculas con nucleo xantinico y con similitud estructural a la cafeina, han mostrado ser
una util herramienta en el manejo farmacoldgico del paciente con enfermedad de Parkinson, es
posible que su principal derivado, la 1-Metilxantina aporte los mismos beneficios terapéuticos en

un modelo animal de este padecimiento.
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Metodologia y Resultados
Docking
¢Existe afinidad de la 1-metilxantina por los receptores adenosina A2a?

Este experimento fue realizado con el objetivo de conocer de forma predictiva, si la 1-metilxantina
presenta afinidad por el receptor adenosina Aza y en caso dado compararla con la que muestran la
cafeina y la adenosina. Dependiendo la afinidad observada por el receptor Adenosina A2a mediante
Docking, lograr establecer si esta molécula tendria algin potencial farmacoldgico. Para ello, se
utilizé el programa Autodock3 y la secuencia del receptor Adenosina Aza cristalizado del Protein
Databank, interactuando con adenosina, cafeina y la 1-metilxantina.
El procedimiento fue el siguiente:
1. Se obtuvo la secuencia del receptor cristalizado del Protein Data Bank en formato pdb.
2. Se proces6 la secuencia, se agregaron hidrdgenos y se hizo la optimizacion molecular con el

programa swisspdbviwer.
3. Preparacion de la molécula por MoleKel para realizar DOCKING por medio del programa

AUTODOCKS.
4. Se dibujaron los ligandos (cafeina y 1-metilxantina) por medio del programa isis/draw.
5. Se optimizd la mecanica molecular (MM) bésica de los ligandos por medio del programa

hiperChem, utlizando el método semiempirico (AML1), para valorar los grados de libertad y

agregacion de hidrégenos.
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6. Por medio del programa
Gaussian 98, se realizd la
optimizacion de geometria final,
utilizando la herramienta de
teoria de funciones de la
densidad (B3LYP/6-31G**).

7. Se realizd6 la conversion del

8. Los ligandos Interactuaron con el receptor Adenosina
Axn utilizando el programa AUTODOCKS.
Resultados

Los resultados de interaccion molecular nos indican que la
1-Metilxantina es afin a los receptores Adenosina Aza €
incluso se une al receptor en los mismos sitios que la cafeina
(Figura 4).

La afinidad de la 1-Metilxantina por el receptor Adenosina
Axa fue similar a la que presentd la cafeina, de igual manera
se comparo la afinidad de la 1-Metilxantina con la de otras
metilxantinas por esta misma estructura, analizando las

correspondientes Deltas G de cada una (Figura 5).
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Figura 3. Moléculas listas para
ser evaluadas por Docking.
Representacion en 3D.

A) Receptor Adenosina A2A,

B) Cafeina, y

C) 1-Metilxantina.

A
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Figura 4. Interaccion
molecular por Docking.

la cafeina y la 1-
Metilxantina se acoplan
con los receptores para

Adenosina A2A, en los
mismos sitios.



De acuerdo a los resultados del Docking se observa de forma predictiva, una mayor afinidad de
la 1-Metilxantina por el receptor Adenosina A2A, con respecto de la que tiene la cafeina por esta
estructura, pero aun faltaba demostrar que tuviera algin efecto in vivo sobre el receptor y en

particular algun efecto evidente sobre la via estriatopalidal y el sistema de los ganglios basales.

Deltas G (Kcal/mol)
Adenosina -7.92
Cafeina -7.65
1I-METILXANTINA -7.5
Xantina -7.87
Hipoxantina -3.95
Theobromina -7.57
Teofilina -7.88

Figura 5. Deltas G de
diferentes moléculas
con nucleo xantinico.
A menor Delta G,
mayor afinidad por el
receptor Adenosina
A2a.
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Efecto de la 1-Metilxantina sobre la actividad motora libre de la rata
¢ La 1-Metilxantina favorece la actividad motora libre?

Tomando en cuenta los datos previos sobre la afinidad de la 1-Metilxantina por el receptor
Adenosina Axa de la terminal estriatopalidal y el respectivo efecto de esta molécula, al modificar
la frecuencia de disparo de las neuronas palidales, el paso siguiente fue conocer el efecto de la 1-
metilxantina sobre la actividad motora libre de la rata sin lesion cerebral.

Lo anterior con el objetivo de observar el efecto sistémico, en particular si modificaba las
conductas motoras de los animales de estudio, utilizando para esto cajas de medicidn automaticas,

de la actividad motora libre (Figura 6).

Figura 6. Cajas para medicion de la actividad motora libre. Estas cajas midieron de
forma automatica el desplazamiento horizontal, la actividad vertical y calcularon la
actividad motora total, lo que permitié conocer el efecto de la 1-Metilxantina
versus Cafeina sobre la actividad motora libre de la rata.

Para este experimento, se utilizaron 18 ratas Wistar Macho (200gm +10gm) las cuales fueron
divididas en 3 grupos (n=6, por cada grupo), al primero (CONTROL) se le inyect6 solucion salina
(NaCl 0.9%, 1.P.), al segundo 1-Metilxantina (7.5mg/kg, via I.P.), al tercero se le inyect6 Cafeina
(7.5mg/Kg, via I.P.).

Después de la inyeccion I.P. se dio una latencia de 10 minutos y se procedio a evaluar durante 5

minutos en cuarto oscuro y sin ruidos.
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Se midio:

e Desplazamiento horizontal,

e Actividad vertical

e Actividad motora total (fue calculada automéaticamente por el equipo)
El promedio y el error estandar de cada grupo, fue analizado mediante Sigma Stat 3.2, utilizando
t-student y ANOVA de una via (con Newman —Keuls post-hoc test), a fin de evaluar si hubo
diferencias significativas, entre los grupos.
Los resultados obtenidos mostraron que tanto la cafeina como la 1-Metilxantina incrementaron
significativamente la actividad motora libre de la rata sin lesion, comparando con el grupo control
que solo recibi6 solucion salina I.P. (NaCl 0.9%). (Figura 7).
Derivada de los resultados, surgio la pregunta sobre si este efecto observado sobre la rata sin lesion
fue verdaderamente sobre la actividad motora o fue secundario a la induccion de un estado ansioso

en la rata, por la 1-Metilxantina.
DESPLAZAMIENTO HORIZONTAL ACTIVIDAD MOTORA TOTAL

1000 - 1200 -

1000 T -

800

800 +

— %
— %

600

CUENTAS
H
CUENTAS
8
g

400 +
400

200 200 4

T T T T
Control Cafeina 1-Metilxantina Control Cafeina 1-Metilxantina

ACTIVIDAD VERTICAL Figura 7. Actividad locomotora libre en
20 - la rata sin lesion.
o0 | i Control, solucidn salina (0.9%) |.P. n=6,
160 Cafeina, 7.5mg/Kgl1.P.n=6,y
1401 [ 1-Metilxantina, 7.5 mg/Kg I.P. n=6.
2 " T Respecto a Control, se observé un
g 1:2 incremento significativo de la actividad
ol motora (horizontal y total) ademas de un
ol incremento significativo en la actividad
» vertical con 1-Metilxantina.
0 *p<0.05, **p<0.001 respecto a Control.

Control Cafeina 1-Metilxantina
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Estudio del efecto ansiogénico de la 1-Metilxantina.
¢ Tiene la 1-Metilxantina un efecto ansiogénico?
Para poder discernir si los resultados observado en la actividad motora libre era debido a la
ansiedad o exclusivamente sobre la actividad motora se decidié utilizar el modelo de conducta de
enterramiento (Burying behavior) para evaluar el posible efecto ansiogénico de la 1-Metilxantina,

comparando nuevamente con Cafeina (Figura 8).

‘ e
Figura 8. Modelo de conducta de enterramiento (Burying behavior).
Con el fin de evaluar efectos ansiogénicos o ansioliticos de diferentes
farmacos, la rata es colocada en estos contenedores, donde la rata estd en
contacto con un electrodo que le proporciona descargas eléctricas al tocarlo,
se evalla la ansiedad del animal, tomando en cuenta: Latencia, Nimero de
choques y Tiempo de enterramiento.

Para este experimento se utilizaron ratas Wistar macho (300+10g, n=18); se mantuvo a los
animales en habituacién durante por lo menos 15 dias, en un cuarto aislado de ruidos y con ciclo
luz/oscuridad controlado de 12h c/u, agua y comida ad libitum.

Tres dias previos al estudio se aislo a las ratas en cajas individuales. El dia del estudio las ratas
fueron colocadas en el cuarto de registro con luz roja, por lo menos 2 horas antes de iniciar, para
lograr una habituacion al medio y reducir al minimo el estrés.

Se estudiaron 3 grupos: Grupo Control(n=6) (vehiculo, NaCl 0.9%+NaHCO3 0.08%) I.P., Grupo
B (n=6) Cafeina (7.5mg/kg disuelto en vehiculo) I.P. y Grupo C (n=6) 1-Metilxantina (7.5mg/kg

disuelto en vehiculo) I.P.
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Al igual que en el estudio sobre actividad motora, se dio un periodo de 10 minutos desde la
inyeccion |.P. hasta el inicio de la prueba, la cual tuvo una duracion de 10 minutos por cada rata.
Se evaluaron tres aspectos: LATENCIA (el tiempo que tarda la rata en iniciar la conducta de
enterramiento después del primer choque eléctrico), CHOQUES (el numero total de choques
durante la prueba) y TIEMPO DE ENTERRAMIENTO (el total de segundos que paso la rata

enterrando con aserrin el electrodo) (Figura 9).

Latencia Choques
500 6
l 5
400 T
s |
300 A
% [

200 A

nimero de choques
@

100 +

segundos previos a iniciar enterramiento

Control Cafeiha 1-Metilxantina Control Cafeina 1-Metilxantina

Tiempo de enterramiento

Figura 9. Conducta de enterramiento

0 (Burying behavior). Los grupos Cafeina
120 ] T y 1-Metilxantina, presentaron un
o0 ] [ tiempo de latencia significativamente
menor al grupo Control, lo que nos

é 1 indica un estado de alerta mayor, sin
§ oo embargo no hubo diferencia
w0 significativa en el numero de choques y

tiempo de enterramiento, por lo que
no se demuestra estado ansioso. (n=6,
0 ‘ ‘ ‘ ! cada grupo) *p<0.05

Control Cafeina 1-Metilxantina

Los resultados mostraron que la 1-Metilxantina a la misma dosis que la Cafeina (7.5mg/Kg), no

20 4

induce un estado ansioso en la rata (ya que no hubo diferencia significativa entre los grupos, en
cuanto a nimero de choques y tiempo de enterramiento), pero mantiene a la rata en un estado de
alerta mayor, segun se observa en la reduccion de la Latencia.

Lo restante fue determinar si la 1-Metilxantina mostraba efecto sobre la conducta de giro inducido

por apomorfina en ratas con lesion intracerebral por 6-OHDA.
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Modelo animal de la enfermedad de Parkinson

Finalmente después de tener evidencia de que la 1-Metilxantina presenta afinidad por los
receptores Adenosina Aza, que muestra ademas un efecto antagénico al de la adenosina en la
terminal estriatopalidal, y con efectos positivos sobre la actividad motora libre de la rata, sin que
sea debido a ansiedad; se procedio a realizar experimentos en el modelo animal de giro inducido
por apomorfina en ratas con inyeccion intracerebral de 6-OHDA en el haz medial del cerebro
anterior (Figura 10).

Lo anterior se basa en el hecho de que las zonas con denervacion dopaminérgica tienen un
incremento en la densidad de receptores a dopamina y que la estimulaciéon de los mismos por
dopaminergicos, farmacos antiparkinsonianos o la combinacion de ambos, genera giro

B~ -
A contralateral.
< '

Para este experimento se utilizaron 27 Ratas Wistar

agonistas

macho (200g+10), se realizaron dos estudios, Sin
Apomorfina (n=9) divididas en 2 grupos: Grupo
Control (3 ratas) y Grupo 1-Metilxantina (6 ratas) y
Con Apomorfina (n=18), divididas en grupos de 6
ratas cada uno: CONTROL, CAFEINA Y 1-
METILXANTINA.

Todas las ratas recibieron inyeccion intracerebral de 6-

Figura 10. Lesién del haz medial del  OHDA (concentracion 16pg/ul, volumen 1ul) en el haz

cerebro anterior (mfb) con 6-OHDA
y modelo de giro inducido por
apomorfina.

Es uno de los modelos mas
utilizados para evaluar el potencial
antiparkinsoniano de diferentes
farmacos.

medial (mfb) del lado derecho (AP-0.9, Lat. +3.0 y

Prof. -5.2). (Paxinos y Watson, 2013).
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Conducta de Giro sin Apomorfina
En esta parte del estudio y al séptimo dia de la cirugia y con la intencién de conocer si la 1-
Metilxantina (7.5mg/Kg I.P.) producia giro contralateral en la rata con lesion unilateral sin

Apomorfina, se comparé contra el grupo Control (NaCl 0.9%+NaHCO3 0.08%) Figura 11.

Conducta de giro sin Apomorfina

Giros contralaterales en 30 minutos
N
\
—

0 T T

Control 1-Metilxantina

Figura 11. Giros contralaterales sin Apomorfina.

La inyeccidn intraperitoneal de 1-Metilxantina (n=6), no
produjo una diferencia significativa en cuanto a los giros
contralaterales, respecto al grupo Control (n=3), (NaCl
0.9%+NaHCO03 0.08%).

p=1.59

Los resultados obtenidos al estudiar la conducta de giro sin apomorfina, no mostraron una
diferencia significativa (p=1.59, student t-test) en el nimero de giros contralaterales que dieron las

ratas que recibieron 1-Metilxantina en comparacion a las que recibieron s6lo vehiculo.

29



Conducta de Giro con Apomorfina
Al segundo dia de la cirugia se evalud la denervacion dopaminérgica por medio de inyeccion
subcutanea de apomorfina (0.5mg/Kg), el cual es un farmaco agonista dopaminérgico preferente
D2, s6lo se consideraron para los experimentos, las ratas que presentaron méas de 200 giros
contralaterales en media hora.
Se evalud el giro inducido por apomorfina en combinacion con Cafeina y 1-Metilxantina, a los 7,
15 y 30 dias después de la lesion con el fin de evitar habituacion a los farmacos, se administraron
solo el dia que los grupos serian evaluados.
Los grupos de estudio fueron:
Grupo CONTROL (n=10) se administra vehiculo (NaCl 0.9%+NaHCO3 0.08%) I.P.
Grupo CAFEINA (n=10) (7.5mg/kg disuelto en vehiculo) I.P.

Grupo 1-METILXANTINA (n=10) (7.5mg/kg disuelto en vehiculo) I.P.

Resultados
Los resultados mostraron que posterior a la inyeccion de apomorfina, los giros que dieron las ratas
tratadas con cafeina y las que recibieron 1-Metilxantina, fueron significativamente mayores que
los que tuvieron las ratas del grupo Control, las cuales solo recibieron vehiculo (NaCl
0.9%+NaHCO3 0.08%). No obstante, no se observd alguna diferencia significativa entre los
grupos cafeina y 1-Metilxantina, por lo que no podriamos afirmar que esta molécula tenga un
efecto mucho mayor que la cafeina como Antagonista de los receptores Adenosina Azay en

particular como agente antiparkinsoniano (Figura 12).
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100 4

Control cafeina 1-metilxantina

Figura 12. Modelo de giro inducido
por apomorfina en rata con lesion
unilateral del haz medial con 6-OHDA.
La 1-Metilxantina y la Cafeina,
mostraron un incremento significativo
en el niumero de giros respecto a
Control. Sin embargo el efecto
antiparkinsoniano de la 1-Metilxantina
no es significativamente mayor al que
mostro la Cafeina. (n=30, cada grupo)
*p<0.05



Discusion

Docking: afinidad de la 1-Metilxantina por el receptor Adenosina Aza
En nuestro estudio, la 1-Metilxantina, el principal derivado de la cafeina y que present6 al igual
que su molécula de origen, un nicleo xantinico como estructura base (“xantinic core”)*, también
demostro afinidad similar y discretamente mayor a la que tuvo la cafeina por el receptor Adenosina
Aoa.
Cabe hacer mencién que dentro de las opciones terapéuticas para la enfermedad de Parkinson,
existe la istradefilina la cual es también una molécula con nicleo xantinico, esta similitud
estructural entre ambas moléculas y en particular sus efectos antiparkinsonianos reportados (Zelula
y Freissmuth, 2008), alientan fuertemente nuestros resultados de Docking con relacion al potencial
terapéutico de la 1-Metilxantina.
En nuestro caso de estudio el hecho que no haya reportes previos sobre la afinidad de la 1-
Metilxantina por los receptores adenosina Aza es algo bastante alentador, ya que abre una gama
de posibilidades de estudio sobre esta molécula derivada directamente de la cafeina y que es el
principal producto de su biotransformacion.
*Ver Apendice A. Articulo: Homology modeling, molecular dynamics and docking
simulations of rat Aza receptor: A three-dimensional model validation under QSAR studies.
Los receptores Adenosina Axa, se localizan principalmente en los ganglios basales y de hecho, la
modulacién de estos receptores por antagonistas Axa produce efectos significativos de la funcion
motora, esto debido a la interaccion con los receptores D2, con los cuales se coexpresa en la

terminal estriatopalidal y con los que se relaciona intracelularmente (Kase, 2001) Figura 13.

32



fomged 12009 AR

GPe V
Figura 13. Receptores Adenosina A2a y Dopamina D2 en los VQ
NST

ganglios basales. Los receptores para Adenosina A2a, se
expresan en heterodimero funcional con los receptores
Dopamina D2, en la terminal estriatopalidal de la via
indirecta. (Basado en Fredholm and Svenningsson, 2003)

Por lo tanto, los receptores Adenosina Aza y los heterdmeros relacionados a estos receptores, son
importantes moduladores de la neurotransmision estriatal, donde también regulan la actividad
dopaminérgica sobre los ganglios basales (Armentero et al. 2011).

Es importante recordar que la zona de la terminal estriatopalidal donde se expresan mas complejos
heteromeéricos Axa-D2, es la que se localiza en el anillo perisindptico, el cual se enccuentra
adyacente a la densidad postsinaptica de las sinapsis glutamatérgicas sobre las espinas dendriticas
de las neuronas GABAEérgicas y que este heterodimero también puede modular el potencial de
membrana de las neuronas estriatales y en consecuencia su excitabilidad (Schiffmann, 2007).
Otro dato importante a tomar en cuenta es que los receptores Adenosina Aza Yy los Dopamina D>
tienen un efecto opuesto en la liberacién de GABA en el estriado y el globo palido, de hecho esta

demostrado que en efecto de inhibicién en la liberacion GABA mediada por el receptor D, es
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blogueado por la estimulacion del receptor Adenosina Aza, lo cual permite afirmar que el sistema
eferente estiatopalidal es modulado por la interaccion Axa/D- (Mayfield et al. 1996).
Apoyando lo anterior, debemos considerar que los receptores Adenosina Aza también tienen una
importante relacion heteromérica con los receptores glutamatérgicos mGlu5, con los cuales
sinergizan a nivel de las neuronas GABAZérgicas estriatopalidales dorsales y lo cual podria explicar
el efecto benéfico que han mostrado los antagonistas A2a en modelos de ratas reserpinizadas (Fuxe
et al. 2010).
Por lo anterior, debemos tener en cuenta que el camino a la comprension de estas interacciones
funcionales entre receptores acoplados a proteinas G, rompe los paradigmas que consideraban que
estas estructuras no requerian oligomerizarse, sin embargo a la fecha podemos hablar de una
interaccion oligomérica entre los rceptores A2A-CB1-D2 y A2A-D2-mGlu5 (Ferré and Franco,
2010), misma que ya se ha demostrado por diferentes técnicas y que permite una impredecible
regulacion alostérica receptor-receptor y que incluso podrian estar relacionadas en el control de la
transmision corticoestriatal (Ciruela et al. 2012), incluso abre la puerta al estudio de farmacos que
modulen al receptor Adenosina A2A y al mGlu5 para el manejo del paciente con enfermedad e
Parkinson (Ferraro et al. 2012)

Conducta de giro inducido
Cuando el nacleo caudado-putamen del paciente con enfermedad de Parkinson, esta
completamente depletado de dopamina, los antagonistas de los receptores Adenosina Aza pueden
modular el balance de salida de la terminal estriato palidal y de esta forma aliviar sintomas
parkinsonianos, al prevenir la actividad excesiva de las neuronas estriatopalidales. (Bargiostas y
Konitsiotis, 2013)
Se ha demostrado también que existen complejos heteroméricos entre los receptores Adenosina

Azay los receptores para glutamato mGlub, lo cual resulta interesante debido a que esta interaccion
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sucede principalmente en la via estriatopalidal, lo cual podria explicar el efecto positivo del uso
cronico de los antagonistas de receptores mGlu5 en modelos animales de Parkinson (Agnati et al.
2003). Otra importante interaccion del receptor de Adenosina Aza a través de heteromeros, es con
el receptor para canabinoides CB1, lo cual modula también la liberacion de GABA en la terminal
estriatopalidal y es posible que los tres receptores Aza, D2 y CB: formen parte del mismo
heteromero (Ferré et al. 2009).

La mayoria de los efectos de la adenosina en el sistema nervioso central depende de los receptores
Adenosina A1 y Aca, € incluso estos receptores pueden modular algunos de los efectos
farmacoldgicos de ciertos canabinoides, en particular de aquellos que modifican la funcion estriatal
(Ferré et al. 2010 a), esto a través de la integracion sinéptica de los receptores Adenosina Aza y
CB4, de hecho el efecto de la activacion de los receptores Adenosina Aza requiere participacion
de los CBy, ya al parecer depende del estado del heteromero A>a/CB: (Tebano, Martire and Popoli,
2012).

Nuestros resultados indican que la 1-Metilxantina podria tener un discreto potencial como
antiparkinsoniano, ya que el efecto observado fue ligeramente superior a la cafeina y
significativamente mayor a la que mostro el grupo control, lo que nos indica que el efecto fue el
esperado para esta molécula al potenciar el giro contralateral inducido por apomorfina esto
posiblemente como respuesta al bloqueo del receptor Adenosina Aza de la terminal estriatopalidal
(Figura 14).

Es importante recordar que los farmacos que presentan efecto antiparkinsoniano potencian el giro
contralateral inducido por apomorfina en ratas lesionadas con 6-OHDA, bien se trate de los que
actuan como agonistas de los receptores para Dopamina D2, como el pramipexol (Mierau and
Schignitz, 1992) y ropirinol el cual tiene actividad sobre los receptores Dopamina D> y también

D3 (Matsukawa et al. 2007).
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Con relacion a nuestro caso de estudio, uno de los antagonistas de los receptores Adenosina Aza
mas estudiados es la istradefilina, una molécula con ndcleo xantinico al igual que la cafeina y la
1-Metilxantina. De hecho la istradefilina (E)-1,3-diethyl-8-(3,4-dimethixystyryl)-7-
methylxanthine, conocido experimentalmente como KW-6002, ha demostrado potenciar los
beneficios de una dosis de L-DOPA reducida, en pacientes con enfermedad de Parkinson
avanzada, ademas de presentar un notable efecto discinético Petzer et al. 2009).

La istradefilina también potencia el giro contralateral inducido por apomorfina, en el modelo de
ratas con lesion por 6-OHDA, ademas de atenuar los movimientos involuntarios anormales en

modelos animales de la enfermedad de Parkinson (Spinnewyn et al. 2011).

Apomorfina

agonista prefererente
1-Metilxantina D2

Figura 14. Interaccion de la 1-Metilxantina con la
Apomorfina. Al producirse un bloqueo del receptor
Adenosina A2A en la terminal estriato palidal , el efecto de
la Apomorfina sobre la conducta de giro inducido
contralateral a la lesién con 6-OHDA es potenciado.
(Basado en Fredholm and Svenningsson, 2003)
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Conclusién

De acuerdo a los resultados obtenidos, al parecer la 1-Metilxantina es una molécula con un
potencial discreto para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, sin embargo no se observa
que tenga un efecto mucho més potente que la cafeina. Lo que nos indica que no podria proponerse
a la 1-metilxantina como una monoterapia para el manejo del paciente, sin embargo podria
complementar el tratamiento farmacoldgico asociado a L-DOPA, logrando una disminucion
de la dosis y con ello una reduccion de los efectos adversos relacionados a esta molécula.

Lo mas significativo de nuestro trabajo es que la 1-Metilxantina no ha sido considerada como una
molécula con actividad farmacoldgica, no obstante ha presentado un efecto discreto como
antagonista de los receptores Adenosina Aza, mismo que podria abrir la puerta a mayores estudios
relacionados a la misma y podria ser evaluada con relacion a su potencial farmacol6gico en otras

patologias y no solamente en el manejo del paciente con enfermedad de Parkinson.
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ABSTRACT

Understanding the three-dimensional structure
(3-D) of GPCRs (G protein coupled receptors) can
aid in the design of applicable compounds for the
treatment of several human disorders. To this end,
several 3-D models have been obtained in recent
years. In this work, we have built the rat
adenosine receptor model (rA,4R) by employing
computational tools. First, the 3-D rA;,R model
was built by homology modeling using the human
adenosine receptor (hA,5R) structure (PDB codes:
3EML) as a template. Then, the rA,,R model was
refined by molecular dynamics simulations, in
which the initial and refined 3-D structures were
used for molecular docking simulations and
Quantitative structure-activity relationship (QSAR)
studies using a set of known experimentally tested
ligands to validate this rA2AR model. The results
showed that the hindrance effect caused by ribose
attached to agonists play an important role in
activating the receptor via formation of several
hydrogen bonds. In contrast, the lack of this

*Corresponding author: jeorreab@ipn.mx

moiety allows blocking of the receptor. The
theoretical affinity estimation shows good
correlation with reported experimental data.
Therefore, this work represents a good example
for getting reliable GPCR models under
computational procedures.

KEYWORDS: A,, adenosine receptor, homology
modeling, xanthine, drug development, rat brain,
Parkinson’s disease

1. INTRODUCTION

The A,, adenosine receptor (A;4R) is a seven-
transmembrane domain receptor (7TM) that
belongs to the family A of GPCRs (G protein
coupled receptors). This receptor has been
implicated in several physiological functions,
including some diseases of the central nervous
system (e.g., Parkinson’s disease) [l]. This
adenosine receptor can form heteromeric complexes
with D,-dopamine receptors or with metabotropic
glutamate receptors, and it is also known that this
7TM activate proteins involved in intracellular
signaling [2]. The A;,R can be blocked or
activated by compounds that share very similar
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chemical cores (scaffolds). In fact, some xanthine-
containing antagonists are used to decrease the
motor symptoms in Parkinson’s disease (PD)
[2, 3]. Additionally, other studies report the use of
AR agonists to treat hypertension, ischemic
cardiomyopathy, inflammation and atherosclerosis
[4]. These evidences have provided incentive to
study and to develop more selective A,4R ligands
[5]. To reach this goal, it is useful to employ the
murine models used in drug development for PD
treatments and for other diseases of the central
nervous system [4-7].

Currently, drug development research explores
the ligand and protein targets at an atomic level
by constructing three-dimensional (3-D) models
of these membrane receptors, whose structures are
very difficult to crystallize [8, 9]. This difficulty is
related to the location of these proteins inside the
lipid bilayer membrane; that is why only few 3-D
structures have been solved for these proteins
using X-ray methods.

Due to the previously mentioned difficulties,
computational tools are widely used to obtain 3-D
models of GPCRs, for example by computing
ab initio calculations, sequence threading and
homology modeling. The homology modeling
utilizes experimental data obtained from the
Protein Data Bank (PDB) named “template”.
Initially, some reports have used the bovine
rhodopsin (the first GPCR characterized) as a
template. However, this template yields poor
quality structures for the A;4R 3-D models. This
is due to distant homology relationship between
bovine rhodopsin and other GPCR targets. Hence,
bovine receptor would not be an adequate
template to construct the rA,,R model [4]. As the
structures of hA,,R bound to antagonist [9] and
agonist [10] have recently been solved by X-ray
methods, it is possible to use both structures as
templates for additional adenosine GPCR models
to study the molecular recognition properties.
Currently, several studies support the use of 3-D
structures of A,sR as experimental and theoretical
tools for the development and testing of new
drugs [11-15].

According to experimental data, there are several
compounds that act on A 4R receptors [1, 4-7].
Some ligand-A,4R interactions and affinities have
been reported from in vitro experiments and from
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mathematical studies on animal tissues [4, 8, 16-
20]. However, some of these ligands have not
been studied using theoretical methods and
therefore do not explain the ligand recognition on
A,4R structure at an atomic level.

The aim of this study was to generate an
adenosine receptor model from rat (rA,4R), an
animal widely used for experimental and
preclinical studies. We refined and validated this
model constructed by homology modeling. The
refinement of this model was through molecular
dynamics (MD) simulations, whereas the 3-D
model validation was using molecular docking
simulations and QSAR studies.

2. Computational procedures

2.1. Ligand retrieval

A set of 48 known A,,R ligands, consisting of 15
antagonists (Table 1) and 33 agonists (Table 2),
were docked on all A,4R 3-D models (i.e., the
rA,,R, the native hA,4R 3-D structures as well as
five snapshots retrieved from MD simulations of
rA,4R). The minimum ligand structure energies
were obtained via DFT at the B3LYP/6-31G (d.p)
level using Gaussian 98 software [21].

2.2. Homology modeling of the A, R

The amino acid sequence of the rA,,R with
accession number NP_445746 was retrieved from
NCBI [22]. The Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) found several homologous human
proteins with known 3-D structures located in the
Protein Data Bank (PDB). To obtain the rA;s R
3-D model, the Swiss Model server [23-25] was
used to perform the homology modeling
procedure using the hA,yR 3-D structure as a
template (PDB code: 3EML) [10].

First, all hydrogen atoms on the A,,R model were
added and then minimized in 500 steps with the
steepest descendent algorithm, which is employed
by GROMOS96 43B1 parameters implemented in
the Swiss-PDB Viewer version 3.7. We used the
TM-score [26] and TM-align tools [27] (available
from the Zhang lab at http://zhang.bioinformatics.
ku.edu) to compare the two 3-D models employed
in this study. The backbone conformation of
both A,,R models was evaluated by Psi/Phi
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Table 1. Experimental and calculated affinity values from docking analyses for antagonist ligands tested.

Antagonist ligand

Experimental * K, reported
in literature (nM)

Calculated affinity values on the
respective models (nM)

hA2AR rA;aR
KW6002° : 2 8] 463 1080
XA 24 8] 733 135
11ad 14 [20] 1040 2510
11ae® 17 [20] 771 2260
1laa® 18 [20] 407 1400
11bd 21 [20] 729 819
11ab" 22 [20] 422 1010
11ac" 25 [20] 1020 1200
11ba 29 [20] 276 432
af® 30 [20] 868 2320
11bc® 32 [20] 1320 938
11bb" 33 [20] 965 932
DPCPX? 340 (8] 1440 1770
Theophylline® 1995.26 [16] 16900 17700
Caffeine® 2511.89 [16] 30300 36800

*From rat striatal membranes. [number] = reference
" From pig membranes. [number] = reference

Ramachandran diagrams using the Rampage
server [28]. Then, to validate our rA,,R model
built by HOMOLOGY MODELING, docking
simulations were performed using a set of known
ligands (agonists and antagonists).

2.3. Molecular dynamics simulations

As tA,4R is one of the principal targets in this
report, we performed MD simulations to refine
and to provide evidence of its conformational
movements. These simulations were performed by
using the GROMACS software package, 4.5.3
version [29]. Structural data for a pre-equilibrated
1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine (POPC)
bilayer with 128 lipid molecules were downloaded
from the Tieleman group (http://moose.bio.ucalgary.
ca/index.php?page=Structures_and_Topologies).
The protein was then embedded in the pre-
equilibrated POPC lipid bilayer using the perl
inflategro script from Tieleman’s group, performing
several rounds of energy minimization. Furthermore,
after 23 iterations of scaling down by 0.95,

an area of ~74 A? per lipid was reached. This
value was greater than the experimental value
of ~66 A” because the inflategro script tends
to overestimate the area per lipid [30]. This
calculated value, however, was sufficient to
continue to the equilibration step.

All systems were equilibrated using simulated
annealing under an isothermal-isobaric (NPT)
ensemble for 500 ps. The LINCS method [31] was
used to restrain all of the heavy atoms in all
directions, and this method was also used to
restrain the phosphorus atoms of the lipid head
groups in the vertical (z) direction, allowing a 2 fs
integration step. The use of simulated annealing
under NPT ensemble avoided solvent voids that
distort the dimensions of the unit cell.

Following simulated annealing, NPT equilibration
was performed for 500 ps applying a pressure of
10 MPa in the transverse direction and 0.1 MPa
in the vertical direction. Water, lipids and protein
were coupled separately to a temperature bath at
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Table 2. Experimental and calculated affinity values from docking analyses for agonist ligands tested.

Agonist ligand F,xpcrimcptal * K reported in Calculated afﬁnitics values on the
the literature (nM) respective models (nM)
hA\R AR
19¢ ' 1.23 [17] 300 423
2g 1.43 [17] 25.6 21.6
23g 1.77 [17] 158 204
3g 238 [17] 72.6 412
13g 2.41 [17] 32.1 119
25¢ 242 [17] 51.9 66.3
9¢ 245 [17] 126 452
22g 2,75 [17] 252 303
Sg 2.83 [17] 11.8 298
17g 2.87 [17] 461 19800
2lg 2.90 [17] 19 2240
g 2.95 [17] 182 184
12g 2.96 [17] 112 139
8g 3.02 [17] 297 75.6
7g 3.07 [17] 1170 367
15g 3.20 [17] 148 250
29g 3.22 [17] 6.65 21.8
6g 325 [17] 270 556
16g 227 [17] 229 114
4g 3.29 [17] 104 331
28¢g 3.37 [17] 5.96 1.6
20g 3.40 [17] 36.9 89.7
l4g 3.42 [17] 138 377
10g 3.47 [17] 87.4 484
g 3.55 [17] 56.1 24.8
26g 3.85 [17] 5.66 6.64
27g 4.69 [17] 7.38 1530
NECA 20 7] 1180 1210
CGS21680 24 [16] 41.7 43.7
CADO 180 [3] 1120 1310
RPIA 794 [16] 76.4 83.6
CPA 794.33 [3] 230 186
Adenosine 2511.89 [16] 2930 1630

*From rat striatal membranes, except for CPA (which is from hA,4R expressed in CHO cells).
[number] = reference
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300 K with a relaxation time (tT) of 0.2 ps using
a Berendsen thermostat [32]. Each group
(protein/cholesterol, lipids, and solvent/ions) was
coupled to a separate temperature bath. The
parameters developed by Berger ef al. [33] were
applied to the POPC lipids, and the gromos96
53a6 parameter set was used to describe the rest
of the systems (protein, solvent and ions).
Lennard-Jones interactions were cut off at 1.4 nm,
and short-range, non-bonded interactions were
calculated with a twin-range cut off scheme
(0.9/1.4 nm) updating the neighbor list every five
simulation step. Electrostatic interactions were
calculated using the particle mesh Ewald
algorithm using a fourth-order spline interpolation
and a Fourier grid spacing of 0.12 nm. This
treatment of electrostatics has been shown to
provide an accurate representation of lipid
properties [34], and it is also commonly used in
simulations of proteins. Following 1000 ps of
equilibration, production of this MD simulation
was conducted using an NPT ensemble. A
pressure of 0.1 MPa was applied in all directions,
and all other parameters were the same as those
used in the NPT equilibration. All position
restraints were removed prior to the production
phase. Simulations were conducted using the
Argentum cluster at the Centro Nacional de
Supercomputo. Coordinates were saved every
2 ps for analysis. All analyses were performed
using tools included in the GROMACS package.
Subsequently, the dynamic behavior and
structural changes of the protein were analyzed
by the calculation of the root mean square
fluctuations (RMSF) and the root mean square
deviations (RMSD) values. The refined model
was evaluated using the ANOLEA [35] and
ProSA [36] programs.

2.4. Docking simulations

The rA;4R and hA,,R 3-D native structures and
snapshots retrieved from the rA;sR MD simulations
(taken at 0, 5, 10, 15 and 20 ns) were used to
perform docking simulations using Autodock
4.0.1. For this procedure, we used the Lamarckian
genetic algorithm, which is a combination of the
genetic algorithm method for global and local
search to perform energy minimization [37].
Before starting the docking evaluations, the partial
atomic charges (Gasteiger-Marsili formalism),
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all possible routable bonds of the ligands, Kollman
charges for A;,R atoms and the hydrogen atoms
located in heteroatoms were added at ~ pH 7.4
with the AutoDock Tools 1.5.2 [38].

A cubic grid box (80 x 80 x 80 A) with grid points
separated by 0.375 A was constructed and
centered at a midpoint between the coordinates
corresponding to the amino acids in positions
Leu85 and Leu249 (3.33 and 6.51, respectively)
for hA,4R, according to the Ballesteros-Weinstein
designation [39]. These amino acids are considered
to be the conserved key positions for ligand-
interactions in other mammalian species [10, 15,
40]. All docking simulations were performed with
an initial population of 100 randomly placed
individuals and a maximum number of energy
evaluations (1.0 x 107).

The resulting docked orientations within a RMSD
of 0.5 A were clustered together. The lowest
energy cluster returned by AutoDock for each
compound was used for further analysis. All other
parameters were maintained considering the
default settings. All of the docking result
visualizations were performed by using the Visual
Molecular Dynamics (VMD) program version 1.6

[41].
2.5. Molecular descriptors

The 48 known A,sR ligands (Tables 1, 2 and
Scheme 1) employed in the docking protocol were
tested. The ligand structures were structurally
optimized by DFT at the B3LYP/6-31G,q;, level
using Gaussian 98 software [21]. Then, the
Dragon software was used to calculate 1481
descriptors grouped into 16 groups. In addition,
the calculated electronic descriptors obtained
from HyperChem Version 7.0 (Hypercube, USA,
http://www.hyper.com) were considered as
another group. Therefore, 17 groups of descriptors
were used in this study. In each group, the
calculated descriptors were examined for the
presence of constant or near constant values for
all molecules. To decrease redundancy in the
descriptors data matrix, the correlation among
descriptors was examined, and the detected
collinear descriptors (i.e., R’ > 0.95) were removed
from the data matrix. Accordingly, 589 descriptors
were calculated.
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Table 3. Descriptors selected by MLR for each group.

Group® Descriptors

Gl C-042, C-016, H-050, H-051, C-040, O-059

G2 TI2. VRAL, PJ12, X1A, Ram, IC1, pilD

G3 MW‘COS. SRW09, MWC10, SRW05

G4 BEHm7, BELe8, BELm2, BEHel, BELvI

G5 JG110. GGI10, GGI4, IG14

G6 MATS3p. MATS8v, GATS4e, MATS4v, MATS5v. MATS3e, MATS2p, ATSle
G7 RNCG, RPCG

G8 AROM. RCI

G9 SHP2

G10 FDI. SPAN

Gl RDF065p, RDFO10m. RDF035u, RDF045m. RDFO55v

GI12 Mor20u. Mor25u, Mor05u, Mor12u, Mor13m, Mor32m. Mor18u

G13 Glv. Dv, E2s. E3u

Gl4 HATS4u, R5v+, R4m, H3m

G15 nHAcc, nOHp, n=CHR, nCONR2, nNHRPh, nPhX, nCs, nCONHRPh
Gl16 C-042, C-016, H-050, H-051, C-040, O-059

G17 Ref, HD, ELPH

"G1: constitutional descriptors, G2: topological descriptors, G3: molecular walk counts, G4: BCUT descriptors,
G5: Galvez topological charge indices, G6: 2D autocorrelations, G7: charge descriptors, G8: aromaticity index.
G9: Randic molecular profiles, G10: geometrical descriptors, G11: RDF descriptors, G12: 3D-MoRSE descriptors.
G13: WHIM descriptors. G14: GETAWAY descriptors, G15: functional groups. G16: atom-centered descriptors,

G17: electronic descriptors.

2.6. QSAR analysis

For QSAR studies, SPSS Software (version 16.0,
SPSS, Inc.) was used for the simple multiple
linear regression (MLR) analysis. QSAR analysis
of the docking results was performed using MLR
analysis with stepwise selection and elimination
of variables. This was performed to model the
relationships  between experimental  binding
affinities (i.e., log Ky values) with a set of 589
descriptors. This evaluation was performed in a
similar manner to the procedure that we had used
in a previous study [42].

MLR analysis was performed separately for each
set of the 17 groups of descriptors (G1-G17, see
Table 3) while accounting for the experimental
log K4 values. Finally, the best descriptors, chosen
both by stepwise selection and by elimination of
variables from each group, were gathered into one
set. Another MLR was performed on this new set
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of optimal descriptors obtained from the set of 48
ligands. Furthermore, MLR analysis was carried
out for the antagonist set (15 ligands) and for the
agonist set (33 ligands) with the best descriptors
selected from the original 48 A,,R ligands.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Homology modeling

The BLAST results for rA,,R indicated the
highest sequence identity (82%) with hAR
(NP_000666.2) [27, 34-36], suggesting that hA,,R
was the most suitable template for HOMOLOGY
MODELING. Moreover, the high percent identity
between rA,sR and hA,;yR reflects a close
homology relationship that could help to explain
the same experimental affinity values obtained
either from these animal models or from human
models, particularly with A,4R agonists derived
from adenosine [43].
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Figure 1. Ramachandran plots of hA;,R (PDB code:
3EML, top panel) and rA,,R (lower panel). The
residues in disallowed regions are labeled.

To evaluate the reliability of A;y R models built
for docking purposes, we used a Ramachandran
plot (Figure 1). These methods identify the
Psi/Phi angle distribution in the 3-D model within
the allowed or disallowed regions. For hA,4R,
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Figure 2. The superimposed hA;,R (dark) and rA;4R
(light) 3D models (only the alpha helixes are depicted
for clarity). The transparent surface shows the amino
acids that are in contact with the co-crystallized ligand
(ZM241385) in hA,4R and in same position on rA;4R.

no residues were located in disallowed conformations,
whereas for rA;\R, only two residues (Arg217
and Ser218) were found. Additionally, 3-D
overlapping of the native human and rat AR
models shows great similarity, possibly due to the
homology modeling procedure (Figure 2). With
the TM-score and TM-align programs, a value of
TM-score = 0.4510 was obtained, and an RMSD
of 0.64 A between hA,,R and rA,;,R was found
[26, 27] yielding a better 3-D model than those
previously obtained for the rA,,R model (e.g.
Kim er al.) [44] who reported an RMSD = 1.27
using rhodopsin as the template. Therefore, our
rA;aR model can be considered reliable and
useful for generating meaningful predictions
[4]. Furthermore, we decided to perform MD
simulations as performed elsewhere [45]. The long
MD simulations permit visualization of the active
or inactive structures that can explain the agonist
or antagonist conformational movements [46]. In
this case, we performed MD simulations to
identify the principal structural changes that occur
during 20 ns of MD simulations, which is enough
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Figure 3. MD simulations of rA,4R to test some structure snapshots. Panels indicate the root-mean square deviation
(RMSD). the radius of gyration (Rg). the root-mean square fluctuation (RMSF) and the 3-D structure alignment for

all snapshots retrieved from the MD simulations.

time to reach convergence according to the RMSD
and the radius of gyration, (Figure 3). During this
time, it was clear that there is a greater movement
in the loops in comparison with the zones that
belong to the TM domain, which the 3-D model
indicates is more stable than the loops. Despite the
notable structural movements, it is not easy to
show the active or inactive conformations because
they occur at microsecond time scales [47].

__é_\) + 86, p0me Z E() (%‘

7

AG = L\G..,,I,Z( iy

3.2. Comparative analysis of experimental vs.
predicted ligand affinities for the A, R models

Once the rA,,R model was obtained by homology
modeling, a docking study was performed,
considering ligands whose experimental affinity
data are available (Scheme 1 and Tables | and 2).
After docking simulations, the log K4 values were
obtained from free energy (AG) values resulting
from the ligand-protein interactions (Eq. 1).

(Eq. 1)
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where the five AG terms on the right-hand side are
coefficients empirically determined using linear
regression analysis from a set of protein-ligand
complexes with known binding constants. The
summations are performed over all pairs of ligand
atoms, i, and protein atoms, j. The in vacuo
contributions include three interaction energy terms:
a Lennard-Jones 12-6 dispersion-repulsion term, a
directional 12-10 hydrogen bonding term and a
screened Coulombic electrostatic potential [37].

The Kd values from hA,sR and rA,;,R were used
to perform a correlation study (Figure 4 A-C) with
experimental data and we could identify a good
relationship for the antagonist ligands (R*= 0.6712
and 0.7968, respectively) but not for the agonist
ligands (Figure 4D-F). On the other hand, as it is
not reliable to make any assertions based upon
the initial 3-D structure, we performed a MD

simulation (Figure 3) to explore the conformational
space and to try to explore the local conformational
changes. Then, we selected these snapshots as
targets for docking of agonists or antagonists,
respectively. The results (Figure 5) suggest that
rA,4R maintains its inactive conformation (based
on the relationship between the experimental and
theoretical data). This is because the rA;yR
maintain the best relationship with the antagonist
ligands for both the native rA;yR and the
snapshots retrieved from the rA;sR MD
simulations [48, 49]. Figure 5 depicts the binding
pose of the best relationship with the agonist
(20 ns, R = 0.28) or antagonist (0 ns R = 0.88).
The figure also depicts adenosine as the best
example of agonist, which shows interactions with
His273 (via formation of hydrogen bonds), and
this arrangement is in agreement with recent

A B c
s s "
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Figure 4. Antagonist ligands A) Correlation between log K, obtained from hA;4R docking versus experimental
log K, values, B) between log K, obtained from rA;,R docking versus experimental log K values, and C) between
log K, obtained from rA;sR docking versus log K, observed from the hA,yR docking values. Agonist ligands,
D) correlation between log K, obtained from hA,5R docking versus experimental log K values. E) between log Ky
obtained from rA;4R docking versus experimental log K, values and F) between log K obtained from rA;,R
docking versus log K, observed from the hA,4R docking values.
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X-ray structure data obtained for hA,4R [10]. For
the antagonist models, we depicted caffeine,
which participates in a n-m interaction with
Phel63, and these interactions are reported in the
crystal structure of the human adenosine receptor
AR in complex with a high affinity subtype-
selective antagonist bound ZM 132485 [9].

3.3 Specific interactions of selected ligands on
A24R and their biological relationship

To explore the specific interactions of ligands on
AR, a close view of each ligand in its highest
affinity conformation obtained by docking was
analyzed. The hA,j,R protein was solved in
complex with ZM132485 [10]. This complex
shows that hA;,R recognizes ZM132485 in a
binding site constituted by aromatic (Phel68,
Trp246 and Tyr271), basic (Asn253, Asnl8l,

His250 and His264,) acidic (Glul69) and
hydrophobic (Leu85, Metl77, Leu249, Ile274,
Leu267, Ala265 and Met270) residues. These
residues form a pocket capable of recognizing
ligands (agonists or antagonists) which share five-
six cycle core reported elsewhere. Furthermore,
these interactions explain why most of the ligands
tested here recognize this site (Figure 6). In
addition, one of the most important findings is
that the ribose moiety is oriented towards His278
and His273 for both the human and the rat
adenosine receptors (Figures 6A and C, respectively).
These results are also in agreement with the
experimental data published elsewhere [10].

For the caffeine docking studies, results showed
that the ligand establishes interactions with the
side chains of Phel68 and Phel63 by n-m
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Figure 6. Adenosine on hA,4R (A) and rA,4R (C) and caffeine on hA,4R (B) and rA,,R (D).

interactions on hA,sR (Figure 6B) and rA,,R
(Figure 6D), respectively. Similar interactions
were found for adenosine at the bi-cycle moiety.
The adenosine purine moiety has a similar spatial
disposition on hA,4R to that of the purine moiety
of ZM132485. Indeed, the highest affinities for
both complexes between r/hA,,R and caffeine or
adenosine exhibit the same binding site because
they are overlapped. In general, all of the A;4R
ligands tested have the same bi-cycle moiety. The
main differences between them are in the side
chain of the ligands, and they differ by a ribose
located in the agonist ligands. These data explain
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the differences between the A,zR binding sites
and the affinity binding values (Table 2 and
Figure 6). For example, theophylline has fewer
hindrance effects than the others, allowing it to
reach the same site more deeply (Figure 6 and 7)
interacting with residues in the TMs 2,3,6 and 7
(Supplementary Figure 1). The major obstacle for
accessing the binding site is the micro-switch
formed by the conserved residue at position
6.48 (Trp246 on hA,4R and Trp241 on rA,;4R).
Conversely, the large conformational changes of
the Trp residues mentioned during 7TM activation
permit ligand accessibility [50]. All of the ligands
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Figure 7. The hA,:R (a) and rA,4R (b) complexes with adenosine (dark) and two antagonists: caffeine and
theophylline (light). The amino acids considered key in 7TM receptors by Fatakia ef al. [40] are depicted as a

transparent surface in each case.

tested showed a similar binding site except for
theophylline, which reaches a deeper binding site
due to its small volume. This behavior could be
associated with the different responses found in
clinical assays studying the effect of methyl-
xanthines commonly included in diets [17, 51, 53].
For instance, Tan e al. [52] found that reduction
of PD risk varies between green and black tea
consumption. Yu et al. [53] found greater nervous
system stimulation by caffeine than by
theophylline. These differences could also be
related to the variations in caffeine content found
in each tea [51, 54]. Additionally, this difference
could involve other mechanisms of action of
xanthine compounds, including the inhibitory
activity on phosphodiesterase [55]. One explanation
for these different effects could be stimulation at
different sites on A,4R that play an important role
in the activation of the receptor. The differences
could be related to the selectivity given by
extracellular loop amino acids in A,sR and other
7TMs [56].

3.4. MLR-QSAR results and their implications in
ligand binding

Table 3 summarizes the descriptors chosen from
the MLR of experimental log K4 values with the
17 groups of descriptors (G1-G17). The final
regression models obtained from MLR analysis
and executed on the best sets of descriptors are
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shown below (See Table 4 for a clarification of
the descriptors’ names).

Final MLR regression model for both agonist
and antagonist ligands

log Ky = 8.638868 (+2.073478) -
(+0.107628) Mor20u

- 3.45225 (+0.559607) MATS3p + 0.630345
(0.11321) Mor25u

- 2.09376 (£0.351586) MATS8v + 0.921764
(+0.142635) C-042

0.37185

- 52713 (%1.759311) ATS4e - 3.11057
(+0.76633) AROM
-0.63123 (+0.162349)  GGI4  +  0.647461
(+0.286081) BEHmM7

(1

N = 49, R = 0.980, R> = 0.961, R?, = 0.952,
S =0.198, R%y = 0.959, RMSE = 0.177.

Here, N is the number of compounds, R is the
regression coefficient, R? is the coefficient of
determinations, R?, is the adjusted coefficient of
determination, R’cy is the cross validation
coefficient of determination, and RMSE is the
root-mean square error.

MLR regression model for antagonist ligands

log K4 = 2.471 (£0.187) - 9.481 (£1.182) GGI10
-1.828 (+0.469) MATS3p 2)
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N = 16, R = 0.973, R> = 0.946, R*, = 0.938,
S =0.225, R%v = 0.943, RMSE = 0.204.

MLR regression model for agonist ligands

log K4 = 3.551 (£0.490) + 0.812 (+0.204) C-042
-0.816 (+0.570) MATS8v

- 0.686 (£0.150) C-040 - 0.644 (+0.185) C-041
-27.475 (£7.193) JG14

-

J

(3)
N =33, R = 0977, R* = 0.954, R?,= 0.946, S =
0.193, R%v = 0.952, RMSE = 0.175.

Equation (1) shows that the most significant
descriptor of the experimental log Ky for both
agonist and antagonist ligands is the 2D
autocorrelation descriptor ATS4e, where log K, is
inversely proportional to ATS4e. Other significant
descriptors are  MATS3p (2D autocorrelation
descriptor) and the aromaticity index (AROM),
which increases as log K, decreases.

Equation (2) shows that the most significant
descriptor for the antagonist ligands is the Galvez
topological charge index of order 10 (GGI10),
while equation (3) shows that the most significant
descriptor for the agonist ligands is the Galvez
mean topological charge index of order 4. The
regression models described in equations (1)-(3)

Table 4. Summary of descriptors.

have comparable regression and cross validation
parameters. However, the RMSE for the
regression model of antagonist ligands (0.204) is
higher than those for other two models described
in equations (1) and (3), where the RMSE = 0.177
and 0.175, respectively. Additionally, for equation
(2), the value of R’cy = 0.943 is lower than those
for equations (1) and (3), where R’cy = 0.959 and
0.952, respectively. The cross validation of
parameters indicates that the regression models
obtained for the whole data set (consisting of both
agonist and antagonist ligands) is comparable to
the regression model obtained for the agonist
ligands. However, the regression models described
in equations (1) and (3) are slightly better than the
model described in equation (2). The predicted
and observed log K, for the regression models
described in equations (1)-(3) are shown in Figure 8.

As shown in the QSAR results, steric and charge
factors in ligands are strongly related to the
experimental calculated affinity for ligands. This
supports the requirement of singular hindrance
effects for ligands in A,,R recognition, and also it
supports the idea that differences could be
expected between caffeine and ligands with
smaller hindrance effects.

Descriptor name Description

Broto-Moreau autocorrelation of a topological structure - lag 4/weighted by atomic

Moran autocorrelation — lag 8/weighted by atomic van der Waals volumes

Mor20u 3D-MoRSE - signal 20/unweighted

MATS3p Moran autocorrelation — lag 3/weighted by atomic polarizabilities
Mor25u 3D-MoRSE - signal 25/unweighted

C-042 corresponds to X—CH...X (among atom centered fragments descriptors)
Alds Sanderson electronegativitics

GGl4 Galvez topological charge index of order 4

BEHmM7 highest eigenvalue n. 7 of Burden matrix/weighted by atomic masses
AROM Aromaticity

MATSS8v

GGI10 Galvez topological charge index of order 10

C-010 atom centered fragment CHX3

C-041 atom centered fragment X-C(+X)-X

C-042 atom centered fragment X—CH..X

1G4 Galvez mean topological charge index of order 4
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Supplementary Figure 1. Binding site on (a) hA;R and (b) rA;4R for theophylline. The core of the adenosine
molecule is depicted as a black sphere. Transmembrane domains implicated are depicted as a cartoon marking the
segments with amino acids interacting with theophylline. These amino acids are labeled in bond representation.
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CONCLUSION

The theoretical results show that the ligands tested
have similar binding to hA2AR and rAR.
Additionally, the QSAR results address the
importance of the xanthine core contained in
AsxR ligands and the hindrance effect on the
AR affinity. Finally, these findings suggest that
the rA,AR in its inactive state can be used for
testing A,,R antagonists, but it cannot be used to
test agonists despite being summited to MD
simulations. The rA,,R model exhibits the best
relationship with antagonists even though the
adenosine agonist reaches the reported His273 via
hydrogen bond interactions.
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