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RELACIONES CUANTITATIVAS ESTRUCTURA-
ACTIVIDAD/PROPIEDAD EN DOS DIMENSIONES
EMPLEANDO EL PROGRAMAR

Resumen

Las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR) y estructura-propiedad
(QSPR) son modelos matematicos aplicados a la prediccién de actividades bioldgicas
o propiedades de un grupo de compuestos. Estos modelos son generados y validados
por analisis estadistico a partir de un grupo de moléculas con una actividad bicldgica o
propiedad conocida. En este trabajo se explica la metodologia general para realizar un
analisis QSAR/QSPR utilizando el lenguaje de programacion de R, analizando como caso
de estudio la prediccién del transporte a través de la barrera hematoencefalica.
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Abstract

Quantitative structure-activity/property relationships (QSAR/QSPR) are mathematical
models applied to the prediction of biological activities or properties of a series of
compounds. These models are generated and validated by statistical analysis from a
group of molecules with a known biological activity or property. This paper describes the
general methodology to perform a QSAR/QSPR study using the R software, employing
experimental information of the transport through the blood-brain barrier as a case of
study.
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RESUMEN E INTRODUCCION

I.1. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia compleja con caracteristicas
neurodegenerativas y neuroinflamatorias. Se ha demostrado que los mecanismos involucrados en
la respuesta inmunoldgica en el sistema nervioso central (SNC) tienen una relevancia importante
en el inicio y el transcurso de la EA. Las células microgliales residentes en el SNC desempefian un
papel fundamental en la neuroinflamacion. El receptor de fractalkina, CX3CR1, es un elemento
clave en la activacién de una respuesta proinflamatoria o de supervivencia neuronal ante las
anormalidades propias de la EA. Estudiar el receptor CX3CR1 con técnicas computacionales
permite complementar y entender sus caracteristicas estructurales y dinamicas; para comprender
mejor los mecanismos implicados en la EA, asi como un punto de partida para el planteamiento de
nuevos enfoques de estudio que conduzcan a una eventual propuesta de moléculas con actividad
moduladora sobre este receptor, y de esta manera modificar el transcurso de la caracteristica
neuroinflamatoria de la EA. Para este trabajo de tesis se recopil6 la informacion disponible para
realizar un estudio computacional consistente en modelado y validacién de la estructura terciaria,
simulacion de dinamica molecular clasica del receptor en sistemas membranales diversos, y
analisis geométrico de conférmeros y rotameros; con las caracteristicas necesarias para proponer
un mecanismo basico de funcionamiento del receptor CX3CR1, asi como sus interacciones con los
ligandos conocidos por su actividad experimental. Asimismo, se aplicaron herramientas
computacionales para validar y confirmar los resultados expuestos, y concluir satisfactoriamente
sobre las caracteristicas funcionales del receptor CX3CR1, asi como proponer perspectivas en el
estudio de este sistema y lograr el conocimiento molecular de la EA con las técnicas disponibles.
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RESUMEN E INTRODUCCION

1.2. INTRODUCCION

Las herramientas computacionales han mostrado ser una buena aproximacién para el estudio de
los sistemas macromoleculares con detalle atdmico. La simulacién de dinamica molecular (MD por
sus siglas en inglés) es un grupo de metodologias que aplican las leyes de la mecanica molecular
y la termodindmica estadistica, mediante métodos inicialmente desarrollados de manera tedrica y
algoritmos que simplifican los célculos computacionales. La simulacion de dinamica molecular
resuelve las ecuaciones de movimiento de la mecanica clasica a través de pasos de tiempo, asi
como los calculos respectivos de fuerzas y energia potencial. La resolucién de estas ecuaciones
permite conocer las posiciones de cada particula del sistema para el paso de tiempo siguiente, por
lo que para la asignacién de velocidades se recurre a una funcién de densidad de probabilidad de
velocidades, para posteriormente calcular las aceleraciones, tanto del paso en proceso como del
paso siguiente, a través de diversos algoritmos sencillos. Asimismo, el sistema molecular simulado
se considera cerrado, con la propiedad de intercambiar energia con el exterior en un bafo virtual
de temperatura, para alcanzar un estado de equilibrio térmico. La presion dentro del sistema se
calcula mediante modificaciones a las ecuaciones clasicas, y adicionalmente estos parametros
termodindmicos estan sujetos a la evaluacion de algoritmos que disminuyen la desviacién de los
valores alcanzados (para mayor detalle, ver el Anexo Ill: Fundamentos tedricos). De esta manera,
se puede conocer el comportamiento aproximado del sistema molecular a través del tiempo
simulado, y se pueden conocer detalles aproximados de desplazamientos de componentes del
sistema, interacciones entre particulas y cambios conformacionales de segmentos mayores.

Para este trabajo, el receptor CX3CR1 es el principal objeto de estudio mediante técnicas
computacionales. Sin embargo, para tener una referencia comparativa solida, se estudio
inicialmente el receptor CCRS5, el receptor con mayor similitud a CX3CR1 y con informacion
disponible a nivel atébmico. A partir del estudio de CCR5, también se caracterizd la influencia de
ligandos, para integrar los resultados y proponer mecanismos y caracteristicas para el receptor
principal CX3CR1. Adicionalmente, para el disefio de los sistemas con ligandos peptidicos se
recurrié a la estructura del receptor US28 en complejo con el ligando principal de CX3CR1, para
plantear un punto de partida basado en evidencia experimental (las generalidades de los
receptores CCR5 y US28 se exponen en el Anexo Il: Informacion complementaria).

14



ANTECEDENTES

IIl. ANTECEDENTES

II.1. Generalidades

La EA es la causa principal de demencia en personas mayores a nivel mundial.»2 Es una
enfermedad neurodegenerativa caracterizada clinicamente por pérdida progresiva de memoria y de
las funciones cognitivas. Los depoésitos de los péptidos amiloides B1-42 (AB42) en el parénquima
encefalico y en los vasos sanguineos, asi como la hiperfosforilacion de la proteina asociada a
microtubulos tau (MAPT), inestabilidad microtubular y neuroinflamacion son las caracteristicas
fisiopatolégicas distintivas de la enfermedad.}3# Los péptidos neurotoxicos AR40 y AB42 son
producto de la escision de la proteina transmembranal APP (proteina precursora de amiloide, por
sus siglas en inglés) por la accion del complejo enzimatico de la y-secretasa, con presenilina (PS,
PSEN) como subunidad catalitica. Estos péptidos amiloides se acumulan formando oligdmeros
solubles abundantes en hojas B, y posteriormente se agregan en placas insolubles en el espacio
extracelular. La angiopatia cerebral amiloidea, presente en el 80% de los casos de EA, se debe a
la deposicion de oligdbmeros amiloides. Los oligbmeros solubles AB son causantes de

neuroinflamacién que esta estrechamente relacionada con la EA.2

I1.2. Neuroinflamacion

La inflamacién es una respuesta en un tejido cuando se presenta un dafo, y puede ser aguda o
crénica. La inflamacion aguda se caracteriza por una reacciéon inmediata ante un agente agresor, y
consiste basicamente en una respuesta defensiva y posteriormente en el restablecimiento de la
homeostasis local. La inflamacion cronica, en cambio, se presenta cuando el estimulo nocivo es
persistente. La inflamacion periférica se manifiesta principalmente por infiltrados leucocitarios y
produccion de agentes de sefializacion y regulacion. Las células polimorfonucleares, de las cuales
los neutréfilos son las mas abundantes, son reclutadas al sitio de dafio en eventos agudos vy las
células mononucleares como macréfagos, linfocitos y células plasmaticas componen la respuesta
inflamatoria celular cronica.
Las respuestas desencadenadas por la neuroinflamacién estan reconocidas como factores
determinantes en el desarrollo y evolucion de las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
EA. De manera analoga a la periferia, en el sistema nervioso central (SNC) la inflamacién puede
ser aguda o crénica. La inflamacién aguda, conocida previamente como gliosis reactiva, se
presenta en eventos traumaticos, isquémicos o infecciosos. La inflamacién crénica o
neuroinflamacién, en cambio, tiene caracteristicas divergentes con su contraparte periférica.® Las
células gliales presentes en el sistema nervioso desarrollan las funciones de presentacion
antigénica, modulacion de la inflamacion, reclutamiento de células periféricas, induccion de

apoptosis, etc.
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ANTECEDENTES

11.3. Células gliales A) } )J
Capilar ———— By — — ﬁ7ueurona
\\ ‘ ."" ,. \/./
Los astrocitos, oligodendrocitos, Ag.,mj'f\ if‘.’- __Zjigodendrocito
glias NG-2 y microglias, conocidas ';\A ' /‘
Pies perivasculares ‘:\ \ Axén mielinizado

en conjunto como células gliales

Ependimocito —— Mielina

(Figura 2.1), constituyen una fraccion .
LCI

importante del SNC de mamiferos,

ademas de las neuronas.

Consideradas inicialmente  como Figura 2.1. Células del SNC. Interacciones de las neuronas con
células de soporte, de “pegamento”, astrocitos, oligodendrocitos y microglias. Los ependimocitos son células

no funcionales son objeto de epiteliales de los sistemas ventriculares (Modificado de McGraw-Hill

) . y Companies, Inc.).

extensa investigacion.
11.3.1. Astrocitos

Los astrocitos representan la fraccion mas abundante de las células gliales encefalicas en un
individuo adulto. Entre sus numerosas funciones descritas, destacan el mantenimiento
homeostatico de iones, agua, nutrientes y desechos, participacion cosinaptica y contribucién en la
estructura de la barrera hematoencefalica (BHE).® La ablacién astrocitica selectiva en ratas sanas
usando a-L-aminoadipato, andlogo del L-glutamato, ocasioné principalmente reactividad glial
reversible.” En cambio, la supresién de la expresion de proteinas exclusivas astrociticas result6é en
degeneracion neuronal, degeneracion axonal y pardlisis®'! y en un subtipo de astrocitos
cerebelares causé problemas severos de coordinacion motora, similares a los producidos por

disfuncion cerebelar.

11.3.2. NG-2 y oligodendrocitos

Los oligodendrocitos y las células NG-2, sus precursoras, se consideran una poblacion glial
independiente debido a sus caracteristicas, como son los marcadores receptor a del factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGFRa) y el proteoglicano 4 de condroitina sulfato (CSPG4 o
NG2) para los precursores, y los factores de transcripcién Oligl, Olig2, Olig3 y SOX10, asi como la
proteina especifica de oligodendocito (OSP), proteina basica de mielina (MBP) y la glicoproteina
oligodendrocitica de mielina (MOG) para las células maduras.®12 Las células NG-2 se han
identificado como parte fundamental del mantenimiento de los oligodendrocitos mielinizantes a
través de la vida adulta.’®-16 Las células NG-2 presentan alta proliferacién, de manera analoga a
las células troncales, y son capaces de participar en sinapsis neuronales.'®'” La deplecion de
células NG-2 con citarabina, irradiacion X y silenciamiento genético produjo disminucién de la
sefializacion de leptina y deterioro del metabolismo energético.'® El bloqueo de la diferenciacion de

NG-2 a oligodendrocitos genera deterioro del aprendizaje motor y fallas axonales.920
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ANTECEDENTES

11.3.3. Microglia

Las células microgliales o microglias son las células efectoras inmunolégicas de origen
mesodérmico en el encéfalo, con los marcadores proteina transmembranal 119 (TMEM119),
CD11b-CD45, CX3CR1, entre otros.?! Las microglias se infiltran en el tejido neural durante la
embriogénesis, y durante el periodo posnatal desempefian un papel fundamental en la maduracion
neuronal. Posterior a la infiltracién, se diferencian de una forma ameboide a una morfologia
ramificada Unica, estacionaria, que cambia cuando son expuestas a estimulos nocivos. Esta
morfologia ramificada no es un estado dormante, ya que estas células presentan periodos
intermitentes de motilidad y pausa. En respuesta a estimulos asociados a dafio y patdgenos
(DAMPs: patrones moleculares asociados a dafio; PAMPs: patrones moleculares asociados a
patdégenos), las microglias experimentan una rapida activacion dirigiendo sus movimientos de
respuesta al microambiente hacia la migracién al sitio del insulto.?2
Las microglias activadas liberan al entorno numerosos factores neurotréficos y citocinas capaces
de modificar la homeostasis neuronal. Asimismo, expresan una amplia variedad de receptores y
moléculas de sefializacibn como respuestas a la actividad neuronal, como el receptor de glutamato
AMPAR, purinérgicos P2RX4 y P2Y6, receptor del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
TNFR1/CD120a, receptor del mediador inflamatorio interleucina 1 (IL-1R), complejo principal de
histocompatibilidad tipo 1l (MHC-II), y receptores de quimiocinas. Adicionalmente son capaces de
producir factor de crecimiento nervioso NGF, factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y

neurotrofina 3.22

11.4. Origen hematopoyético de la microglia

Las microglias son un tipo de células fagociticas, macréfagos residentes del SNC que provienen
de células progenitoras mieloides residentes en la médula 6sea, y constituyen un linaje diferente al
de las células fagociticas mononucleares. Los monocitos, otro linaje mieloide, son células
leucocitarias circulantes que forman parte del sistema fagocitico mononuclear.

11.4.1. Actividad de la microglia

En un individuo adulto sano, la autorrenovacién microglial es suficiente para mantener la
homeostasis del SNC. En condiciones fisiolégicas, las microglias contribuyen a la plasticidad
neuronal y la funcion sinaptica, controlando su maduracion y conectividad. Durante el desarrollo,
las microglias remueven las células y cuerpos apoptéticos que resultan en esta etapa, y también
contribuyen a la muerte neuronal. La apoptosis neuronal también esta presente en adultos. En el
caso de los pacientes con EA, las células troncales neurales se encuentran disminuidas,?? lo que

deteriora la autorrenovacion microglial.

17



ANTECEDENTES

I1.5. Citocinas y quimiocinas

Las citocinas son mediadores celulares de naturaleza polipeptidica que regulan la homeostasis
de los tejidos a través de acciones locales o por reclutamiento de sistemas externos. La expresion
y actividad de las citocinas se incrementa en condiciones de estrés tisular, incluyendo crecimiento
rapido, desregulacion debida a inflamacién crénica y neoplasias, infecciones y eventos
traumaticos. En este grupo heterogéneo de mediadores estan incluidas interleucinas, factores de
necrosis tumoral, interferones, factores estimulantes de colonias, factores de crecimiento,
neurotrofinas, neuropoyetinas y quimiocinas. Las citocinas en el SNC pueden ser de produccién

basal o en condiciones de dafio, como la produccion de IL-1B, IL-2 e IL-6 en la EA.23

11.5.1. Quimiocinas

Las quimiocinas son un tipo de citocinas implicadas en la quimiotaxia y activacion leucocitarias.
Las quimiocinas han sido clasificadas con base en la posicion relativa de sus residuos de cisteina
(Cys, C) en el extremo amino terminal. Las a- y B-quimiocinas, con cuatro residuos de cisteina,
constituyen la familia mas extensa. Las a-quimiocinas contienen un motivo CXC, donde X es un
residuo aminoacilo variable, y las B-quimiocinas presentan el motivo CC, de residuos adyacentes.
La linfotactina y la fractalkina, que no se incluyen en los grupos anteriores, contienen sélo dos

residuos de C y otras caracteristicas distintivas.

11.5.2. Fractalkina

La fractalkina es una &-quimiocina?* membranal que presenta el motivo CXXXC, o CX3C;
especificamente la secuencia CNITC, unido a un dominio tipo mucina altamente glicosilado,
anclado en la membrana plasmatica. La fractalkina recibié este nombre debido a la analogia de su
descubrimiento con un acercamiento a la rama C de la superfamilia de quimiocinas con un fractal,
al revelar un patrén autorreferencial de complejidad.?®> A esta quimiocina también se denomina
CX3CL1, por ser el ligando con el motivo CX3C. La unién a un dominio tipo mucina sélo es
compartida con CXCL16. La fractalkina es expresada en la periferia por células NK (natural killer
cells, de linaje hematopoyético) y por grupos restringidos de neuronas.?6 La escision del dominio
extracelular de la fractalkina por la metaloproteinasa ADAM10 (del inglés a disintegrin and
metalloproteinase type 10), un tipo de enzima a-secretasa, produce polipéptidos solubles de
tamafio variable, y bajo condiciones inflamatorias, el corte también es promovido por
ADAM17/TACE (Figura 2.2).
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La fractalkina posee un dominio CX3CR1

CX3CL1/ Fractalkina

<+ " >« 6 nm >
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interactuar con correceptores. En '
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soluble tiene relacién con el grado de M
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metabolismo de MAPT; mientras que Figura 2.2. CX3CR1 y CX3CL1 en el SNC. Esguematizacién general

de la fractalkina, su interaccion con CX3CRL1 y sus variantes solubles

la forma membranal parece
generadas por las enzimas ADAM. (Modificado de Wolf, et al. 2017).2°

incrementar la patologia amiloidea.?’

11.5.2.1. El receptor de fractalkina: CX3CR1
El receptor de fractalkina es un receptor acoplado a proteina G (GPCR por sus siglas en inglés),
y se denomina CX3CR1. El CX3CR1 se expresa en linfocitos, monocitos, células NK y células

gliales, de expresién particularmente alta en microglias.26

En modelos animales de EA se ha estudiado la influencia de CX3CR1, incluyendo los modelos

transgénicos para hTau (Tau silvestre humana) y APP/PSEN1 mutantes. En el primer caso, los
ratones transgénicos hTau, carentes del gen CX3CR1 (CX3CR1-/-) presentan hiperfosforilacion de
tau (p-MAPT) asociada a una alta produccion microglial de IL-1B. En modelos mixtos hTau-
APP/PSEN1-CX3CR1-/-, la deficiencia del receptor se manifesté con una reduccién de las placas
amiloideas. En microglias cultivadas, la exposicion a AB42 induce la deplecién de la actividad de
CX3CR1, produccion de IL-6 y TNF-a. Ademas, la activacién microglial incrementa la fagocitosis de
las placas amiloides, aunque con un riesgo potencial de secrecién de citocinas proinflamatorias
relacionadas con un incremento de la tauopatia.
Adicionalmente la deficiencia de CX3CR1 en los modelos transgénicos mixtos previene la pérdida
neuronal.?® En los modelos APP/PSENL1 deficientes del ligando CX3CL1 membranal se presenta
mayor p-MAPT a pesar de la disminucion de la densidad amiloidea. La sobreexpresion de la
isoforma soluble (SCX3CL1) en el modelo transgénico Tg4510 mediante vectores adenovirales
reduce la tauopatia y previene la neurodegeneracion.

Los roedores a los que se les infundid AB42 en la corteza mediante un lentivirus, asi como
modelos de ratdn con demencia frontotemporal exhibieron una alta activacion de la caspasa 3 y
una secrecion incrementada de la citocina proinflamatoria TNF-a y depdsitos de p-MAPT.

Ademas de las implicaciones de CX3CR1 en la EA, algunas mutaciones en este receptor se han
asociado con progresiones distintivas en la EA de inicio tardio. Con estos hallazgos experimentales

se relaciona al receptor CX3CRL1, un tipo de receptor acoplado a proteina G (GPCR), con la EA.
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11.6. Receptores acoplados a proteinas G (GPCR)

Los receptores membranales heptahelicoidales acoplados a proteinas de unién a nucleétidos de
guanina (GPCRs) constituyen un grupo amplio de proteinas celulares transmembranales
involucradas en la transduccion de sefiales de primeros mensajeros extracelulares y son de gran
interés farmacéutico.?%-30

La geometria de los GPCRs (Figura 2.3) esta conservada en la mayoria de los receptores
descritos, especialmente en las siete hélices transmembranales (TMs) y la hélice yuxtamembranal
(YXT). Las variaciones principales tienen lugar en las asas extra e intracelulares (ECLs e ICLs
respectivamente), asi como en los dominios amino (NT) y carboxilo terminal (CT).3!

Por su diversidad, los GPCRs se clasifican en clases, basadas en la estructura primaria.3?33

A B

Dominio extracelular (clases B,C,F)
Figura 2.3. Geometria
general de un GPCR. A

Dominios geométricos

Amino terminal {NT}\

[ S

Dominio Heélices
transmembranal (TM)  (TMs)

J S

Asas intracelulares (ICLs)

Asas extracelulares (ECLs)
principales. B.
Identificadores de los
dominios  principales. En
linea discontinua se

representan los segmentos

interhelicoidales (Modificado
de Latorraca, 2017%).

Carboxilo terminal (CT)

11.6.1. Clases de GPCRs
Los GPCRs descritos pertenecen a las clases A, B1, B2, C, F, gustativos y otros (Tabla 2.1).32

Dentro de cada clase, los receptores poseen similitud estructural alta.

Tabla 2.1. Clases de GPCR basadas en alineamientos de sus estructuras primarias.

Clase Receptor tipico Subtipos principales
A Rodopsina Receptores de proteinas, algunos polipéptidos, sensoriales, esteroidales,
aminérgicos, alicarboxilicos, lipidicos, nucleotidicos.
B1 Receptor de Receptores de calcitonina, factor liberador de corticotropina, glucagon,
secretina parathormona y péptido intestinal vasoactivo.
B2 Receptores de ADGRs
adhesion
(03 Receptores de Receptores sensibles a calcio, aminoacilicos, gustativos tipo 1.
glutamato
F Receptores FZDs
frizzled
Gustativos Receptores TAS2Rs (de gusto amargo)
tipo 2 TAS2
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El receptor de fractalkina CX3CR1 (Figura 2.4) esta clasificado como receptor tipo A debido a su

similitud estructural con la rodopsina.3?
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Figura 2.4. Estructura primaria del receptor de fractalkina CX3CR1, con la distribucién de residuos de aminoacidos en los
motivos transmembranales (TM1 a TM7), la hélice yuxtamembranal (YXT) y los terminales amino (NT) y carboxilo (CT).?

La respuesta de los GPCRs ante los estimulos se basa principalmente en los cambios de estado
funcional que pueden experimentar. Se conocen al menos seis estados funcionales de los GPCRs,
cuatro estados de tendencia a no sefializar y dos de tendencia a sefializar (Figura 2.5). Un estado
funcional inactivo corresponde con un receptor incapaz de sefializar con los sistemas transductores
intracelulares, como las proteinas G. Un estado estativo constituye una funcionalidad quiescente,
generalmente sin actividad y con una restriccion al cambio de estado. Un estado basal o pasivo
describe los receptores que en ausencia de ligandos pueden adoptar otros estados funcionales de
manera espontanea. Cuando un GPCR es capaz de adoptar estados activos y sefalizar en
ausencia de ligandos activadores o0 agonistas, se dice que es un receptor con actividad constitutiva
o intrinseca. A este tipo de receptores se les puede anular su funcién constitutiva mediante la
interaccidén con agentes agonistas inversos, y dirigirlos a un estado inactivo. Cuando un GPCR no
posee actividad intrinseca, donde el cambio de estado basal a activo no esta favorecido, el estado
estativo y el estado inactivo pueden coincidir. En cuanto a los estados capaces de sefializar, se
encuentran los estados transitivos que incluyen todos aquellos cambios que experimenta el
receptor en una activaciéon incipiente, es un estado intermedio o metaestado. Es en el estado
transitivo donde se han encontrado las interacciones determinantes con los transductores,
principalmente las proteinas G. Un receptor que se ha activado, unido al transductor
correspondiente, presenta un estado funcional activo, que se propaga y se convierte en el
respectivo estado activo de las proteinas transductoras. Finalmente, cuando ha tenido lugar la
sefializacion intracelular, el receptor sufre una modificacion que anula su actividad, mediante
interacciones con nuevas proteinas o modificaciones covalentes, para entrar a un estado de

desactivacion permanente.

21



ANTECEDENTES

La geometria de los GPCRs permite la formacién de una cavidad interhelicoidal que atraviesa la
membrana de un lado al otro, y se ha encontrado el paso de moléculas de agua y el ingreso de un
ion sodio.?* Durante el proceso de activaciéon funcional, se describié la interrupcién del paso de
moléculas de agua a través del poro interhelicoidal.?® El cambio de estado también involucra una
tétrada de residuos de aminoacidos interactuantes, conocida como compuerta iénica, la cual puede
presentarse en un estado de oclusién del poro, o cerrado, cuando uno o dos residuos basicos
interactGan con uno o dos acidos; o un estado de apertura del poro, por ruptura de las
interacciones ionicas.3®
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Figura 2.5. Esquematizacion de los estados funcionales de los GPCRs, con la nomenclatura utilizada.

II.7. Proteinas G

Las proteinas de unidon a nucledtidos de guanina constituyen una familia de GTPasas
monoméricas o pequefias y heterotriméricas. Las proteinas G monoméricas estan implicadas de
manera importante en la sefializacion de estimulos extracelulares dirigidos principalmente al
citoesqueleto, al trafico de vesiculas y al crecimiento y diferenciacion celular. Las proteinas
heterotriméricas estan compuestas por subunidades denominadas a, B y y, que son las proteinas

transductoras de los complejos membranales GPCR-proteina G.37

Las subunidades Ga poseen N- y/o S-acilaciones en el extremo amino y dos dominios
principales de actividad, el dominio alfa-helicoidal (adAH) y el dominio tipo Ras (aRas, por la
proteina G monomérica Ras, descrita por primera vez en un sarcoma de rata).3-3° Los dominios

0AH y aRas estan unidos por dos asas conectoras, y forman una cavidad de alojamiento para el
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nucledtido de guanina. Cuando el nucledtido alojado es Mg[GTP], la proteina se encuentra en un
estado activo, y cuando éste se hidroliza por la triada catalitica formada por los residuos Ser47,
R178 y D200, inducida por la accion de activadores de proteinas GTPasas (GTPase-activating

proteins, GAPs); la subunidad se inactiva y se detiene el proceso de sefializacion.

Las subunidades G tienen una estructura secundaria conocida como propela beta, un motivo

poligonal regular de laminas beta.

Las subunidades y presentan una prenilacion en el dominio carboxilo terminal que la mantiene
adyacente a la membrana, e interact(ia directamente con la subunidad Gf.
Una caracteristica distintiva entre las subunidades Ga de diferentes clases es la sensibilidad a
toxinas bacterianas con actividad de ADP-ribosiltransferasa directa (toxina Pertussis, PTX de
Bordetella pertussis) o indirecta (toxina del célera (CTX), y toxinas termolabiles (LTs) de

Escherichia coli y Bacillus cereus).%”

El receptor CX3CR1 transduce en gran medida mediante proteinas Gi.

11.7.1. Proteinas Gino

Las proteinas de clase Gio, al ser activadas, bloquean la produccién del segundo mensajero
AMP ciclico (cAMP) mediante la interaccién de la subunidad Gai-Mg[GTP] con la enzima
transmembranal adenilato ciclasa. El heterodimero By a su vez interactla con varias enzimas

membranales como proteinas cinasas C (PKCs, Figura 2.6).

11.8. Activacion de las proteinas G heterotriméricas

La activacion de las proteinas G mediante el GPCR activo asociado se debe a un cambio
conformacional propagado desde el receptor, desencadenado por el ligando, hasta el segmento
ICL2, que adquiere conformacién helicoidal,?® y propagado a las subunidades de la proteina G.
Este cambio conformacional final favorece el recambio de GDP unido a la subunidad a, por
Mg[GTP], que induce la interacciéon de la proteina G con sus respectivas proteinas diana. La
capacidad de activacién de las proteinas G se conoce como GEF (guanine nucleotide exchange

factor), por lo que al receptor membranal activo asociado se le considera un GEF.
11.8.1. Modelo de Gilman de activacion de las proteinas G heterotriméricas

El modelo de Gilman propone que la activacion de la proteina G induce la disociacion del

complejo GaBy- en la subunidad Ga-Mg[GTP] y el heterodimero GRy*° (Figura 2.7).
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11.8.2. Modelo de Bouvier de activacién de las proteinas G heterotriméricas

El modelo del grupo de Bouvier propone que la activacién de la proteina G favorece un cambio
conformacional no disociativo*? seguido de la apertura de la cavidad del nucleétido, por
distanciamiento de los dominios adAH y aRas, permitiendo el intercambio de los nucleétidos de
guanina (Figura 2.8).
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Figura 2.6. Transduccion de la sefial de un agonista a través de un GPCR acoplado a una proteian Gi. Al activarse el
GPCR (color gris) y posteriormente la proteina Gi, la subunidad Gai activa (color café) inhibe la actividad de la enzima
adenilato ciclasa (AC), que cataliza la transformacién de ATP a AMP ciclico (cCAMP). Este efecto disminuye la concentracion
de cAMP en el citopalsma. Por otra parte, las subunidades GRy activas (color rosa) pueden inducir la actividad de la
proteina cinasa C (PKC). Esta activacion permite la fosforilacion por PKC de mdltiples sustratos.
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Figura 2.7. Modelo de Gilman de activacion de las proteinas Figura 2.8. Modelo del grupo de Bouvier** de activacion
G.*%42 E| estado inicial también se denomina basal o pasivo. de las proteinas G.

Estos dos modelos experimentales de activacion proponen caracteristicas claramente
diferenciadas en las subunidades de las proteinas G. Una parte de este trabajo se centro en el
estudio del complejo CX3CR1-Gi, y se consideraron los mecanismos de los dos modelos de
activacion de proteinas G para identificar algunas sefiales o indicadores de estos comportamientos

en los estudios computacionales que involucran esta proteina.
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I11.1. JUSTIFICACION

El receptor CX3CR1 es miembro de la superfamilia mas grande de proteinas blanco de
numerosos farmacos, y su influencia definitoria en el desarrollo y progresion de la neuroinflamacion
ha sido sustentada por una cantidad creciente de evidencia experimental ex vivo e in vivo. Por otra
parte, las metodologias computacionales de dindmica molecular han demostrado ser una
aproximacioén solida y confiable para estudiar el comportamiento de los sistemas bioldgicos a
escala atomistica. Por estos motivos, el estudio dinamico y conformacional de este receptor con las
capacidades disponibles de computo lo convierte en un sistema atractivo para contribuir al

conocimiento molecular de la enfermedad de Alzheimer.

11.2. HIPOTESIS

El receptor CX3CR1 como miembro de la clase A de GPCRs, comparte patrones generales con los
integrantes de esta clase, referentes a cambios conformacionales y funcionales que permitiran
caracterizarlo estructural y dindmicamente. Su estudio con agentes con actividades agonista y
antagonista, asi como con la proteina Gi, facilitara la dilucidacion de los aspectos conformacionales

mas relevantes.

[11.3. OBJETIVOS

1. Conocer la estabilidad dinamica del receptor CX3CR1 en un modelo de sistema
membranal.
Caracterizar los tres estados funcionales descritos para este receptor.
Identificar sus interacciones con ligandos bioactivos.

Proponer moléculas pequefias como posibles ligandos del receptor.
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IV. METODOLOGIA
El procedimiento general que se siguio para el estudio del receptor CX3CRL1 se esquematiza en la Figura 4.1.
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Figura 4.1. Procedimiento general para el estudio computacional de CX3CR1.
IV.1. Sistemas de estudio

Los sistemas de receptores modelados y simulados se muestran en la Tabla 4.1. El receptor CCR5 se utilizé
como referencia del receptor CX3CR1 debido a su alta similitud estructural, y por ser el miembro con mayor
informacion a nivel molecular (ver Anexo IlI). Se modelaron tres sistemas del receptor CCR5 a partir de su
estructura depositada en el Protein Data Bank,*® once sistemas del receptor de prueba CX3CR1 en diferentes

condiciones, y finalmente cuatro sistemas de CX3CR1 en complejo con el heterotrimero Gi (ver Anexo II).

Tabla 4.1. Sistemas de receptores simulados y sus funciones principales.

Sistema Detalles

CCR5-MRV El receptor CCR5 se cristalizé en su estado estativo (PDB: 4MBS), que fungié como
referencia para el analisis del ligando maraviroc (MRV) como antagonista (ver Anexo ll).

CCR5-mrv El receptor CCR5 con la variante desprotonada del antagonista (mrv) permitié caracterizar
los cambios en la dinamica ante esta modificacion.

CCR5 El aporreceptor CCR5 permitié conocer los cambios relativos al receptor estativo.

CX3CR1 Receptor de prueba, de interés principal por su funcién en las microglias.

CX3CR1* Modelo activo del receptor de prueba CX3CR1 (GPCR database).

CX3CR1t Modelo transitivo o intermedio del receptor de prueba CX3CR1 (GPCR database).

CX3CR12 Modelo estativo del receptor de prueba CX3CR1 (GPCR database).

CX3CR1-MRV Receptor de prueba con ligando maraviroc, posicionado como en la estructura de

CX3CR1-E6130

CX3CR1-AZD8797
CX3CR1-LG1
CX3CR1-AFKN
CX3CR1-FKN®?2
CX3CR1-FKN®©252

G-CX3CR1
G-CX3CR1-MRV
G-CX3CR1-AFKN

referencia (PDB: 4MBS).

Receptor de prueba con el antagonista experimental E6130, en correspondencia de
grupos funcionales con la estructura de referencia (PDB: 4MBS).

Receptor de prueba con el antagonista AZD8797, posicionado segun sus interacciones.
Receptor de prueba con el ligando propuesto LG1.

Receptor de prueba con la variante aglicona de fractalkina (AFKN; PDB: 4XT1).

Receptor de prueba con la variante glicosilada G2 de fractalkina (ver Anexo II).

Receptor de prueba con la variante glicosilada G2S2 de fractalkina, de la cual se conoce
su actividad agonista (ver Anexo II).

Receptor de prueba, asociado a proteina Gi (PDB: 3SN6 y 5KDO; ver Anexo Il).

Receptor de prueba, asociado a proteina Gi y unido a maraviroc.

Receptor de prueba, asociado a proteina Gi y unido a la aglicona de fractalkina (AFKN).
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IV.2. Sistemas en membranas de POPC (10-palmitoil-20-oleilfosfatidilcolina)

Los pasos de la metodologia (ver Anexos Il y Ill) para cada sistema de receptor se describen en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Metodologia general aplicada a los sistemas de receptor.

Proceso Descripcién
Orientacién Rototraslacion del receptor a través del eje z.
Modelados particulares Modelados, alineamientos de FKN, maraviroc y proteina Gi a partir de estructuras

experimentales.
Modelado de membrana  Construccion de los modelos membranales con POPC (ver el Anexo II).
Solvatacion Solvatacion y adicion de iones sodio y cloruro hasta concentracion 0.15 M
Minimizacion de energia  Por optimizacion geométrica con el algoritmo Steepest Descent (ver Anexo llI).
potencial (EM)
Equilibrio NVT Dos equilibrios con restricciones de posicion decrecientes.
Equilibrio NPT Tres equilibrios con restricciones de posiciéon decrecientes.
Produccion de dinamica Con tiempo de simulacién de 400 ns.
molecular (MD)
Andlisis de Célculo de RMSD, RMSF, radio de giro, distancias minimas, estructura secundaria,
desplazamientos y correlacién cruzada e informacion mutua torsionales.
conformaciones
Analisis de componentes  Para los movimientos principales de los receptores, y en su caso, para la

principales subunidad Ga.
Andlisis de densidad de Caracterizacion de la cantidad de moléculas de agua que interactian con los
moléculas de agua receptores en posiciones especificas.

Se orientaron los modelos de GPCR con el servidor Orientations of Proteins in Membranes (OPM) database,*
para el posicionamiento del modelo membranal, y posteriormente se utilizé el servidor CHARMM-GUI4546 para
preparar cada sistema con el modelo de membrana,*”#8 la solvatacién con el modelo de agua TIP3 y la adicién
aleatoria de iones Na* y CI en el bulto acuoso hasta 0.15 M, una concentracion equivalente a la que se

encuentran las membranas plasméticas bioldgicas.

Los ligandos no peptidicos maraviroc, AZD8797, E6130, y el propuesto LG1, se parametrizaron con el campo
de fuerza CHARMM36 en el servidor CHARMM-GUI, y los diecisiete sistemas (Tabla 4.1) se simularon 400 ns
con el programa GROMACS 5.0.7.49

Los glicanos en los ligandos peptidicos se modelaron en el servidor CHARMM-GUI, a partir de la informacion de
la base de datos Glycan Fragment DB (GFDB).50

A partir de las trayectorias de 400 ns se calcularon valores de la raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD)
respecto a la estructura inicial para la cadena principal de las hélices transmembranales (TMs), la raiz de la
fluctuaciéon cuadratica media (RMSF) respecto a la estructura inicial, para las cadenas laterales de los

aminoacidos, radio de giro para toda la regién transmembranal, estructura secundaria, distancias minimas entre
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residuos interactuantes, particularmente la tétrada de residuos conocida como compuerta iénica y el sitio de
unién ortostérico, y analisis de componentes principales, con el fin de identificar los modos principales y
fluctuaciones esenciales de los receptores. Estos calculos se realizaron empleando GROMACS 5.0.7. Los
angulos de inclinacién de las hélices transmembranales respecto al vector ortogonal a la membrana, los
angulos diedros @, g y xs de los residuos de aminoacidos para calculos estadisticos, y la cantidad de moléculas
de agua al interior del receptor, con MDAnNalysis.5152 La correlaciéon cruzada torsional con la paqueteria Bio3d
de R%3-%5 y |a informacion mutua torsional a partir de los valores de diedros, para la deteccion de movimientos
concertados a distancia, con el codigo de MutInf.5¢ Adicionalmente se analizaron las cavidades formadas en el
receptor y en la membrana circundante con trj_cavity,5” en particular la cavidad extracelular de unién a ligando,
tomando como base las interacciones del receptor de referencia CCR5 con el ligando maraviroc en la estructura
de PDB con clave 4MBS.58
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En las simulaciones MD de los sistemas de CCR5 y CX3CR1 se estudiaron las estructuras secundarias,
desplazamientos de segmentos o grupos de residuos, analisis de componentes principales, analisis de
distancias y moléculas de agua, y propagacion de informacién mutua torsional.

V.1 Sistemas del receptor de referencia CCR5.

Los sistemas de referencia constituidos por el receptor CCR5 se simularon en tres condiciones a partir de la
estructura experimental en estado estativo con el antagonista maraviroc (Figura 5.1). Este estado
conformacional es caracteristico cuando el ligando no induce activacion ni inactivacion, sino un estado de

bloqueo ante otros ligandos.

A. CCR5-
MRV

Receptor de
referencia

Figura 5.1. Sistemas de referencia con el receptor CCR5. Las conformaciones provienen del analisis de agrupamiento de distribucion
exponencial, con ARMSD=0.15 A. (A) Sistema CCR52 con ligando maraviroc protonado (MRV), del cual se simularon dos réplicas. (B)
Sistema CCR5% con ligando maraviroc desprotonado (mrv) con una réplica. La relevancia del estado de protonacion impacta de manera
fundamental en las interacciones con la proteina, asi como en los célculos sobre el subsistema que representa el ligando. (C) Sistema
CCR5¢ sin ligando o aporreceptor, con dos réplicas. (D) Estructuras del antagonista maraviroc en los dos estados de protonacion mas

probables, mrvy MRV.

En el sistema CCR52-MRV, el andlisis de estructura secundaria mostré6 que el receptor adopté una
conformacion poco ordenada en el segmento estructural ICL2, en oposicion a la conformacion a-helicoidal que
adquirio el receptor en el sistema sin ligando, misma que se presenté de manera muy favorecida en el sistema
CCR5%-mrv. Esta conformacién helicoidal en ICL2 se espera en receptores que se encuentran en un estado
activo (unido a agonista) o basal (con actividad intrinseca no nula), pero no estativo.3® Otro hallazgo fue el
plegamiento B de ECL2, el asa extracelular mas extensa, en el sistema CCR5%-MRV, debida principalmente a la
proximidad de este segmento con el ligando. En cambio, en el aporreceptor no se observé este plegamiento,
siendo més estable una estructura tipo hélice 3-10 (Figura 5.2, A-C).
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El ligando experimenté desplazamientos distintivos en los sistemas CCR52-MRV y CCR5%-mrv, en la
proximidad de la tétrada de residuos Y3713 W86260, Y251651 y E2837-3° correspondiente al sitio de unién
ortostérico (ver anexo Il para la nomenclatura de Ballesteros-Weinstein). La presencia del grupo amino terciario
protonable en MRV favorece la interaccidn de éste con la cadena lateral de E2837-39, como esta reportado en la
estructura experimental.® La especie desprotonada del ligando promueve el distanciamiento del carboxilo del
residuo E28373% (Figura 5.2, D-F). Esta tétrada mostré desplazamientos mayores en el receptor unido a mrv, lo
gue sugiere la tendencia a un desequilibrio dinamico.

Los valores de la raiz cuadrada de las fluctuaciones cuadraticas media, centradas en la estructura inicial
(RMSF) de las cadenas laterales de los receptores, comparados con el aporreceptor, tienen diferencias
notables en determinadas regiones, que es evidente con los valores de ARMSF (Figura 5.2, G); como es
evidente en el segmento ICL2 de CCR5%-MRV. Esta amplia fluctuacién corresponde con la estructura
secundaria desordenada del asa, tipica de una conformacién estativa. En contraste, los valores de ARMSF son
considerablemente menores en el segmento ICL2 del aporreceptor debido a su plegamiento helicoidal en
CCR5%, mas favorecido en ausencia del antagonista. EI maraviroc protonado presenté escasa movilidad a
través del tiempo de simulacién, como se observa en el gréfico de la raiz de la media cuadratica, 0 RMS
centrado en el origen; RMS° (Figura 5.2, H), que esta determinada principalmente por los grupos rotables; de
manera caracteristica los grupos fenilo e isopropilo.

Al analizar los movimientos colectivos de los sistemas, el receptor en el sistema CCR5%9-MRV mostrd
restricciones en su movilidad global y el aporreceptor CCR5% tuvo mayor nimero de grados de libertad
disponibles para los desplazamientos (Figura 5.3 A). El sistema CCR52-MRV tuvo mayor movilidad relativa en
la region extracelular que en la regién intracelular; siendo ésta Gltima la que establece contacto estrecho con las
proteinas de sefializacién, como se observa en los modos principales de la cadena principal (Figura 5.3 By C;
de izquierda a derecha) con los modos asociados al primero, segundo y tercer autovectores respectivamente.
En estos sistemas de CCR5 la movilidad extracelular esta estrechamente influida por la presencia del MRV. Los
sistemas CCR5%-mrv y CCR5% mostraron una movilidad considerablemente mayor en las respectivas regiones
intracelulares, como se espera en receptores no estativos. En cuanto a los movimientos de las cadenas
laterales, en las regiones extracelulares (flechas color rojo) se observan valores mayores que en las regiones
intracelulares (flechas color azul) en el espacio esencial bidimensional (Figura 5.3D). Los sistemas tuvieron
comportamientos notablemente distintos al comparar los valores de RMSF esenciales en los sistemas con
ligando CCR5%-MRV y CCR5%9, lo que demuestra las diferencias que establecen la presencia del ligando y la
estatividad relativa del sistema CCR5%-MRV. La excepcion la constituye el inicio del dominio C terminal (CT),
dada su naturaleza espacialmente desordenada. Las regiones de mayores desplazamientos que se observaron
en los modos principales facilitaron las fluctuaciones de las cadenas laterales.

La distancia de separacion entre el residuo R12635° ubicado en la hélice TM3 y parte del motivo conservado

DRY, y Y2977 en la hélice TM7 y constituyente del motivo NPXXY y de una compuerta ionica atipica, puede
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sugerir el estado funcional del receptor.>® Una distancia suficientemente pequefia para la formaciéon de una
interaccién no covalente entre un proton en el grupo guanidinio de la arginina y el atomo de oxigeno del
hidroxilo fendlico de la tirosina permite la proximidad de las hélices TMs, favoreciendo una estructura central
compacta (ver Anexo |: Resultados suplementarios). Si la distancia entre R1263%0 y Y2977 es mayor, se
permite el alejamiento de las hélices TM3 y TM7, favoreciendo la formacién del poro o canal de agua en el
centro del receptor.®® En el sistema CCR52-MRV esta distancia tuvo una magnitud de tendencia constante
desde la conformacion inicial; que aunque no fue lo suficientemente pequefia para la interaccién ion-dipolo, se
caracterizé por permanecer relativamente invariante a lo largo de la simulacién, permaneciendo en un estado
mecanicamente estatico. En el sistema CCR5% en cambio, esta distancia disminuy6 respecto a la conformacion
inicial, y se mantuvo de esta forma la mayor parte del tiempo de simulacién. Dado que la compuerta i6nica en
CCRS5 no establece interacciones ion-ion sino ion-dipolo, esta variacién de distancia entre estos residuos, y por
ende entre TM3 y TM7 es relativamente mas débil, y se espera en un estado basal o pasivo de un receptor con
actividad constitutiva o intrinseca, ya que le permite adoptar espontdneamente varios estados funcionales en la
ausencia de un ligando, como se conoce para el receptor CCR5.36

Debido a las discrepancias del sistema con maraviroc desprotonado respecto a la informacién disponible
sobre los GPCRs, y a la evidencia experimental del estado protonado de este ligando en el receptor, con pKa
en medio acuoso de 7.3 (ver Anexo |), el sistema CCR5%-mrv se descartd para los analisis posteriores; ya que
la observacion de este estado no es viable fuera de una simulacién computacional, y muestra que el estado de
protonacién del ligando es de importancia fundamental para el estudio de este receptor y sus interacciones con
el maraviroc.

Al interior del poro intramembranal, los residuos R1263%0, Y214558 R235635 y Y297753 constituyen la
compuerta iénica relacionada con el paso de moléculas de agua a través del GPCR35 (Figura 5.4). En el
sistema CCR5%-MRV, las distancias entre estos residuos se mantuvieron relativamente constantes; con
distancias menores entre R126350-Y21455%8 y R2356.35- Y297753 que sugiere una interaccion entre el grupo
guanidinio de los residuos de arginina y el fenol del residuo de tirosina de estos pares. La distancia R2356-35-
Y297753 no indica interacciones; y en particular la distancia aproximada de 1 nm entre los residuos R126350-
Y297753 permite describir al poro en un estado quiescente en esta regién. En contraste para el aporreceptor
CCR59, tres de las distancias entre estos residuos variaron a lo largo de la simulacion. La distancia R1263-50-
Y297753 disminuyd hacia los 100 ns de simulacién, y se alejaron los pares R1263%0 y Y214558 para permitir la

interaccioén principal y conducir a un cierre de la compuerta del poro.
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Figura 5.2. Sistemas de referencia con el receptor CCR52, con maraviroc protonado (MRV), maraviroc desprotonado (mrv) y sin ligando,
respectivamente. (A, B, C). Estructuras secundarias de CCR5¢% a través de los 400 ns de simulacion. Se identifican del lado derecho los
segmentos geomeétricos y en la parte inferior los motivos estructurales en codigo de colores. (D, E, F). Sitio de union ortostérico del ligando
de referencia que incluye la tétrada Y37'%°, W862%°, Y251%5 y E283"%°, mostrando seis configuraciones tomadas de la trayectoria. (G).
Valores de ARMSF de cadenas laterales del receptor a través del tiempo, respecto al sistema CCR5%. (H). Valores de RMS® del maraviroc
protonado en su sitio de union, donde la linea marcada central corresponde a los valores suavizados, y el contorno claro representa los

valores precisos de RMS°.
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Figura 5.3. Andlisis de componentes principales de los receptores CCR52-MRV y CCR5¥%. (A) Proyecciones de las trayectorias euclidianas
de CCR5%-MRV y CCR5% en la matriz de autovectores del mismo aporreceptor. El degradado de color indica el tiempo; inicio (oscuro),
término (claro). (B) Valores de RMSF esencial para las cadenas laterales del receptor en los dos sistemas. Las flechas color rojo sefialan
los segmentos en contacto con el entorno extracelular y las flechas color azul a los segmentos en el entorno intracelular. (C) Modos
principales del sistema CCR52-MRV para los autovectores 1 a 3 (de izquierda a derecha; 29%, 11% y 6% de la varianza) respectivamente.
(D) Modos principales del aporreceptor CCR5% para los autovectores 1 a 3 (27%, 12% y 7% de la varianza) respectivamente; calculados de
100 ns a 400 ns de la simulacién. (E) Desplazamientos esenciales mayores de CCR52-MRV (arriba) y CCR5% (abajo) sefialados con
flechas de color en relacién con el tiempo. Es notable el movimiento de mayor varianza, o movimiento hipercedastico, en la region

intracelular de TM5 y TM6 y en la hélice yuxtamembranal (YXT) en el sistema del aporreceptor.
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Figura 5.4. Compuerta ionica. (A). Distancias minimas entre R126%%°, Y2145%, R2355% y Y29775% en los sistemas de CCRS5, conocida
como compuerta iénica, a través del tiempo de simulacién. El sistema CCR52-mrvH se caracterizd por un comportamiento mecéanicamente
estatico y el sistema CCR52 por un acercamiento notable de los residuos R126%%0-Y2977-2 al separarse R126%° y Y214558. Superposicion
de las TMs a partir de las estructuras helicoidales medias, (B) vista inferior o intracelular y (C) vista superior o extracelular. (D)

Representacion de cuadrilatero escalada de la compuerta ionica a los 300 ns de simulacion.

Estos hallazgos muestran que el sistema CCR5%2-mrvH permanecio relativamente estatico, o antagonizado
en la simulacién, y el sistema CCR5% experimentd una relativa oclusion del poro, interpretada desde la
comparacion de las distancias interhelicoidales relativas (Figura 5.4.B y C) y las distancias minimas entre los
residuos a los 300 ns de simulacion (Figura 5.4D); en congruencia con los resultados de Yuan, et al.3®> Para
corroborar el estado del poro, se analizaron las trayectorias de moléculas de agua al interior del canal
dividiéndolo en cuatro secciones longitudinales. Se generd una region extracelular donde se localiza el residuo
E2837% interactuante con ligando, una segunda regiébn media-extracelular hidrofébica, una tercera region
media-intracelular donde se ubica un residuo &cido conservado® y que se ha descrito con capacidad de
coordinar un ion sodio,3* el residuo D762 para CCR5; y la regioén intracelular donde se encuentra la compuerta
iGnica previamente descrita y la regiébn que permite la unién con los heterotrimeros de la proteina G (Figura
5.5A). La densidad de agua en el entorno de los receptores mostr6 mayor cantidad del solvente en CCR52-
MRV respecto a CCR52 (Figura 5.5, B y C), lo cual se cuantificé al contar las moléculas de agua en las cuatro

secciones, donde el sistema estativo CCR5%2-MRV mostré numerosos intervalos de tiempo con un flujo acuoso
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continuo (Figura 5.5.D), que puede relacionarse con la apertura del poro. El aporreceptor experimenté bloqueos
parciales y totales al flujo acuoso particularmente en la regiéon S3, y una solvatacion y residencia abundante en

la region 4 (Figura 5.5.E), en concordancia con los hallazgos obtenidos para la compuerta ionica.
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Figura 5.5. Poro interhelicoidal para el receptor CCR5. (A). Regiones S1, S2, S3 y S4 consideradas para el
analisis de moléculas a través del receptor en los sistemas de receptor-ligando y aporreceptor. (B y C) Densidad
media de agua calculada para CCR5%9-MRV y CCR59 respectivamente. (D y E) Analisis cuantitativo de
moléculas de agua en el poro del receptor en las cuatro regiones definidas, en escala de color de 0 a 60

moléculas para CCR59-MRV y para CCR5¢9 respectivamente.

La energia de unién estimada del maraviroc protonado se calcul6 mediante el muestreo umbeliforme (del
inglés Umbrella Sampling, ver Anexo lll) y el método de analisis por histogramas ponderados (WHAM por sus
siglas en inglés). Del potencial de fuerza media asociado al jalén para el ligando en el sistema CCR5%2-MRV
(Figura 5.6), al analizar el segmento con las pendientes minimas se obtiene un valor medio estimado de energia
de unién de 35.71 + 0.04 kcal/mol.
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Figura 5.6. Potencial de fuerza media para la disociacién del maraviroc del receptor CCR5 en el sistema
CCR52-MRV (linea color morado). El segmento final del a curva con pendientes minimas (n=24 pares
ordenados de datos) se sefiala en color negro, y el valor medio estimado de 35.7 kcal/mol con un error estandar

de la media de 0.04 kcal/mol en color rojo.

El estudio de los tres sistemas del receptor CCR5 permitié caracterizar algunos aspectos relevantes de dos
de sus estados funcionales; el estado estativo ante la presencia del antagonista maraviroc, y un estado en
ausencia de ligando, con tendencia al cambio, y que corresponde con un colectivo de conformaciones

transicionales para salir del estado estativo, con relacién probable con una actividad intrinseca de CCR5.

V.2. Sistemas del receptor de prueba CX3CR1

El estudio del receptor CX3CR1 se abordd de tres maneras distintas: Se compararon los hallazgos del
modelo multitemplado, construido por enhebrado (ver Anexos |y Il) con los modelos activo, transitivo y estativo
esperados (Figura 5.7), de acuerdo al conocimiento de conformaciones experimentales de los GPCRs.32
Posteriormente los hallazgos del modelo multitemplado en complejos independientes con los ligandos
evaluados (Tabla 5.1) se compararon con los modelos de los tres estados funcionales, y finalmente una

comparacion global (Figura 5.8).

CX3CR1
Receptor de prueba

Figura 5.7. Esquema del modelo multitemplado (CX3CR1) y los tres estados funcionales del receptor (estativo CX3CR19, transitivo

CX3CR1#y activo CX3CR1*).
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Tabla 5.1. Ligandos evaluados en el modelo multitemplado CX3CRL1.

Antagonista presuntivo

Agonista presuntivo (Dominio de quimiocina)

Maraviroc (MRV)

o
H N
FMN i \/ N
H F/M Y,
F 1

Aglicofractalkinad

CX3CR1-MRV CX3CR1-AFKN Aglicona
0
H °©F
E61302 P :
CX3CR1-E61 £ e N i 3
? & Fractalkina, variante 1¢ "
CX3CR1-FKN®2 N
(C)H .
AZD8797" )\ NH H
CX3CR1-AZD T
3 =N

Ligando 1 (LG1)®
CX3CR1-LG1

Lo/

N 2 4

Fractalkina, variante 2°
CX3CR1-FKNG252

e

Cadigo de glicanos:

./N-Acetil-B-D-Z-desoxi-Z-gIucosamina

~o-D-Manosa ./B-D-Galactosa QSialato

Notas: a. El ligando E6130 tiene actividad experimental como antagonista ortostérico.6! b. El ligando AZD8797

€s un antagonista alostérico.®? c. El ligando 1 se propuso a partir de la informacién obtenida de las interacciones

de los sistemas CCR59-MRV y CX3CR1-MRYV. d. Se consider6 la aglicofractalkina, la aglicona del dominio de

quimiocina de CX3CL1 (CDC por sus siglas en inglés), como punto de partida en las simulaciones con

agonistas debido a que se conoce a nivel molecular la interaccién de un GPCR con este complejo.5® (Ver

Anexos | y Il). e. Debido a la variacion de los carbohidratos biantenales complejos,®4%> se evaluaron las

glicoformas G2 y G2S2 (Ver Anexo II).
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~ Estados ~Antagonistas ~ Agonistas ~ Complejos

funcionales presuntivos presuntivos G-CX3CR1
> RZ »  R-MRV > R-AFKN > G-R
- R* - R-E6130 — R-FKN®2 - G-R-MRV
- Rt ->R-AZD8797 — R-FKN®22 L. G-R-AFKN
b R »  R-LG1

Figura 5.8. Esquema de los diferentes sistemas del receptor CX3CR1, abreviado como R (ver Tabla de abreviaturas o acrénimos). Los

colores agrupan los sistemas con base en sus caracteristicas esperadas. Estativo (verde), activo (azul), transitivo (amarillo) y basal (rosa).

V.2.1. Modelos CX3CR1 multitemplado, activo, transitivo y estativo

Como se menciona en seccién IV, el modelo principal de CX3CR1 se obtuvo a partir de la informacién
experimental de receptores con mayor similitud en estructura primaria, por lo que la comparacion con los
estados esperados activo, transitivo y estativo fue necesaria para determinar las caracteristicas generales de
este modelo multitemplado.

De las estructuras secundarias a través del tiempo para los sistemas, el modelo multitemplado CX3CR1
presenté inicialmente el plegamiento beta en ECL2 dadas las estructuras base para su modelado. Este
segmento se desestabiliz6 hacia los 150 ns de simulacion debido a la ausencia de ligando (Figura 5.9A). El
plegamiento helicoidal de ICL2 se estabiliz6 en el modelo activo CX3CR1* en todo el intervalo (Figura 5.9B), y
en CX3CR1#* este segmento tuvo un orden relativo (Figura 5.9C) en comparacion con CX3CR12 (Figura 5.9D).
La modificaciéon torsional debida a las rupturas de helicidad en TM2 en CX3CR1 y CX3CR1* fue leve
comparada con CX3CR1* y CX3CR1%. Los valores de RMSF para las cadenas laterales resaltan la diferencia
de estados, en particular la fluctuacion baja del segmento ECL3 del modelo transitivo y la movilidad mayor en
ICL2 en el modelo estativo (Figura 5.9E). Los residuos equivalentes en el sitio de unién ortostérico constituido
por Y3813% W87260 F113336 R191454, Y247651 E27973°y F283743 tuvieron una alta fluctuacion en los modelos
multitemplado y transitivo, teniendo cierta estabilidad dindmica en los modelos activo y estativo (Figura 5.9 F-I).
Ante la ausencia de ligandos, los residuos Y247651 y E27973% formaron una interaccién prevaleciente en
CX3CR1 y CX3CR1%9, infrecuente, alrededor de 10% del tiempo de simulacién para CX3CR1* y ocasional en
CX3CR1+.

En el analisis de componentes principales los estados CX3CR1 y CX3CR1¢ se sitdan proximos en el

espacio esencial, en concordancia con la naturaleza del modelado; y el estado CX3CR1* se presentd
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inaccesible para estos dos sistemas en el tiempo de simulaciéon de 400 ns (Figura 5.10A). Los valores de RMSF
esenciales para cadenas laterales del dominio transmembranal son muy pequefios para CX3CR1 y mayores
para los tres modelos funcionales (Figura 5.10B), que puede representar la influencia de los modelos estativos
en el modelado de CX3CR1. Se distinguen los valores menores en TM4, TM5 y YXT para el modelo activo, los
valores mayores en TM1, TM2 y TM3 en el modelo transitivo y en TM6 y TM7 para el modelo estativo. Los
modos principales de los cuatro sistemas revelaron desplazamientos clave para caracterizar el estado, en
particular el amplio movimiento de la regién intracelular de TM6 (ICL3-TM6) en CX3CR1* debido probablemente
a una transicion fuera del estado activo; asi como una traslacion frontal de YXT, mientras que en CX3CR1% el
movimiento de vaivén de TM1 y TM2 y un giro endomembranal de YXT hacia atrds. El modelo transitivo
presento flexiones pronunciadas en las hélices TM5 y TM6, y el modelo multitemplado conservé la estatividad
inferida a partir de las fluctuaciones del sitio ortostérico y los valores de RMSF esenciales (Figura 5.10, C-I).

La ausencia del ligando en estos sistemas limitd en cierta medida la comparacién detallada entre los tres
estados funcionales, ya que permite una posible convergencia de conformaciones.

La compuerta idnica en los modelos CX3CR1 tuvo una diferencia importante entre CX3CR1* y los otros tres
modelos, debido al cierre del poro acuoso a través de la interaccion R1273%0-Y2937-53 mientras que la mayor
distancia R1273%0-Y293753 se present6 en CX3CR1%, y en el modelo multitemplado fue disminuyendo
gradualmente esta apertura al favorecer la interaccion R1273%0-Y2115%8 (Figura 5.11A). El cierre del poro
acuoso para el modelo activo concordd con el aporreceptor de referencia CCR5. Sin embargo, estos sistemas
no son totalmente comparables y el comportamiento del estado activo CX3CR1 se replanted en los sistemas
con ligandos agonistas. Las diferencias en las posiciones de los extremos intracelulares de TM5 y TM6 en los
cuatro modelos sugieren que es una caracteristica distintiva del estado funcional. Los diagramas bivariados de
RMSD del dominio transmembranal (TMD) respecto a la distancia entre las regiones ICL1-TM2 e ICL3-TM6
(Figura 5.11D) permitieron la segregacion de los modelos multitemplado y transitivo; pero en CX3CR#% y
CX3CR1% se identificé un aparente cambio de estado. Ademas, se confirma la compacidad relativa del poro en
los modelos multitemplado y activo respecto a los otros dos. Al analizar los histogramas bivariados de los
angulos diedros X1 y X2 de Y293753, se observa que predominan tres rotameros, dos de ellos compartidos en los
modelos multitempaldo y activo, con la cadena lateral hacia el poro y hacia TM7, y s6lo uno en el modelo
estativo. La moda histografica en el modelo transitivo es intermedia entre CX3CR1* y CX3CR19, mientras que

el modelo multitemplado mostré una bimodalidad importante y distintiva (Figura 5.11E).
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Figura 5.9. Andlisis de estructura secundaria y sitio ortostérico para el receptor en modelo multitemplado (CX3CR1), activo (CX3CR1*),
transitivo (CX3CR1%) y estativo (CX3CR19) respectivamente. (A, B, C y D) Estructuras secundarias a través del tiempo para los cuatro
modelos. (E) Valores de RMSF de cadenas laterales de los tres sistemas. (F, G, H e I) Residuos del sitio de unién equivalente del

maraviroc: Y3813, w8728, F1133%36¢, R1914%4, 247651 E2797*y F283"43 para los cuatro modelos.
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Figura 5.10. Analisis de componentes principales para el receptor CX3CR1, modelos multitemplado, activo, transitivo y estativo. (A)
Proyecciones de las trayectorias euclidianas en la matriz de autovectores del modelo multitemplado, mostrando las diferencias de
locaciones esenciales accesibles para cada estado. (B) Valores de RMSF esencial de las cadenas laterales del dominio transmembranal
para los modelos CX3CR1, CX3CR1*, CX3CR1f y CX3CR12. Modos principales de (C) CX3CR1, (D) CX3CR1*, (E) CX3CR1t y (F)

CX3CR1%. (G, H, I, J) Movimientos esenciales mayores en CX3CR1, CX3CR1*, CX3CR1ty CX3CR12, sefialados con flechas.
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Figura 5.11. (A) Distancias de interacciéon de la compuerta iénica. En CX3CR1 y CX3CR12 los pares K231535-Y29375% y K2316%-Y2115%8
establecieron contactos cercanos, manteniendo la compuerta Y293753-R1273% abierta al menos en los primeros 100 ns de simulacién. En
CX3CR1* los pares K231%%-Y29375% y K231%%-Y2115% se mantuvieron con interacciones menores, permitiendo el cierre de la compuerta
Y293753-R127%%, Superposicion de las hélices (B) con vista superior o extracelular y (C) inferior o intracelular. (D) Histogramas bivariados
para las distancia del extremo intracelular de TM2 (ICL1-TM2) y el extremo intracelular de TM6 (ICL3-TM6) con el valor de RMSD del
dominio transmembranal (TMD). Con una flecha en el diagrama del modelo multitemplado, se propone la trayectoria de estas variables en
los tres cambios de estado. (E) Histogramas bivariados para la ocurrencia de los angulo diedros x; y x. de Y2937 en los tres sistemas.

Para CX3CR1, la distribucion es bivariada, con los dos pares predominantes con el grupo lateral hacia el poro y hacia la TM7.
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V.2.2. Modelo multitemplado con antagonistas presuntivos

Para los sistemas de CX3CR1 con ligandos presuntamente antagonistas (Figura 5.12), la caracteristica
comun en los cuatro sistemas fue la estabilizacion del motivo beta plegado en ECL2 por la presencia del
ligando, como se observé en los sistemas de referencia de CCR5. Un hallazgo notable en el sistema con el
ligando E6130 fue el desplegamiento del extremo extracelular de TM1 en ocho residuos, que no se propagd
hacia el dominio intramemembranal. El plegamiento helicoidal en ICL2 se desfavorecid en los 400 ns de
simulacion para los sistemas con los antagonistas E6130 y AZD8797, y predominé en el sistema con maraviroc
(Figura 5.12A). Este segmento intracelular se plegd hacia la mitad de la simulacién, lo que puede implicar al
menos dos eventos. Dado que un estado funcional es un colectivo de conformaciones, el plegamiento
helicoidal puede responder a la conversion hacia otros conformeros del colectivo estativo, 0 a un cambio de
estado funcional. Adicionalmente, se presentd una extension helicoidal en la region ECL2-TM5 hacia el final de
la simulacién en los sistemas con AZD8797 y LG1. El sistema con E6130 ocasiond una ruptura helicoidal en
TM7 cercana al sitio ortostérico (Figura 5.12B). El ligando AZD8797 indujo una considerable ruptura helicoidal
en TM5 (Figura 5.12C), distante del sitio alostérico que estd formado por los residuos D772%0; el residuo
conservado de interaccion con el cation sodio; W244648 H2857-45 N289749, P2907-50 y Y293753; cuatro de ellos
implicados en la formacién del complejo con sodio, el residuo conservado P2907%° y la tirosina que integra la
compuerta ionica. En el sistema con LG1, la hélice TM6 extendio el plegamiento helicoidal hacia ECL3 (Figura
5.12D); mientras que en los otros tres sistemas este segmento tuvo mayor variabilidad en el plegamiento.

En el analisis de componentes principales de la cadena principal transmembranal se agruparon los cuatro
sistemas con ligandos en locaciones muy similares, respecto al modelo multitemplado (Figura 5-13A), donde el
sistema con E6130 tuvo un mayor distanciamiento del modelo multitemplado, y el sistema con LG1 dirigiéndose
hacia la locacién del modelo transitivo. Los modos principales del dominio TMD mostraron resultados opuestos
para los desplazamientos de la hélice YXT para los sistemas con MRV y LG1; de descenso hacia la interfase
intracelular, y de ascenso intramembranal, respectivamente (Figura 5-13, B-E). Adicionalmente la flexién de las
hélices TM5 y TM6 es equiparable a la flexion obtenida con el modelo transitivo CX3CR1%*. El probable cambio
de estado de CX3CR1-LG1l hacia la activacion se podria confirmar con un tiempo de simulacibn mas
prolongado, ya que los cambios de estado en los GPCRs se ha reportado en escalas de tiempo de simulacion

de microsegundos.35:38
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Figura 5.12. Andlisis de estructura secundaria y del sitio de unién para los estados estativos. Estructura secundaria a través del tiempo para
(A) CX3XR1-MRYV, (B) CX3CR1-E6130, (C) CX3CR1-AZD8797 y (D) CX3CR1-LG1. (E-H) Sitio de unién de los ligandos, respectivamente.
(I) Diferencia de RMSF para las cadenas laterales de los sistemas respecto al modelo multitemplado CX3CR1. (J) Valores de RMSD a
través del tiempo de la cadena principal de los residuos del sitio alostérico; W244548 H285745, N28974°, P2907° y Y2937, (K) Vista frontal

del sitio alostérico con el ligando AZD8797.

Al analizar la compuerta i6nica en los cuatro sistemas, la interaccién principal de R127350-Y293753 fue mas
estrecha en los sistemas con maraviroc y LG1, en oposicion con la diferencia de desplazamientos principales de
la hélice YXT (Figura 5.14A). En general, los sistemas tuvieron una tendencia estativa, con dos excepciones; el
distanciamiento de K231835-Y2115%8 en el sistema CX3CR1-E6130, y de K231635-Y293753 en el sistema
CX3CR1-LG1. Las regiones intracelulares de las hélices TM5 y TM7 tuvieron la maxima separaciéon media en el
sistema con LG1 (Figura 5.14 B y C), con tendencia aparente al estado transitivo. Los dos sistemas con los
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antagonistas E6130 y AZD8797 no difieren notablemente en sus conférmeros medios (Figura 5.14D), por lo que
la trayectoria de los dos sistemas estativos podria converger aun teniendo dos tipos distintos de antagonistas.
Al evaluar las variables para analizar el cambio de estado, los cuatro sistemas manifestaron un aumento en la
distancia de separacion de las hélices y el RMSD transmembranal, favoreciendo la apertura del poro
intrahelicoidal, siendo mayor el incremento en los sistemas con E6130 y LG1 (Figura 5-14E). Las distribuciones
de los diedros x1 y X2 son semejantes en los sistemas CX3CR1, CX3CR1-E6130 y CX3CR1-LG1; mientras que
en el sistema con AZD8797 las rotaciones en el sitio alostérico se encuentran fuertemente restringidos. Estas
distribuciones son multimodales, predominando la mayor variacion de X2 respecto a X1; 0° < x2 < 360° y x2<
135°. El sistema CX3CR1-E6130 con cuatro modas leptocdurticas, es decir, con alta frecuencia, present6 cuatro
rotameros predominantes que constituyen cuatro conférmeros del colectivo estativo para este sistema. En el
caso de los sistemas CX3CR1-LG1 y CX3CR1-MRYV, las modas alrededor de (120°, 345°) son mesocdlrticas
respecto al sistema con E6130; y en el segundo el rotamero asociado es practicamente inaccesible para el

sistema (Figura 5.14F).
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Figura 5.13. Andlisis de componentes principales de los sistemas con antagonistas presuntivos. (A) Proyecciones de las trayectorias de la
cadena principal de los sistemas CX3CR1-MRV, CX3CR1-E6130, CX3CR1-AZD8797 y CX3CR1-LG1 sobre la matriz de autovectores del
modelo multitemplado. Modos principales de los sistemas (B) CX3CR1-MRYV, (C) CX3CR1-E6130, (D) CX3CR1-AZD8797 y (E) CX3CR1-
LG1.
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Figura 5.14. Distancias de los residuos en la compuerta iénica. (A) Interacciones entre los cuatro residuos. (B) Vista inferior y (C) vista
superior de la superposicion de los cinco dominios TMD. (D) Comparacién de los dos sistemas con el antagonista ortostérico E6130 y el
antagonista alostérico AZD8797. (E) Histogramas bivariados de RMSD del dominio TMD vy la distancia ICL1-TM2 e ICL3-TM6. Al analizar
estas distribuciones a través del tiempo, los cuatro sistemas con ligando aumentaron los valores de ambas variables. (F) Histogramas para
los angulos diedros x; y X2 de Y293752, Los tres sistemas con ligandos ortostéricos se comportaron de manera similar en sus distribuciones,

y el sistema con AZD8797 fue distinto debido a su ubicacion en el receptor.

En el célculo de la energia libre estimada de disociacién del maraviroc, el jalén del ligando se situ6 en
configuraciones muy inestables, y que convergieron a una locacion similar al sistema inicial, lo que ocasioné la
no interseccion de los histogramas (Ver anexo 1), y una estimacién de energia libre de aproximadamente 10
kcal/mol, que no es comparable con la estimacién de energia libre del sistema de referencia CCR5-MRYV (Figura
5.15). Este comportamiento de caidas en el grafico de PMF se debe fundamentalmente a la interaccién del
dominio amino terminal NT con el ligando durante su jal6n por la coordenada de reaccion, lo que dificultd
sustancialmente la estimacién insesgada. En el sistema de referencia CCR5-MRYV, el dominio NT esta ausente
desde la estructura experimental y no se presentd este fendmeno. El resultado de PMF y la estimacién de la
asintota que representa la energia libre de disociacién se puede precisar con un aumento del tamafio de la caja
de simulacion y un extensivo muestreo umbeliforme, lo que implica un costo computacional elevado, y equiparar

al omitir el dominio NT de CX3CR1.
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Figura 5.15. Potencial de fuerza media para el maraviroc en CX3CR1.

V.2.3. Modelo multitemplado con agonistas presuntivos

El agonista enddgeno en su forma soluble sCX3CL1, se compard inicialmente con el sistema testigo US28-
AFKN, del receptor viral US28 (ver Anexo | para resultados de este sistema testigo); y posteriormente se
analizaron los sistemas de receptor-aglicona de sCX3CL1 (CX3CR1-AFKN); y las variantes glicosiladas
receptor-sCX3CL1 (CX3CR1-FKNG2 y CX3CR1-FKN©G252 ver Anexo Il para la descripcién de los glicanos).

El receptor en los tres sistemas formé el motivo de dos hojas beta en el segmento ECL2 (Figura 5-16 A-C),
coincidiendo con los sistemas antagonizados, y notablemente en el sistema CX3CR1-FKNG2 ocurri6 una
extension de la hélice YXT por plegamiento helicoidal hacia el CT. Ademas, en el sistema CX3CR1-FKNG252 se
presentd el plegamiento helicoidal en ICL2, esperado en un sistema con un agonista, y ausente con los dos
sistemas antagonizados CX3CR1-E6130 y CX3CR1-AZD8797. Este plegamiento ocurrié desde el inicio de la
simulacion, de manera equiparable con el sistema CX3CR1*. Las interacciones del ligando en las tres variantes
coincidieron en la region extracelular de NT-TM1, TM2-ECL1-TM3, ECL2 y TM5-ECL3-TM3 del receptor (Figura
5-16D). Al comparar los valores de RMSD de estos segmentos entre los tres sistemas, se presentd una
diferencia pequefia de casi 0.3 nm hacia el final de la simulacién, pero de hasta 0.4 nm para CX3CR1-FKNG252
(Figura 5-16E). Asimismo, los modos principales de esta regién y el ligando son notablemente distintos, con una
movilidad extrema en el NT y un desplegamiento del CT de AFKN en el sistema CX3CR1-AFKN (Figura 5-16F).
En contraste, el sistema glicosilado CX3CR1-FKN®2 no mostré desplegamiento ni fluctuaciones extremas en el
NT del receptor, y en el sistema con glicosilacién G2S2, el aumento de RMSD se debié de manera importante a

la fractalkina.
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Figura 5.16. Receptores en estado activo o en complejo con agonistas. (A-C) Estructuras secundarias de los receptores en los sistemas
CX3CR1-AFKN, CX3CR1-FKN®? y CX3CR1-FKN®22 respectivamente. (D) Region NT-TM1, TM2-ECL1-TM3, ECL2, TM7-ECL3-TM7 de
contactos del ligando en el receptor. (E) RMSD de la cadena principal de los residuos de la regién de contacto. (F, G, H) Modos principales

del ligando y su regién de contacto en las simulaciones.

En el andlisis de componentes principales, los sistemas con AFKN y FKNG2 se ubicaron notablemente
distantes del sistema CX3CR1, y proximos a la locacion del modelo activo CX3CR1* (Figura 5.17A). Para el
receptor con FKN®252 |a ubicacion relativa de la proyeccion en el subespacio esencial, mas que una tendencia
divergente, tiene la caracteristica de un estado relacionado al activo y al transitivo; suposicion sostenida con la
gran inclinacién de los extremos intracelulares de TM5 y TM6, como lo muestran los modos principales (Figura
5.17 B-D). Los modos principales incluyen los desplazamientos de acercamiento y alejamiento del extremo
celular de TM5 y TM6, el ascenso de la hélice YXT hacia la membrana, y alejamientos de los extremos
extracelulares de TM1 y TM7 respecto al sitio ortostérico. El distanciamiento de TM5 y TM6 coincidié en estos

casos con el ascenso de YXT y viceversa.
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Figura 5.17. Andlisis de componentes principales para los sistemas activos. (A) Proyecciones de las trayectorias de la cadena principal de
los sistemas CX3CR1-AFKN, CX3CR1-FKN®2 y de CX3CR1-FKN®?52 sobre la matriz de autovectores del modelo multitemplado CX3CR1. El
sistema CX3CR1-FKN®2%2, |a glicoforma extendida, se localiza hacia la regiéon de los sistemas del ligando LG1 y el modelo transitivo.
Modos principales de (B) CX3CR1-AFKN, presentando desplazamientos minimos de TM5, TM6 y YXT (C) CX3CR1-FKN®2, la version

trunca del glicano, con mayor predominio de separacion de TM5 y TM6; y (D) CX3CR1-FKN®252,

El sistema CX3CR1-FKNG252 tuvo el acercamiento R127350-Y293753 mas prolongado durante la simulacion,
seguido del sistema CX3CR1-AFKN. El alejamiento Y211558-K2316.35, y la ausencia de una aproximacion de
los tres pares restantes sugieren un cambio conformacional importante en TM5 y TM6, separandose
mutuamente y del resto de las TMs. Las distancias menores en el sistema CX3CR1-FKNG252 coinciden con una
activacion incipiente del receptor, de manera semejante al receptor con el glicano G2. El comportamiento del
sistema con la aglicona es analogo en cuanto a la tendencia, pero present6 una distancia aproximadamente 0.2
nm mayor entre el par R127350-Y2937-53 (Figura 5.17A). Estos fendémenos, aunados con la interpretacion de los
modos principales y las proyecciones esenciales, cualifican a las tres isoformas de CX3CL1 como ligandos con
actividades tipo agonista; probablemente pertenecientes a colectivos convergentes de estado funcional, o al
menos estrechamente relacionados. Resalta la extension de YXT hacia CT. También se visualiza el segmento
helicoidal ICL2 en CX3CR1-FKN®232 (Figura 5-18 B y C). Sin embargo, si este plegamiento es inherente a la
activacion del receptor CX3CR1, o si es una variante del colectivo, se puede esclarecer al aumentar el tiempo
de simulacion y al realizar estudios adicionales con las proteinas G. Una diferencia importante entre los
sistemas con AFKN y FKN©252 es la distribucion de los angulos diedros para el residuo Y293 (Figura 5-18D),
gue se aproximan a ser mutuamente excluyentes, y también contrastando con los sistemas CX3CR1 y

CX3CR1-FKN®©2, que comparten ambos rotameros, y adicionalmente éste Ultimo tiene una distribucion
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cuatrimodal. Las distribuciones histograficas del RMSD del dominio TMD respecto a la distancia TM1-TM6 ubica
los tres sistemas con ligando en una regién claramente separada del receptor CX3CR1, con valores altos de
RMSD en congruencia con los movimientos principales observados de TM5 y TM6; y donde CX3CR1-FKNG2s2

tiende a crecer en esta caracteristica (Figura 5-18E).
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Figura 5.18. Caracteristicas de los residuos de la compuerta iénica. (A) Distancias entre la tétrada de residuos. (B) Superposicion de los
tres sistemas con ligando peptidico, desde una vista extracelular y (C) intracelular. (D) Distribuciones histogréaficas de los angulos diedros 1

y X2 de Y2933, (E) Histogramas bivariados de RMSD del dominio TMD respecto a la distancia intracelular de separaciéon TM1-TM6.

V.3. Andlisis de los estados funcionales de CX3CR1 y los efectos de los ligandos
V.3.1. Patrones de estado funcional

El andlisis de los once sistemas de CX3CR1 permiti6 la caracterizacién de los estados funcionales y los
ligandos. La proyeccién de las trayectorias en la matriz de autovectores del modelo multitemplado permitié una
agrupacion de los sistemas como estativos, estativos en transicion, transitivos, activos-transitivos y activos
(Figura 5.19A). El ligando antagonista E6130 induce el estado quiescente en un estado no activo, mientras que

los ligandos LG1 y MRV favorecen un estado quiescente en un estado funcional de transiciéon. El ligando
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AZD8797, antagonista alostérico, estabiliza el estado quiescente en un colectivo distinto, probablemente un
estado estativo diferencial. Por otra parte, el estado transitivo, encabezado por CX3CR1%, se intersec6 con el
sistema CX3CR1-FKN©252 en el subespacio esencial bidimensional. Los sistemas con ligandos AFKN y FKN©2,
clasificados como activos, se segregaron significativamente del resto, en torno al modelo activo CX3CR1*. Cada
sistema clasificado se confirmé con los hallazgos estructurales y dinamicos analizados. El diagrama de RMSD
del motivo NPXXY (NPLIY para este receptor) en funcién de la separacion TM3-TM6 diferencié los sistemas de
manera muy semejante al resultado obtenido por Dror, et al.?” para otro GPCR. El sistema con FKN®252 fye
elusivo en su caracterizacién clara; remarcando la importancia fundamental de las glicoformas en las

interacciones ligando-receptor.
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Figura 5.19. Identificacion y separacion de los sistemas del receptor CX3CR1 dependiendo de sus estados funcionales. (A) Diagrama de
las proyecciones de los autovectores V(A1) y V(As) en la trayectoria del sistema del modelo multitemplado CX3CR1 (R por simplicidad).
Hacia valores negativos de V(A;) y cercanos a cero de V(A3) se localizaron los sistemas estativos ante los antagonistas propuestos. Hacia
valores cercanos a cero de V(A;) y positivos de V(A3) se ubicaron los sistemas de caracteristicas transitivas. En valores positivos de V(A;) y
negativos de V(A3) se encontraron los sistemas de caracteristicas activas. (B) Diagrama de RMSD del motivo conservado NPXXY (NPLIYC
para el receptor de prueba) de CX3CR1? en funcién de la distancia entre los carbonos alfa de R1273% e 1230%%. Los sistemas con
caracteristicas activas se ubican con valores grandes de RMSD, mientras que los sistemas estativos tienen valores pequefios y cercanos al

modelo estativo CX3CR12.

La informacién mutua torsional se calculdé para los sistemas CX3CR1-E6130 y CX3CR1-FKN®252 (Figura
5.20), y revel6é una propagacion diferente entre estos sistemas, considerados canonicos en este estudio dadas
sus evidencias experimentales. En el primer sistema, resalta el segmento ICL2 por su informacién mutua con
residuos distantes como F29130, en la regién que experimenta alejamiento en los cambios de estado; F243647,
adyacente a la ruptura de helicidad en TM6 y G317 en el extremo CT de YXT. En cambio, para el otro sistema,
el D16 en NT compartié informaciéon con numerosos residuos, en particular en TM6, TM7 y YXT, donde se
relaciona con R318, residuo hidrofilico, en contraste con G317 en el sistema CX3CR1-E6130. También G96 de
ECL1 y L2195%5 presentaron relacion. El primero con probable interaccion con el puente disulfuro adyacente

C10233-C175 que sugiere una posible alteracion en la funcionalidad de CX3CRL1 si el enlace -SS- se reduce,
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en particular en el entorno oxidante que circunda las placas seniles y las neuronas afectadas por las lesiones de
la EA, y el segundo en la regién que se separa en la transicién y la activacion de la funcionalidad. Los residuos
cercanos entre si, F114337, F118341 e 1120343, también se relacionaron de manera sobresaliente, entre ellos y
con D16 y V143 en ICL2, implicacion que podria significar un mecanismo de oclusién del poro si se considera

gue son residuos hidrofébicos y voluminosos.

Figura 5.20. Informacion mutua torsional para los sistemas (A) CX3CR1-E6130 y (B) CX3CR1-FKN®2%2, Los valores de informacion mutua

fueron mayores a 0.35 para cada sistema.

Con los hallazgos estructurales y dinamicos de los once sistemas, se propone un mecanismo de activacion
para el receptor de quimiocina CX3CR1. A partir del estado funcional correspondiente a un conférmero del
colectivo basal o pasivo, los segmentos TM1-ICL1 y TM5-ICL3-TM6 se separan del resto de las demas TMs
usando las divisiones (GX2G)146-149 vy (GX3P)>46550; siendo mas acentuado el movimiento en el segundo
motivo, y generando la caracteristica flexion intracelular del estado transitivo, que corresponde con el ingreso
del CT de la proteina G subunidad a.385%968 Adicionalmente, el desplazamiento de TM3-ICL2 hacia la compuerta
i6nica favorece el plegamiento helicoidal en ICL2 (Figura 5.21A). Posteriormente, la aproximacion de TM1-ICL1
hacia las TMs induce una flexiéon de YXT hacia fuera del bulto hidrofébico membranal y una separacion relativa
de NT-TM1 (Figura 5.21B). Finalmente, el distanciamiento de NT-TM1 permite el cambio de inclinacion de TM2
y su acercamiento al sitio ortostérico, ademas de un movimiento endomembranal de YXT hacia la region de
colas hidrocarbonadas en la membrana, asi como un movimiento de TM5-ICL3-TM6 para cerrar la compuerta

i0nica, caracteristica del estado activo (Figura 5.21C).

52



RESULTADOS Y DISCUSION
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™2

TMS

Figura 5.21. Mecanismo de activacién propuesto para el receptor CX3CRL1. Las flechas indican los desplazamientos principales en cada
colectivo funcional.

V.4. Modelos de receptor-proteina Gi
V.4.1. Subunidad CX3CRL1 del complejo

El receptor en complejo con el heterotrimero Gi, unido a GDP, presenté varias caracteristicas nuevas,
ausentes en los sistemas anteriores (Figura 5.22). El sistema G-CX3CR1-MRV tuvo una gran accesibilidad a
desplazamientos en el subespacio esencial bidimensional, al contrario del sistema CX3CR1-MRV. El evidente
ensanchamiento del receptor en este sistema es congruente con una apertura aparente del poro acuoso,
caracteristico de un estado no activo de acuerdo con el trabajo de Yuan, et al.3> El desplazamiento del extremo

intracelular de TM7 es también un componente nuevo del receptor.

Las distancias entre residuos de la tétrada en la compuerta i6nica confirman el ensanchamiento y el estado
al que se dirige el sistema G-CX3CR1-MRYV, al presentar separaciones maximas en los cuatro pares (Figura 5-
23). De una manera caracteristica, el par Y293753-R1273%0 tiene separacion mayor en el complejo con
maraviroc, intermedia en el complejo sin ligando y menor en G-CX3CR1-AFKN. Debido al tiempo de simulacion,
y de la escala de tiempo reportada para las interacciones evidentes de los complejo G-R, la caracterizacion de

un flujo acuoso no se alcanzo a observar en estos sistemas (Figura 5.24).
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Figura 5.22. Analisis de componentes principales de CX3CR1 en los complejos con proteina G. (A) Proyeccién de las trayectorias sobre el
sistema CX3CRL1. El sistema G-CX3CR1-MRV tuvo un acceso amplio a locaciones en el subespacio esencial bidimensional, a comparacién
de G-CX3CR1-AFKN y semejante a G-CX3CR1. Aungue estos sistemas no son comparables con los sistemas sin proteina G, el
comportamiento de G-CX3CR1-mrvH revela hallazgos novedosos. Los modos principales de (B) G-CX3CR1, (C) G-CX3CR1-MRV y (D) G-
CX3CR1-AFKN muestran también el movimiento de separacion de TM7, la hélice que contiene el motivo conservado NPXXY, Y293753,
Adicionalmente, el receptor en G-CX3CR1-MRV experimentd un ensanchamiento evidente, y la separacion de los segmentos intracelulares
TM5-ICL3-TM6, TM7 y YXT, inducido claramente por el heterotrimero G.
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Figura 5.23. Caracteristicas de la compuerta idnica en los sistemas complejos con proteina Gi. (A) Distancias de la tétrada R1273%,
Y2115%8, K231%% y R2937%%, (B) Distribuciones histograficas de los angulos diedros x; y X2 de R293"%, Estas distribuciones no son
comparables con los sistemas sin proteina G, pero son claramente distintos entre si. El complejo G-CX3CR1 presenté una distribucion

anéloga al sistema CX3CR1%.
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Figura 5.24. Moléculas de agua a través del poro acuoso
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V.4.2. Heterotrimero Gi

La activacion de un GPCR en estado basal mediante su interacciébn con un agonista, o de manera
probabilistica al visitar los respectivos microestados asociados, transduce la sefial extracelular hacia algunos de
los heterotrimeros de proteinas G. Las proteinas G estan constituidas por una subunidad Ga (GNA), una
GTPasa anclada a la membrana por dos acilaciones; una subunidad GB (GNB) con estructura beta propela; y
una pequefia subunidad Gy (GNG) S-prenilada en el carboxilo terminal. Los tipos descritos de proteinas G que
interactan con CX3CRL1 son Gi y Gz,%° siendo mas abundante y conocido el heterotrimero Gi. EI mecanismo de
activacion de los heterotrimeros G se ha descrito detalladamente de manera experimental 40417071 y se
reportado la presencia de complejos preformados previo a la activacion del sistema y el reclutamiento del
heterotrimero hacia el receptor activo.®® El mecanismo de activacion de la subunidad Ga implica la separacion
de dos dominios llamados a-helicoidal (GAH) y tipo Ras (Gras), en un movimiento tipo bisagra. Se ha
demostrado que la presencia de un antagonista reduce la probabilidad y espontaneidad de la proteina G para
este evento. Debido a la prolongada escala de tiempo necesaria para inducir y transducir la activacion, de
microsegundos a milisegundos, Unicamente se estudiaron los complejos Gi-CX3CR1, Gi-CX3CR1-MRV y Gi-
CX3CR1-AFKN.
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Tiempo de simulacion (ns)

Figura 5.25. Andlisis de componentes principales de la subunidad Gai para el sistema (A) G-CX3CR1, (B) G-CX3CR1-AFKN y (C) G-
CX3CR1-MRV. En el sistema G-CX3CR1, Gai presenta un retraimiento de la hélice CT (59% de varianza) y una tendencia del dominio AH a
separarse de Aras (13% de varianza), aunque no se llevé a cabo este desplazamiento. En G-CX3CR1-AFKN, complejo del agonista, la
hélice CT se aproxima a la regién intracelular del receptor de manera predominante (61%), y el dominio AH no presenté componentes
relevantes del movimiento de bisagra en los 400 ns de simulacién. En G-CX3CR1-MRYV los desplazamientos de la hélice CT aproximandose
al receptor (30%) y alejandose de él (15%) no son comparables con el sistema sin proteina G, pero es congruente con la actividad de un
antagonista, en cuanto que se presentan las dos caracteristicas a diferencia del sistema con AFKN, donde sélo predomina el ascenso de la

hélice CT.
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VI]. CONCLUSIONES, OBSERVACIONES IMPORTANTES Y PERSPECTIVAS

El modelo propuesto para el receptor CX3CR1 fue adecuado en su geometria, para la caracterizacion
estructural y dinamica del modelo y de los diferentes estados funcionales, asi como sus interacciones con los
ligandos antagonistas y agonistas evaluados. Los hallazgos con los ligandos, con los modelos funcionales, asi
como la comparacién entre sistemas y estados condujeron a una propuesta del mecanismo de activacion del
receptor, que involucra la separacion de los extremos intracelulares de TM1, TM5 y TM6, y el reacomodo de los
segmentos extracelulares de TM1 y TM2. Asimismo, se identificaron algunas generalidades y particularidades
de los estados funcionales del GPCR, como son un poro acuoso abierto y una proximidad entre hélices, que
caracterizan al estado estativo; un reacomodo importante de las regiones intracelulares TM1-ICL2, TM5-ICL3-
TM6 y TM3-ICL2 principalmente, que describen un estado transitivo; y la oclusién del poro acuoso y un
rearreglo del sitio ortostérico, notable para el estado activo. Estos hallazgos permiten predecir varias

caracteristicas de los sistemas de estudio.

Al tratarse de sistemas complejos y con multiples variables, el estudio preciso para caracterizar e identificar los
eventos relacionados con los estados y sus cambios requieren mayor tiempo de simulacion, en escalas de
microsegundos a milisegundos. Sin embargo, con los tiempos de simulacion evaluados en este trabajo se
consiguieron obtener caracteristicas suficientes para proponer una descripcién de la dinamica funcional de este
receptor, con informacion creciente sobre su influencia en neuroinflamacion. Al integrar todos los resultados de
este estudio, se propone al receptor CX3CR1 como un blanco terapéutico potencial para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer. Asimismo, se propone una comparacién exhaustiva de este receptor con la

estructura experimental cuando se encuentre disponible para su estudio.
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VIIl. ANEXO I: Resultados suplementarios
VIII.1. Receptor de referencia CCR5
VIII.1.1. Simulacién MD de CCR5

Los graficos de desviaciones para cada posicion (Figura 8.1) muestran que los receptores
tienen comportamientos diferentes en la cadena principal y en las cadenas laterales (Figura 8.1A).
El sistema con el ligando protonado tuvo una fluctuacién muy alta en el segmento ECL2, en
contacto estrecho con MRYV; fenédmeno que no se observd en el sistema con maraviroc
desprotonado (Figura 8.1B). De manera comparativa, al analizar la diferencia de RMSF del sistema
CCR5-MRYV respecto a CCR5, el segmento ICL2 tiene fluctuaciones mayores debido a la pérdida
de estructura helicoidal tipica de los receptores en estados no activos (Seccion V.2.2, Figura 5.9).
Adicionalmente la regién ICL3, interactuante con proteina G, tuvo cambios escasos respecto al
sistema CCR5 (Figura 8.1C).
El receptor en el sistema CCR5 mostr6 una compacidad similar al sistema CCR5-MRV al
encontrarse en una estado inicial estativo que no cambié funcionalmente de manera notable. En
contraste, el sistema CCR5-mrv experimentd una compactacion mayor a los otros dos sistemas,
contrastando con las caracteristicas de un receptor en complejo con un antagonista, por lo que se
deduce que este sistema es atipico debido al estado de protonacién del maraviroc. Ademas de la
estructura experimental protonada,®® el ligando tendria asociada una abundancia relativa esperada
muy baja debido a su valor de pKa en medio acuoso (pKa=7.3).72 Ante esta caracteristica, el
ligando que se localiza en el sitio de union ortostérico y préximo a moléculas de agua circundantes,
y que presenta interacciones importantes con el residuo E283 a través de la subestructura de
tropinio (Figura 8.2) se consider6 que el estado del ligando como mrv sin protonar es de

especiacién improbable en el entorno extracelular.
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Figura 8.1. Desviaciones del receptor de referencia en los tres sistemas CCR5-MRV, CCR5-mrv y CCR5. (A) Grafico de
RMSD de la cadena principal a través del tiempo de simulacion. (B) Grafico de RMSF de las cadenas laterales. (C)

Diferencia de RMSF respecto al aporreceptor CCR5. (D) Gréfico de radios de giro a través del tiempo.
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Figura 8.2. Interaccion del ligando MRV con el residuo E283 en el sitio ortostérico. La interaccién idnica principal se lleva a
cabo entre E283 y el subgrupo tropinio del ligando. Otras interacciones relevantes incluyen los puentes de hidrégeno entre
Y37 y el subgrupo 1,3,4-triazol de MRV, y entre Y251 y el grupo amida del maraviroc. También se reconocen las

interacciones hidrof6bicas entre L196 y el anillo de difluorociclohexano, de F109 y el grupo fenilo, y entre W86 y el biciclo de

tropinio.
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VIIl.2. Receptor de prueba CX3CR1
VIII.2.1. Modelado de CX3CR1, CX3CR1%, CX3CR1# y CX3CR1*

Similitud con estructuras experimentales

Las proteinas con mayor similitud al receptor CX3CR1 en estructura primaria (Tabla 8.1) forman

parte también del subgrupo de ligandos peptidicos de la superfamilia de GPCRs clase A.

Tabla 8.1. Similitud primaria entre CX3CRL1 y otros receptores de clase A.

Proteina Descripcion

CCR4 Receptor principal para CCL4/MIP-1 (del inglés macrophage
inflammatory protein 1).

CCR2 Receptor principal para CCL2/MCP-1 (del inglés monocyte
chemoattractant protein 1).

CCR5 Receptor principal para CCL5/RANTES (del inglés Regulated upon
Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted). Correceptor de la
proteina de envoltura gp120 de HIV-1 con tropismo hacia macrofagos
y células linfoides CD4+ (variante viral R5).

us28 Receptor de herpesvirus 5 para varias quimiocinas.

CXCR4 Receptor principal para CXCL4/SDF-1 (del inglés stromal-derived factor

1). Correceptor de la proteina de envoltura gpl20 de HIV-1 con
tropismo principal hacia células linfoides CD4+ (variante viral X4).

Similitud con
CX3CR1
42.3%

38.1%

37.6%

34.6%
31.9%

VIII.2.2. Analisis de la estructura primaria

La similitud entre estructuras primarias se realiza con los algoritmos de Clustal Omega’@ y es (til

para seleccionar estructuras molde y comparativas (Figura 8.3).

CCRS 1 MDYQVSSPIYDINY-YTSEPCQKINVKQIAARLLPPLYSLVFIFGFVGNMLVILILINCK

CX3c1 1 MDQFPESVTENFEYDDLAEACYIGDIVVFGTVFLSIFYSVIFAIGLVGNLLVVFALTNSK
o * e ohox R T e e .

CCRS 68  RLKSMTDIYLLNLAISDLFFLLTVPFWAHYAAAQWDFGNTMCQLLTGLYFIGFFSGIFFI

CX3C1 61 KPKSVTDIYLLNLALSDLLFVATLPFWTHYLINEKGLHNAHCKFTTAFFFIGFFGSIFFI

CCR5 128 ILLTIDRYLAVVHAVFALKARTVTFGVVTSVITWVVAVFASLPGIIFTRSQKEGLHYTCS

CX3c1 121 TVISIDRYLAIVLAANSMNNRTVQHGVTISLGVWAAAILVAAPQFMFTKQKE - E
e kEERRE e E % T

CCRS 186  SHFPYSQYQFWKNFQTLKIVILGLVLPLLVMVICYSGILKTLLRCRNEKKRHRAVRLIFT

CX3c1 177 GDYPEVLQEIWPVLRNVETNFLGFLLPLLIHSYCYFRIIQTLFSCKNHKK AKATKLILL

CCR5 240  IMIVYFLFWAPYNIVLLLNTFQEFFGLNNCSSSNRLDQAMQVTETLGMTHCCINPITIYAF

CX3c1 236 VVIVFFLFWTPYNVMIFLETLKLYDFFPSCDHRKDLRLALSVTETVAFSHCCLNPLIYAF
SRR R AR RN a e N ke .o ks

CCRS 300  VGEKFRNYLLVFFQKHIAKRFCKCCSI-FQQEAPE- -RASS

CX3c1 296  AGEKFRRYLYHLYGKCLAVLCGRSVHVDFSSSESQRSRHGSVLSSNFTYHTSDGDALLLL
A T . . Sw o *ox W .

CCRS 351 GL

CX3c1 356 --

59
68

119
1z2@

179
176

239
235

299
295

350
355

352
355

Figura 8.3. Alineamiento de estructura primaria de CCR5 y CX3CR1, con 136 posiciones idénticas y 126 posiciones

similares. La similitud es de 37.6 %.
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VII1.2.3. Andlisis de estructura secundaria
indice de hidropatia

El indice de hidropatia (hpi) o indice de afinidad por agua es el valor de la diferencia de energia
libre de transferencia de un medio acuoso al estado vapor, y escalado por un factor lineal
(Ecuaciones 8.1A y 8.1B). 74

hpi o¢ Ayq,yGles (8.1A)
) mol 0 mol (8.1B)
hpl = (k_]) Aaq—»VGres + k_]

Momento hidrofobico

El momento hidrofébico bidimensional py (Ecuacion 8.2A) para un motivo helicoidal es el vector
definido como la serie de la diferencia de la posicién del &tomo CA respecto al punto medio de la
hélice, escalada con las diferencias de energia libre de transferencia de un medio apolar a un
medio polar. El célculo de py se realiza para un intervalo definido de residuos, con centro en el

residuo de interés, y para el cual se asocia la media aritmética (uy) (Ecuacion 8.2B).">

ﬁH,res = ?res - (V X {?hel}lo) (8.2A)
1 res+5res—5
(Firres) =—— > > [[Fy = (VX Frall
H,res Nes L j:reS” ij ( e 0)” (828)

La geometria del modelo se determind al asignar los motivos de estructura secundaria como
asas y hélices, y definir los segmentos amino terminal (NT), hélices transmembranales (TM1 a
TM7), hélice yuxtamembranal (YXT), asas intracelulares (ICL1 a ICL3) y extracelulares (ECL1 a
ECL3); y el extremo carboxilo terminal (CT). La estructura primaria de CX3CR1 obtenida de
UniProt con 355 residuos de aminoacidos se analiz6 para detectar regiones de residuos con
caracteristicas hidrofébicas a través de los indices de hidropatia y momento hidrofébico en la

region posterior a la séptima hélice transmembranal (Figuras 8.4 y 8.5).

A 4 e, ke ¢ e —— B
Q
3 | 5
2l q r/\\ (- 3
A [ . ~ .
PRI T K f | [ s £ ~~
s ] 25l T
S L IH (N 22 0a
£ 0 W \f \ WJ\‘ \ i H“ 1 J\\} £ .3 o2l
a 4 M ~‘ V“ H H{ HJ \‘}1 L i g ? . \‘ | |
2 R/ U 33 %% 5 10 15 20
© £ Posicién relativa
3 50 100 150 200 250 300 350 g
Residuo <

Figura 8.4. Andlisis bidimensional de la estructura primaria de CX3CR1. (A) Grafico de Kyte-Doolittle de indices de

hidropatia.”™ B. Grafico de la norma del momento hidrofébico medio para el segmento [290,315].”"

66



ANEXO |

ML)QF.E v ENFEYL}DL EACY!I LJI\/VF VFL.IFY VI F I-L\/ NLLV\/F.L NS K

VLR UUUUWUUCCR G S

KPK .‘/ DI YLLNL | DLLFV ,.FW HY L N[;( LHN MCKFA FFFI FF‘ I FFI

”%1“ VI SIDRYLAI VL NSMNNRTVQHGVTI SLGVW LV QFMFTKQKENECLGDY
o CUCUUGRRRRARRAN ALTLTUCTETURTTURUUCURLCLRANR

F\HO.Y\W \/IRN‘/F.NFI FLL .iIM YCYFFH\.O

LUTTTEEEETRRTETRTTCECRCRAARARRANS oS

RRYLYHLYGKCLAVLCGRSVHVDF ESQRSRH VL NFTYH DGDALLLL

= Interno (int) =Extemno fext) 8 TMint>ext | TM extint

C TOPCONS pa r—t , - - r—y — D E
OCTOPUS - Iy - gee— - F—  —
Phillss —_— ) ] 3 56
PolyPhobius R e e G i
AMPI e r— - — I—
sty i3 ccecl CCCCCHH
SESCEORE! = = - — 110 120 130 140 150
c
oA — ——— 190 00
1" HHHHHHHHHHHHHHHHC CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHH
12
10 CCCHHHHC
i 8 270 286 290 300
6 HHHHHCHHHHCCCC HHH
4 / 310 320 330 340 350
2 J HHHHHHHHHHHHHHC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCEeCCeeeeeeeeeeee
0 V 355
2 ceece
50 100 150 200 250 300 350

Figura 8.5. Topografia y estructura secundaria estimada para el receptor CX3CRL1. (A) Diagramas de rueda que muestran
la locacidn relativa estimada de los residuos de aminoéacidos de la region helicoidal.” (B) Estructura secundaria predicha por
el servidor Phyre2.” (C) Andlisis predictivos de estructura primaria obtenidos con varios algoritmos.”™ (D) Esquema de
geometria del receptor. (E) Estructura secundaria modal, C: asa, H: hélice.

VIII.2.4. Andlisis de estructura terciaria
Enhebrado estructural

El servidor GPCR-I-TASSER (del inglés lterative Threading Assembly Refinement)® emplea un
método de prediccién de estructura y funcion de proteinas. Identifica moldes de estructuras
experimentales depositadas en PDB con el enhebrado LOMETS (Local Meta-Threading Server)
genera modelos en R3 con puntuaciones altas. Ademas incluye el programa REMO (del inglés
reconstruct atomic model) es una herramienta multifuncional para la optimizacion de los puentes de
hidrégeno de la cadena principal.

Modelados de CX3CR1

Se realizaron tres grupos de modelos de estructura terciaria en los servidores GPCR-I-
TASSER, I-TASSER® y con la aplicacion MODELLER 9.178! con cinco, cinco y diez estructuras
respectivamente. Para la validacion se analizaron los angulos diedros ¢ y @ y se graficaron los
diagramas de Ramachandran (Figura 8.6), donde las regiones en color rojo son aquellas que
corresponden a los valores mas favorecidos de ¢ y y, las regiones de color amarilla representan

torsiones favorecidas, las regiones color amarillo claro opaco son regiones de poco favorecimiento,
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y las regiones color blanco no estan favorecidas y se mencionan los residuos en color rojo. De
cada grupo se escogio un modelo con los mejores estadisticos de validacion. Los dos modelos
multitemplado de los servidores (Figura 8.6 A y B) tuvieron un patrén similar de distribuciones de
torsion; con multiples valores atipicos. Sin embargo, estos modelos tuvieron los valores méas bajos
de RMSD respecto a CCR5 al comparar sus cadenas principales ajustadas (Tabla 8.2), siendo el
modelo del servidor GPCR-I-TASSER el seleccionado para la comparacién con los dos restantes.
De este ajuste, se observé que los dos modelos de servidores son similares (Tabla 8.3), y la
conformacién del modelo de MODELLER 9.17 fue divergente aunque su diagrama de
Ramachandran tuviera escasos valores atipicos (Figura 8.6C). Ademas, el segmento
yuxtamembranal en este Ultimo modelo esta carece del plegamiento esperado para un GPCR. Con

este analisis, se eligi6é el modelo multitemplado que se realiz6 en el servidor GPCR-I-TASSER.
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Figura 8.6. Diagramas de Ramachandran para tres modelos de CX3CR1 mostrando la topometria diédrica calculada con
PROCHECK?® y representacion de estructuras secundarias. (A) Modelo multitemplado de GPCR-I-TASSER con 97.2% de
residuos en regiones favorecidas. (B) Modelo multitemplado de I-TASSER con 99.1% de residuos en regiones favorecidas.
(C) Modelo mixto de MODELLER9.17 con 99.4% de residuos en regiones favorecidas.

Tabla 8.2. Valores de RMSD (nm) de la cadena principal del dominio transmembranal de los tres
modelos multitemplado respecto a la regién transmembranal del receptor de referencia CCR5.

GPCR-I-TASSER I-TASSER MODELLER9.17
0.39 0.48 0.61

Tabla 8.3. Relacion de valores de RMSD (nm) de la cadena principal del dominio transmembranal

para los tres modelos multitemplado.

GPCR-I-TASSER I-TASSER MODELLER9.17
GPCR-I-TASSER 0
I-TASSER 0.23 0
MODELLER 9.17 0.71 0.72 0
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La topometria del receptor define los segmentos geométricos con base en sus mediciones y
célculos estructurales y energéticos (Tabla 8.4). La topometria se obtuvo con el servidor PPM de

Orientations of Proteins in Membranes Database.44.83

Tabla 8.4. Topometria para el modelo multitemplado seleccionado, del servidor GPCR-I-TASSER.

Segmento Residuos embebidos Residuos transmembranales con estructura helicoidal

™1 30-57 32-54

T™M2 67-92 67-92

T™M3 97, 99-125 100-125
T™M4 145-168 146-167
TM5 186-212 187-212
TM6 231-257, 260-262 231-257
T™M7 271, 273-296, 300 273-296

Notas: El grosor hidrofébico es de 3.28 + 0.070 nm, con un estimado de energia libre de

transferencia de -69.8 kcal/mol y una inclinacién relativa de 3° + 2°.

VII1.3. Réplicas del modelo multitemplado

El modelo multitemplado se basé en CCR5 (PDB: 4MBS) y US28 (PDB: 4XT1). De dos réplicas
simuladas para este sistema, se obtuvieron comportamientos distintos (Figura 8.7), teniendo la
segunda réplica un comportamiento divergente a la primera réplica, utilizada como comparativo de
los demés sistemas. Esto se debidé probablemente a la salida del estado funcional en el que se
encontraba inicialmente. Esta suposicion se confirma con el conférmero medio (Figura 8.8A) y los
modos principales de la segunda réplica (Figura 8.8B), particularmente la separacién de la TM1 en
la parte extracelular, lo que sugiere nuevamente que el receptor CX3CR1 posee actividad
constitutiva o intrinseca.

Réplica 1 de CX3CR1 =
Réplica 2de CX3CR1 ©

0.45 0.7 2.10
0.40 0.6 ‘
- 0.35 . ‘ 2.05
£ o030 E 05 =
o 025 n 04 £ 200
2 020 2 o3 ° 7 Lk \
© 0.15 o :
: 0.2
0.10 1.95
0.05 0.1
0 0 1.90
0 100 200 300 400 50 100 150 200 250 300 0 100 200 300 400
Tiempo (ns) Residuo Tiempo (ns)

Figura 8.7. Comparacion de las dos réplicas de simulacion MD de CX3CR1. (A) Gréafico de RMSD de la cadena principal a

través del tiempo. (B) Grafico de RMSF por residuo. (C) Gréfico de radio de giro de la region transmembranal en el tiempo

de simulacién.
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Figura 8.8. Estructuras notables de cada réplica de CX3CRL1. (A y C) Estructuras promedio de la cadena principal para las

réplicas 1y 2 respectivamente. (B y D) Los tres primeros modos principales de las réplicas 1y 2 respectivamente.

VIIl.4. Sistemas funcionales CX3CR1 multitemplado, estativo, transitivo y activo

Los desplazamientos en los tres estados del receptor CX3CR1 tuvieron comportamientos
diferentes. El modelo multitemplado CX3CR1 se mostré con movimientos distintivos de la cadena
principal respecto a los otros dos sistemas y fluctuaciones mayores en ICL2 e ICL3, lo que sugiere
que el estado funcional del modelo no corresponde con los estados activo y estativo aunque el
modelado se basé principalmente en CCR2 y CCR5 en estado estativo. Sin embargo, los primeros
cien nanosegundos de simulacion MD permitieron a este sistema acceder a un estado de equilibrio
mecanico que se prolongé hasta el final de la simulacion (Figura 8.9A). Los tres sistemas tuvieron
fluctuaciones altas en segmentos determinados: El estado de CX3CR1 en ICL2 e ICL3, el estado
CX3CR1* en ECL1, ICL3 y ECL3, y el estado CX3CR1 en ECL1 y ECL3 (Figura 8.9B). Este
hallazgo muestra que los integrantes de estos estados funcionales tienen conformaciones

distintivas.
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Figura 8.9. Desplazamientos del receptor de prueba CX3CR1 en los tres estados: basal, estativo, transitivo y activo.

Los segmentos helicoidales se determinaron con base en el analisis de helicidad (Figura 8.10).
Los angulos de inclinacién para las hélices transmembranales TM1 a TM7, considerando las
rupturas de helicidad por residuos Pro o Gly, y la hélice yuxtamembranal se calcularon a través del
tiempo de simulacion y sus densidades estimadas (Figura 8.11), mostrando algunas coincidencias

importantes entre los sistemas.
100

Helicidad (%)

0 50 100 150 200 250 300 350
Residuo

Figura 8.10. Porcentajes de helicidad para los residuos del modelo CX3CR1.
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Figura 8.11. Angulos de inclinacion de los segmentos helicoidales para los sistemas multitemplado, activo, transitivo y

estativo.

Los sistemas con antagonistas coincidieron en gran parte de las densidades angulares de
inclinacion, y con aproximacion al sistema estativo CX3CR12. El segmento extracelular TM1 tiene
densidades bajas en comparacién con el sistema CX3CR1%, dada la ausencia de ligando en éste.
También en el segmento intracelular de TM5, la inclinacién es baja, como se espera en los
sistemas antagonizados; y la inclinacion de YXT es predominantemente obtusa, y destacando la

variabilidad en esta caracteristica en los sistemas, en especial CX3CR1-AZD8797 y CX3CR12
(Figura 8.12).
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Figura 8.12. Angulos de inclinacion de los segmentos helicoidales para los sistemas estativos CX3CR12, CX3CR1-MRYV,

CX3CR1-E6130, CX3CR1-AZD8797 y CX3CR1-LG1.

Para los sistemas con agonistas, las densidades angulares s6lo coincidieron en su mayoria en

el sistema CX3CR1-FKNG252 con el modelo activo CX3CR1*, confirmando la influencia del

carbohidrato en la actividad del péptido agonista. En estos sistemas destaca el corrimiento de las

modas angulares hacia valores mas altos para ambos segmentos de TM1; el desplazamiento del

segmento intracelular de TM5 hacia valores mayores. Los sistemas CX3CR1-AFKN y CX3CR1-

FKNG2 tuvieron los comportamientos mas extremos, como la amplia fluctuaciéon angular del

segmento extracelular de TM2,

la escasa inclinacion de TM3 y la pronunciada flexion

intramembranal de YXT en CX3CR1-AFKN, mientras que la exagerada inclinacién de las regiones
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intracelulares de TM5 y TM6 plantean un probable cambio de estado para el sistema CX3CR1-

FKNG®2, con una flexion de YXT extrema (Figura 8.13).
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Figura 8.13. Angulos de inclinacién de las hélices de los sistemas CX3CR1*, CX3CR1-AFKN, CX3CR1-FKN®? y CX3CR1-
FKN®252, | as distribuciones de angulos comparadas con el modelo activo, donde el sistema CX3CR1-FKN®252 coincide en

ocho segmentos, en particular los segmentos intracelulares de TM1y TM5.

VIIL.5. Sistemas membranales

Las membranas plasméticas de las células son de composicion heterogénea y presentan
variaciones mudltiples en La (2S)-3-O-palmitil-2-O-oleilfosfatidilcolina (POPC, Figura 8.14) o 3-
palmitil-2-oleil-lecitina es uno de los fosfolipidos mas abundantes en las membranas eucariontes.
La anchura membranal de una bicapa de POPC es aproximadamente 3.9 a 4.0 nm y permite

mayor movilidad en el subespacio esencial®* (Figura 8.15).

74



ANEXO |
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Figura 8.14. Estructura de POPC. Se muestran los residuos en color. Rojo: colina. Azul: acido fosfatidico. Verde: acido
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palmitico. Magenta: &cido oleico.
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Figura 8.15. Espacio esencial bidimensional de los autovectores 1y 3 para el receptor CX3CR1 en una membrana de
POPC y una membrana multicomponente que incluye esfingomielinas NSM y LSM, y POPE.

VIII.6. Correlacion cruzada

La correlacién cruzada calculada para los atomos Ca de los residuos de CX3CR1-E6130 y
CX3CR1-FKN®252 no es abundante en desplazamientos de corto alcance, por ejemplo, entre
residuos conectados 0 muy cercanos; y no permite la discriminacion inicial de los movimientos
concertados a distancia, aunque sus mapas coloreados muestran diferencias importantes (Figura
8.16).

o
=3
Correlacion cruzada

-0.5

-1.0
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350

Residuo

Figura 8.16. Matrices de correlacion cruzada para los residuos en los sistemas (A) CX3CR1-E6130 y (B) CX3CR1-FKN®252,
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Por esta cantidad de datos que interfieren con la examinacion de alosterismo, se opt6 por el
calculo de la informacién mutua torsional con el objetivo de esclarecer las relaciones presentes en

los sistemas del receptor CX3CR1.

VII1.7. Simulacion MD de receptor viral US28 con AFKN

El sistema testigo del receptor activo US28 en complejo con aglicofractalkina presento varias
caracteristicas comunes con los sistemas activos, como el plegamiento beta en ECL2, la
direccionalidad de los extremos intracelulares TM5 y TM6, asi como una escasa presencia de

moléculas de agua en el poro (Figura 8.17).
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Figura 8.17. Caracteristicas dinamicas del sistema US28*-AFKN. (A) RMSD de la cadena principal transmembranal. (B)
RMSF de las cadenas laterales. (C) Estructura secundaria. (D-F) Modos principales correspondientes con los tres
autovectores de mayor magnitud, respectivamente. (G) Representacion acumulada de moléculas de agua en el poro

interhelicoidal.
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IX. ANEXO II: Informaciéon complementaria
IX.1. Fractalkina

La fractalkina o neurotactina (CX3CL1, FKN, NTT) es una integrina bitépica tipo | que esta
constituida por diferentes dominios estructurales y funcionales. Los dominios estructurales son el
dominio extracelular, el dominio transmembranal y un pequefio dominio intracelular. Los dominios
funcionales son el dominio de quimiocina (sSCX3CL1) o fractalkina soluble, en el extremo amino, y
el dominio tipo mucina de glicosilacién multiple (Figura 9.1A). La fractalkina membranal participa en
las sinapsis inmunolodgicas con linfocitos, macrofagos y microglias interactuando con las integrinas

a4B1 y avB3 en presencia o ausencia del receptor CX3CR1 (Figura 9.1B).
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Figura 9.1. La quimiocina tipo & transmembranal fractalkina (mMCX3CL1). (A) Modelo de mCX3CL1 construido por
enhebrado a partir del dominio de quimiocina (PDB: 4XT1 y 4XT3). La estructura de este dominio se conoce con detalle. (B)
Funciones de CX3CL1 en la quimiotaxia y migracién leucocitaria (Modificado de Umehara H., et al).?® (C) Algunas funciones

neuroinmunoldgicas de la fractalkina (Modificado de Perry V. H. & Holmes, C.).8¢
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IX.1.2. Carbohidrato biantenal complejo

Las glicosilaciones son modificaciones postraduccionales comunes en las proteinas y
desempefian funciones importantes en el reconocimiento de estado y naturaleza de una proteina o
incluso de una célula. Las glicosiltransferasas catalizan estas modificaciones, y ocurren
comunmente en residuos de serina, treonina y asparagina. El dominio sCX3CL1 posee al menos
una N-glicosilacion en Asn33,%” la cual puede variar dependiendo de numerosos factores. Los
residuos de monosacéaridos comunmente encontrados son N-acetil-2-desoxi-2-D-glucosamina
(GIcNAc), D-manosa (Man), D-galactosa (Gal), N-acetil-2-desoxi-2-D-galactosamina (GalNAc), L-
fucosa (Fuc) y acido sialico (Sia o NeuNAc). El motivo ramificado bis[Man-(a-1,3; a-1,6)]-Man-(a-
1,4)-GIcNAc-(B-1,4)-GIcNAc-(B-1,ND1)-Asn es el oligosacarido base® (Figura 9.2A), a partir del
cual se extiende la glicosilacion. El carbohidrato biantenal complejo (Figura 9.2 B y C) consiste en
el nucleo oligosacérido extendido en los dos residuos de manosa distales. Imagen de la fractalkina
soluble (sCX3CL1), o dominio de quimiocina de CX3CL1 (CDC, Figura 9.2D).

gs o=
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a [l GlcNAc
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Asn Ser/Thr D GalNAc

G252 Nucleo 1

Figura 9.2. Glicosilacion de fractalkina. (A) Estructura del glicano G2, modelado en el sistema CX3CR1-FKN®2, (B)

Estructura del glicano G2S2 del sistema CX3CR1-FKN®252, (C) Esquema representativo de los glicanos. (D) Imagen de

SCX3CL1 o CDC con el carbohidrato biantenal complejo.

78



ANEXO Il

IX.2. Receptor US28 y aglicofractalkina

El receptor homélogo de GPCR US28 es

un receptor de B-quimiocina, tipo CC, de

herpesvirus humano 5 (HHV5).8” Sus ligandos | ™

incluyen a CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1-q,
CCL5/RANTES (Regulated upon Activation,
Normal T Cell Expressed and Secreted) y
CX3CL1/FKN (Figura 9.3). Este receptor
induce endocitosis independiente del ligando,

y se asocia con proteinas de tipo Ggi1. Los <« 7

receptores US28 y CX3CR1 comparten

34.615%73 de similitud. con 126 residuos Figura 9.3. Estructura del complejo US28-AFKN en membrana,
tomada de la estructura cristalogréfica 4XT1 de 2.89 A de

idénticos y 132 residuos similares; gran parte

de ellos en las TMs.

IX.3. Receptor CCR5 y maraviroc

El receptor CCR5 (también conocido como CD195,
cumulo de diferenciacion 195; Figura 9.4) es un
GPCR para B-quimiocinas como CCL3/MIP-1-q,
CCL4/MIP-1-B y CCL5/RANTES.?® EIl receptor CCR5
induce la quimiotaxia de linfocitos T de memoria
(CD3+,CD4+,CD45R0O+), linfocitos B (CD19+),
células NK (CD16/56+), eosinéfilos y basofilos.
Adicionalmente, es uno de los dos correceptores
descritos de la glicoproteina 120 (gp120) de envoltura
del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-
1).58 El tropismo de HIV-1 en células CD4+ se debe a
que la gpl20 reconoce e interacta estrechamente
con el CD4/TCR (T-cell receptor) como ligando; y
CCR5 o0 CXCR4 como correceptores. Este proceso
conduce a la fusién del HIV-1 a la membrana
plasmatica y a la posterior endocitosis. El maraviroc
es uno de los antagonistas de CCRS5, un inhibidor de

la entrada del HIV-1 a células no infectadas.

resolucion.®

Figura 9.4. Estructura del receptor de referencia
CCR5, obtenida del cristal PDB: 4MBS con
resolucion de 2.71 A%
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IX.4. Numeracion de los receptores acoplados a proteinas G

El sistema de numeracidon propuesto por Ballesteros-Weinstein consiste en identificar los
residuos conservados en las TMs de los GPCRs de neurotransmisores, y considerarlos una
referencia. Para cualquier GPCR, la numeracion de los residuos en las TMs se establece en
relacion con los residuos conservados para realizar comparaciones congruentes. Los residuos de
referencia se asignan arbitrariamente como el nimero de TM vy la cifra 50, separados por un punto.
De esta manera, a los residuos localizados hacia el extremo amino les corresponden cifras
menores a 50, y aquellos ubicados hacia el extremo carboxilo tienen identificadores mayores a 50%°
(Tabla 9.1).

Tabla 9.1. Numeracién de Ballesteros-Weinstein para GPCRs.

Numero de Residuo Identificador Equivalencia en Notas
hélice TM conservado CX3CR1
1 N N1.50 N491:50
2 D D2.50 D77250 Residuo ligante de Na*
3 R R3.50 R127350 Parte del motivo DRY
4 W W4.50 W154450
5 P P5.50 P2035:50
6 P P6.50 P2465-50
7 P P7.50 P2907:50 Parte del motivo NPXXY

IX.5. Proteinas G heterotriméricas

La geometria de las proteinas G heterotriméricas (Figura 9.11) est4 conservada en los
diferentes subtipos.

IX.5.1. Proteinas Gipo

Las proteinas de clase Gio, al ser activadas, bloquean la produccién del segundo mensajero
AMP ciclico (cAMP) mediante la interaccién de la subunidad Gai-Mg[GTP] con la enzima
transmembranal adenilato ciclasa. El heterodimero By a su vez interactia con varias enzimas
membranales como proteina cinasas C (PKC). Son sensibles a la inactivacion en R178 por la
toxina de Vibrio cholerae (CTX) y en C351 por la toxina de Bordetella pertussis (PTX).88

IX.5.2. Proteinas Gs
Las proteinas de clase Gs estimulan la actividad catalitica de la adenilato ciclasa, mediante su
interaccion con la subunidad Gas-Mg[GTP], aumentando la concentracion de cAMP. Son sensibles

a inactivacién en R201 por CTX y la toxina termolabil de Eschericia coli (LT).88
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IX.5.3. Proteinas Gg11

Las proteinas de clase Gg11 estimulan la actividad catalitica de las fosfolipasas C membranales
(PLC), mediante la interaccion de la subunidad Gag1:-Mg[GTP], de la cual se producen los
segundos mensajeros diacilgliceroles (DAG) y myo-inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) a partir de los
fosfolipidos fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) membranales. Son susceptibles de inhibicién por
CTX en R183.88

IX.5.4. Proteinas Gi213
Las proteinas de clase G12/13 interactlan con proteinas G monoméricas de tipo Rho y estan

implicadas en el remodelamiento del citoesqueleto. Son resistentes a CTX y PTX.8

IX.5.5. Proteinas G:
Las proteinas de clase G; comparten similitud con las proteinas Gio, pero son de expresion
predominante en el sistema nervioso central y son resistentes a la inactivacién por PTX® pero

sensibles a la ADP-ribosilacién en R179 por CTX.88

IX.5.6. Transducinas o proteinas Gt
Las proteinas de clase Gt o T al ser estimuladas por el GEF, activan la fosfodiesterasa 6 de

cGMP citosélica. Estas proteinas estan asociadas a la rodopsina. Son sensibles a PTX, CTX y

LT.88
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Figura 9.11. Geometria general de las proteinas G. En esta imagen se representa el heterotrimero Gi (PDB: 3SN6 y
5KDO), conformado por las isoformas GNAI1 (Ga), GB1 (GB) y GNG2 (Gy).
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X. ANEXO IlI: Fundamentos teéricos
X. Dindmica molecular

La simulacién de dinamica molecular (MD, del inglés Molecular Dynamics) calcula los
desplazamientos, las fuerzas y la energia cinética y potencial del sistema mecanico que
constituyen las moléculas a través de un intervalo de tiempo determinado. La simulacion MD
resuelve las ecuaciones clasicas de movimiento (ecuacién 10.1) de N atomos interactuantes por un
método numérico.

%%, (10.1)

X.1. Espacios de simulacién

La resolucién de la ecuacién 9.1 para un sistema aislado U con N particulas comienza en un
espacio métrico lineal normado euclideo de dimensién R3N, conocido como espacio de
configuracion Q(r), que describe los tres componentes de posicion r de cada particula, fi={xi,yiz}.
Al considerar a U un sistema aislado, se impone la restriccion de energia constante dEy=0. Para
calcular las propiedades mecéanicas del sistema se realiza la transformacién al espacio de
configuracién ampliado QV(r,v), con dim(Q¥)=R®N que describe las tres componentes de posicién y
de velocidad de cada particula. Esta transformacion es un haz o fibrado tangente de @, que es la

suma de todos los espacios tangentes a Q.

Adicionalmente, para acceder al célculo de energia potencial se recurre a la transformacion al
espacio de fase @(r,p), que es el fibrado cotangente de Q, el cual describe el momento lineal p y la
posicion ¥ de las N particulas de U y constituye las trayectorias solucién del sistema. Cada punto
(dri, dpi)e® constituye un microestado Qi, que describe la posicién y el momento para cada

componente {in}.
X.2. Ergodicidad

Un sistema mecanico es ergdédico si el Unico conjunto invariante de medida no nula de la
variedad de energia potencial del espacio de fase es toda la variedad de energia potencial. El
conjunto invariante es la posicién de las N particulas, y es de medida no nula cuando dr#0. Con la
restriccion dEv=0, cuando t—«, el sistema accede a todos los microestados {Qn} congruentes con
las restricciones macroscopicas, y se dice que el sistema cumple la hipotesis ergédica. Ademas, la
evolucién temporal de U en @(r,p) es una variedad topolégica, y su isosuperficie corresponde con
una distribucién de sistemas U en un instante dado, constituyendo un colectivo o ensamble. El
colectivo contiene multiples sistemas con la misma restriccion. En cualquier instante t, la cantidad

de sistemas en un microestado particular del colectivo es igual a su probabilidad. Para el calculo de
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las propiedades del sistema que son extrapolables a los casos macroscopicos, se requieren los
parametros asociados a las contribuciones vibracionales, rotacionales, traslacionales y electrénicos
de las particulas, los cuales estan contenidos en el campo de fuerza (FF, del inglés Force field).

Restricciones holonémicas

Cuando la distancia entre las coordenadas de dos atomos enlazados es invariante con la
traslacion y rotacién de estos, se dice que se encuentran en un espacio homogéneo e isotrépico, el
espacio euclideo. En el espacio Q, las restricciones L son holonémicas si reducen L veces los
grados de libertad del sistema, siendo los grados de libertad de este sistema restringido 6N — L.
Cada restriccion holonémica define un subespacio métrico donde los posibles movimientos del
subsistema pueden ocurrir. La condicion L aplica una fuerza de restricciéon en cada particula, para
mantenerla en el subespacio correspondiente.®® Durante la simulacién de equilibrio mecéanico
inicial, se restringen sélo las posiciones de las cadenas principales de los polipéptidos, simulando
una fuerza que limita su movimiento.®® En diferentes etapas de la simulacion también pueden

restringirse sélo los atomos enlazados a hidrégeno para disminuir el costo computacional.

X.3. Procesos deterministas y estocasticos

La simulacién de dinamica molecular involucra distintos procesos que implican la resolucion de

ecuaciones deterministas y estocasticas.

Un proceso {sn} es determinista si para cada estado, la transiciéon si a si+1 no depende de

eventos aleatorios, y el estado si+1 es el Unico sucesor de si.

Un proceso {sn} es estocastico si para cada estado s;, existe una probabilidad diferente de cero

de transitar a cada estado sucesivo Si+1,Sj+1, Sk+1, etc.

X.4. Campos de fuerza (FF)

El campo de fuerza define el tratamiento de atomos, enlaces, angulos e interacciones. Asigna a
cada atomo un tipo en funcién de su hibridacion, carga y valencia. A cada tipo le corresponde un
grupo de parametros (constantes de fuerza vibracional, rotacional y traslacional; radios atémicos,

carga eléctrica, masa, etc.). Cada FF define una ecuacion de energia potencial.®

X.5. Minimizacién de energia potencial por optimizacién geométrica

Las condiciones iniciales de un sistema termodinamico implican un equilibrio mecanico

localizado en algin minimo de la variedad de energia potencial. En la basqueda de soluciones del
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sistema de ecuaciones de energia potencial en funcién de las posiciones atébmicas, se encuentran
los puntos criticos energéticos de la variedad, donde —VE,; es cero. Uno de los métodos mas
utilizados en mecanica molecular es el método iterativo Steepest Descent (SD).%! Para aplicar el

algoritmo se deben especificar las condiciones de la minimizacién de la energia (Tabla 10.1).

Tabla 10.1. Condiciones de la minimizacion de la energia del sistema.

Variable Valor o argumento

Radio i6nico de corto alcance 1.0 nm

Radio de van der Waals de corto alcance 1.0 nm

Magnitud de la fuerza maxima <1000 kJnm/mol

Solvente Explicito, agua con Na*y Cl, 0.15 M

Algoritmo Steepest Descent (SD)

La direccion de descenso (ecuacion 10.2) corresponde a la posicién donde el potencial sea

menor. El maximo desplazamiento duwax es definido inicialmente.

F, (1) (10.2)

Fhyq = Iy + max(d) ——=——
n+1 n ( )maX(|Fn(r)|)

Si Epin+1 < Epin, S€ acepta la nueva posicion. Si Epn+1 2 Ep;n Se rechaza la nueva posicion.

El algoritmo SD es determinista, ya que no depende de funciones de variables aleatorias.

X.6. Colectivo canonico o isomolar-isocorico-isotérmico (NVT)

Bajo la suposicién de que el promedio temporal de una propiedad del sistema es el promedio
sobre el colectivo, la simulacién del colectivo NVT con las condiciones especificadas (Tabla 10.2)
determina la asignacion de las velocidades iniciales y en consecuencia, la temperatura del sistema.
El colectivo NVT simula un reservorio o bafio de temperatura que interactia con el sistema de
interés. El reservorio de temperatura es un sistema con una capacidad térmica de valor tal que sus
potenciales termodindmicos son invariantes ante la transferencia de calor. Para el sistema de
interés, cada particula en un microestado del colectivo tiene asociado un nimero de ocupacion
{a«}, tal que la ocupancia A en cada microestado es la suma sobre ax; y a la distribucion mas
probable de los nimeros de ocupacién se le conoce como distribucion de Boltzmann. Las
restricciones del colectivo NVT son que el sistema tiene volumen AV, cantidad de sustancia AN,

energia total U y restricciones holonémicas L en la cadena principal de la proteina.
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Tabla 10.2. Condiciones de las simulaciones NVT.

Variable Valor o argumento

Integrador SD mediante método Leap-frog
Ndmero de pasos 5000

Paso de tiempo (dt) 2 fs =0.002 ps

Tiempo de simulacion 10 ps

Asignacién de velocidades Distribucién de Maxwell-Boltzmann
Restricciones Holonémicas para cadena principal
Temperatura de referencia (To) 310K

Método de resolucién de Euler-delante, Euler-detras (Leap-frog)

Es un método iterativo para el problema con valores iniciales r(6) de la ecuacion 10.1. Con r(6)
y At, que depende del paso de tiempo, se calcula una posicién subsecuente ¥; a partir de
ecuaciones iterativas para posicién, velocidad y aceleracién (Figura 10.1).°2 La resolucion del
meétodo es determinista, pero no sus variables.

Minimizacion de energia potencial por -‘1'«’0 Steepest descent

optimizacion geométrica: Steepest Descent Vo Maxwell-Boltzmann

| |
vy

Ty =Ty + Tplt

Algoritmo Euler-adelante,
Euler-atras {leapfrog) P
a3

F,=md, B, =1, + d, At
7'1¢
-3, m oo
Epy=—| Fp-diy Egr =~ 17l

Figura 10.1. Diagrama del método leap-frog.

Distribucién de velocidades de Maxwell-Boltzmann

En el modelo del gas ideal, las velocidades de las particulas puntuales son descritas por la
densidad de probabilidad de velocidades de Maxwell-Boltzmann®? (Ecuacion 10.3), una distribucién

derivada de la mecanica estadistica de Boltzmann.
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" 2/m\* _  _mlvl? (10.3)
F(I9I1) = E(ﬁ) [F]3e ZkeT
B

Donde la velocidad media es la esperanza de v (Ecuacion 10.4), y la temperatura del sistema es

la media colectiva de la energia cinética (Ecuacion 10.5).

< (10.4)
(v) = E(v) = J- vi(v)dv

0

(10.5)

T= & vl
" BNgkp LT
i=

Dada la naturaleza aleatoria de la variable v de la funcion de distribucion de Maxwell-Boltzmann, la
asignacion de velocidades iniciales y la energia cinética de los atomos del sistema son procesos

estocasticos, por lo que el sistema esta sujeto a fluctuaciones térmicas.

X.7. Colectivo isomolar-isobarico-isotérmico (NPT)

El colectivo candnico representa las propiedades macroscopicas N, V y T. Para calcular la
presion del sistema, y a través de ésta conocer la entalpia H; se realiza el cambio de variable V a P
donde f(V) es convexa (f'"(V) > 0,vV € U) vy suave, por lo que f(V) es monétona y por lo tanto
homeomorfa con f(V). La transformada de Legendre es el morfismo L:f(V) — f'(V)V; donde V y
f(V)=P son las variables conjugadas. Solo es aplicable para dos funciones diferenciables f1,f> tales
que f'; = (f;)~1. Entonces fi,f2 son homeomorfas mediante las transformada de Legendre. Las

condiciones para el colectivo NPT se definen inicialmente (Tabla 10.3).

Tabla 10.3. Condiciones de las simulaciones NPT.

Variable Valor o argumento

Integrador SD mediante método Leap-frog
NUmero de pasos 5000

Paso de tiempo (dt) 2 fs =0.002 ps

Tiempo de simulacion 10 ps

Asignacion de velocidades Nula

Restricciones Holondmicas para cadena principal
Presién de referencia (Po) 1 bar

Compresibilidad isotérmica del agua 4.5x10° bar?
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La presion del sistema debe llegar al equilibrio antes de realizar la simulacion de produccion

MD. La presion se calcula inicialmente como el tensor P de orden 3 (ecuacion 10.6) a partir del

N (10.6)
(&m0

(10.7)

tensor virial = (Ecuacion 10.7).%°

El escalar presion es la traza del tensor P, la suma de los elementos diagonales del tensor.

X.8. Dinamica molecular
Método de resoluciéon de Verlet

El teorema de Taylor (Ecuacion 10.8) establece que si una funcién tiene derivadas continuas
hasta la de orden n+1 en un intervalo dado, la funcién se aproxima con una serie de n términos y

un residuo Rn asociado al error de la aproximacién.®*

B n (A_t)ldl (108)

r(O) = ) S r(t) + Ry

i=0

La ecuacion 10.8 es la serie de Taylor de r alrededor de to.

En la simulacién MD, las ecuaciones de Newton son resueltas simultaneamente en pasos
cortos de tiempo (tipicamente comprendido entre 1 y 10 fs) mediante el algoritmo de Verlet, el cual
emplea dos aproximaciones en serie de Taylor truncadas al cuarto término (ecuaciones 10.9a y
10.9b) para las posiciones del paso nuevo (t+At) y el previo (t-At) respectivamente. El sistema
mantiene la presion y la temperatura en los intervalos requeridos, y las coordenadas atémicas son
escritas en un archivo de salida cada cierto periodo. Las coordenadas como funcién de t
representan la trayectoria del sistema.

i

mﬂmm=z = (ko)
i=0
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3 AD) di (10.9b)
r(t) — r(At) = Z ( i!t) @r(to)
i=0

El algoritmo de Verlet es casi exacto, siendo el error de truncacion de la serie del orden de (At)4.%2

La simulacion MD se realiza considerando los enlaces como osciladores armdnicos, con una
oscilacion simple con un grado de libertad. Al eje internuclear le corresponde una posicién al
equilibrio en la cual la energia vibracional es minima, y la desviacién de esta posicién genera una
fuerza (Ecuacion 10.10) que retorna el enlace al punto de equilibrio. La energia potencial del
enlace considerado un resorte segin la Ley de Hooke (Ecuacién 10.11) y la energia cinética

asociada (Ecuacion 10.12) generan la ecuacion diferencial de movimiento (Ecuacion 10.13).

F=-VU=K( — feq) (10.10)
k(||F — ?eq")2 (10.11)
PTT 2
m||v]|?
K=" (10.12)

S ok, L,
EF'FBI':I' + wr =

La cual tiene raices complejas conjugadas, y la solucién (Ecuacién 10.14) denota que el enlace

tiene un movimiento arménico.%0:95
r = Cycoswt + C,senwt (10.14)

La energia potencial rotacional (Ecuacion 10.15) y la energia cinética (debido a la invarianza

traslacional, Ecuacion 10.16) definen la energia interna U del sistema (Ecuacion 10.17).

m||F]|* w? (10.15)
Erot = f
m||V||? (10.16)
Egras = Ex = 2

N N
U = Z Ep,i + Z Ek,i
i=1 i=1

(10.17)
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Intervalo de tiempo de integracion

El intervalo de tiempo de integracion (t) define la simulacion correcta en la trayectoria. Con
valores pequefios de t la trayectoria de la simulacién es mas congruente con el resultado de la
integracion analitica. Con valores grandes de t los atomos pueden ocupar las mismas

coordenadas y producen falla de la simulacién.®!
Temperatura y termostato de Berendsen

El algoritmo de Berendsen o termostato de Berendsen (Ecuacion 10.18) es una correccion que
previene la desviacion de la temperatura del sistema. Esta desviacion decae exponencialmente

con la constante t.%0

dar_T-Ty . <1 _£>
JE— = _— T
dt T 0 €

(10.18)

Presion y barostato de Parrinello-Rahman

En el barostato de Parrinello-Rahman la matriz del vector de la caja de simulacién B obedece la
nueva ecuacién de movimiento (Ecuacion 10.19).
d’B
Froa VW (BT) (P — Pep)
(10.19)
Donde W es un parametro matricial que es funcién de la compresibilidad isotérmica y la constante

TP.

Con el barostato de Parrinello-Rahman se modifican las ecuaciones de movimiento (Ecuacion
10.20). La constante Tp debe ser mayor a la constante 1, ya que si el sistema se encuentra fuera del

equilibrio resulta en oscilaciones muy grandes.®°

d2¢ F _ df
d2Z2 m  dt
m (10.20)

Donde M es una matriz de modificacién de las matrices B.
Limites del sistema

Las condiciones periédicas en la frontera (periodic boundary conditions, PBC) simulan un
sistema infinito, donde la celda de simulacion estd rodeada de réplicas de si misma, evitando

desviaciones de los atomos limitrofes respecto a los &tomos centrales del sistema.
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Sumas de Ewald y PME

Esta basado en la expresién culémbica de la energia potencial electrostatica, y define las
interacciones de las particulas en la celda de simulacidon con sus correspondientes particulas en
PBC.

En una celda B con N cargas puntuales {qn} en posiciones respectivas {rn}, definida por tres
vectores €1, €2, €3, la carga ¢ en fi tiene una interaccion culémbica con q; en 1 (i#j), asi como con
sus imagenes periddicas en 1+ ni1 €1 + n2 €2 + n3 €3. La carga g también interactlia con sus propias
imagenes periddicas en 1 + n1 €1 + N2 €2 + n3 €3.% La energia electrostatica de Q (ecuacién 10.21)

tiene la serie infinita exterior cuya convergencia depende de los valores de ni,n2 y ns.%”

E(ry, .. rN)_ZZZZ”n qquM” (10.21)

n+0 i j#i

El método de sumas de Ewald (ecuacion 10.22) transformé la serie infinita por dos términos que
convergen absolutamente, una suma directa en el espacio lineal aritmético R3 (Edir) Y una suma
reciproca en el espacio de Fourier (Erc). Las interacciones no enlazantes y no periédicas no se

calculan y se engloban en un tercer término de correccion (Ecor).

E = Egir + Erec + Ecor (10.22)

o1 —erf(BlIGE + ml)
B = ) G+l

1 1 _(“ ) s
E — _Z — B 2mim-r
e T nv Ll )

Donde erf(x) = \/%fg( e~tdt es la funcion error de x.

El primer sumando equivale fisicamente a rodear cada carga puntual en el sistema por una
distribucion, tipicamente normal, neutralizante, de cargas de igual magnitud y signo contrario. Este

término es responsable de las interacciones de corto alcance.

El segundo sumando compensa la distribucion neutralizante del primer término, mediante una
distribucion compleja de cargas de signo opuesto a las del espacio real.”! La base del espacio

lineal de tres dimensiones son los vectores ortogonales de posicion i, 7, k% y la base del espacio de

jxk kxi ixj
Fourier son los vectores de onda m; = 2m——— , m, = 2M—— Yy M3 = 20 —a— .9
(@xjyk’ (ixj)k (ixj)k

Las aproximaciones de la suma de Ewald, basadas en mallas (particle mesh Ewald, PME)

aceleran la solucién del método. En lugar de considerar una densidad continua de carga, se
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aproximan las cargas distribuidas en una malla®! sobre la celda de simulacién, discretizando los
valores y aplicando la transformada rapida de Fourier (FFT, un método rapido de célculo de la
transformada discreta de Fourier). Se simula un cubo de 0.16 nm de lado en el espacio de Fourier

para la suma reciproca.

Interacciones de van der Waals

Estas interacciones pueden ser dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido o interacciones de Debye, y

dipolo instantaneo-dipolo inducido o interacciones de London.

Las interacciones dipolo-dipolo se consideran como de orientacion fija o de media angular. Las
interacciones de orientacion fija tienen cuatro variables, la distancia de separacion entre los dipolos
y tres angulos, y la energia de la interaccién (Ecuacion 10.23) depende de la posicion de los
atomos en el sistema. La energia de interaccion de media angular asume las fluctuaciones medias

ponderadas de los dipolos en funcion de la temperatura (Ecuacion 10.24).100

SR T 10.23
UGy, 85,8, 1) = DB g 6y (1023)

4meg, ||Fi]- || :

U(el,ez,eg,rij)

[/ U(6,,6,05,r;)e KT d6,d0,dO; 1
U(rij) = (U(ell eZ’GS’rij)) = U(el,ez,eg,l‘i]‘) X r_6 (1024)

[ff £(81,0,,085)e kT dp,d6,d6;

La energia de las interacciones de Debye (Ecuacion 10.25) considera el campo eléctrico (E) y

una media ponderada del angulo debido a la posicién del dipolo.

f(E)(f(8)) (10.25)
6

U(G, ri]-) = .

ij

La energia de las interacciones de London (Ecuacién 10.26) no incluye momentos dipolares,

sino una funcién de las primeras energias de ionizacién de los &tomos i,j involucrados.

) _ f(Eion,l,i: Eion,l,j)f(ai: aj) (1026)
i) =

6
rj

U(e, I

Los tres tipos de energias de van der Waals se engloban aproximadamente en el término de

grado 6 en la ecuacion de Lennard-Jones'®? (Figura 10.2).
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Repulsion « r*? 1

Energia potencial

Atraccion o r®

Distancia

Figura 10.2. Gréfica de la energia potencial de atraccién y repulsién, y su aproximacion por la ecuacién de Lennard-Jones
(L-J).

Interacciones hidrofobicas

La atraccion hidrofébica es la fuerza no covalente y no electrostatica mas importante entre
particulas apolares. En un medio acuoso, la atraccién hidrofébica se debe a la energia libre de los
enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua del entorno, siendo la energia de la atraccion
hidrofébica igual a la energia libre de cohesion en el agua.192 Componentes de estas interacciones
se incluyen en los términos constantes de la ecuacion de Lennard-Jones. El efecto hidrofébico
entre el solvente y las proteinas se aproxima mediante las ecuaciones diferenciales estocasticas

langevianas.
Dindmica langeviana

La aplicacién del algoritmo Euler-delante Euler-detras para un nimero grande de moléculas en
el sistema ralentiza considerablemente el calculo numérico. La simplificacion del célculo mediante
ecuaciones diferenciales estocasticas, particularmente las ecuaciones de Langevin agilizan en gran
medida el cémputo. Las ecuaciones de Langevin asumen que el comportamiento de las particulas
del sistema es un proceso gaussiano estocastico. La funcién gaussiana estocastica N({r}») es
multivariada, ya que incluye un gran nimero de coordenadas de particulas, y estacionaria porque
la media y la varianza de la funcién a través del tiempo de simulacidon son invariantes. Para las
interacciones que involucran un gran niamero de moléculas de solvente, la ecuacion de Langevin

(10.27) simula la viscosidad n y la fricciébn de manera aproximada.103.104

N (10.27)
Z m; DR = —=VU(R) — nDR + /2nkg T N({r,})

i=1
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X.9. Analisis de las simulaciones
Desviacion respecto a la posicion inicial: RMSD

Una parte del analisis de las simulaciones de MD se basa en las desviaciones de la posicion del
atomo i-ésimo respecto a una referencia, en este caso a las coordenadas iniciales a través del
tiempo de simulacion. La raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media, RMSD (Root-mean-
square deviation, Ecuacion 10.28) es la raiz cuadrada del segundo momento centrado en las
posiciones iniciales y ponderado con las masas atémicas, es decir, la raiz cuadrada de la varianza
centrada en las posiciones iniciales y ponderada con masas atdmicas y expresa los

desplazamientos medios de las N particulas a través del tiempo.

SN myllr(0) — 1y (to) 12 (10.28)

N
Yiz1 M;

RMSD =

Se considera el sistema en un estado de equilibrio mecanico cuando los valores de RMSD en
funcion del tiempo tienen oscilaciones minimas; cuando la amplitud de la funcién periédica tiende
a un minimo. Debido a la naturaleza de las graficas de RMSD en funcién del tiempo, se puede

elegir el intervalo de tiempo aproximado al cual se considera el sistema equilibrado.

Codesviacion respecto a la posicion inicial: RMSF

La raiz cuadrada de la fluctuaciéon cuadratica media, RMSF (Root-mean-square fluctuation,
Ecuacién 10.29) es la raiz cuadrada del segundo momento bivariado centrado en las posiciones
iniciales, y ponderado con masas atémicas y en la particién de tiempo analizado, o la raiz cuadrada
de la covarianza centrada en las posiciones iniciales, y ponderada con masas atémicas y en la
particion de tiempo analizado. En otras palabras, es la codesviacion de las posiciones a través del

tiempo y para cada particula.1%®

YL I ) — ri(to)l12) (10.29)

RMSF =
ng Z{\I=1 my

El andlisis de RMSF suele realizarse desde el tiempo t en que el sistema ha alcanzado un
equilibrio dinAmico hasta el final de la simulacion para evitar fluctuaciones de gran magnitud.
Dependiendo del sistema, este valor de t puede variar considerablemente, y debe encontrarse de

forma particular.
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Radio de giro

El radio de giro de un subsistema (Ecuacién 10.30a) es la distancia media ponderada de los
atomos al baricentro. El baricentro o centro de masa (Ecuaciéon 10.30b) es el punto donde las
posiciones relativas ponderadas por masa de los componentes suman cero. El radio de giro es un
indicador del desplegamiento o compacidad de la estructura.

N [m; (7 = FoarlD?] (10.30a)
rg(t) = —
i=1 i

;_ Ziamid (10.30b)
rbar=N—m
i=1

Analisis de estructura secundaria

La estructura secundaria de una proteina se refiere a disposiciones particularmente estables de
los aminoacidos que dan lugar a patrones estructurales repetitivos. El analisis de estructuras
secundarias a través del tiempo de simulacion consiste en el calculo de los angulos diedros @ y @

de la cadena principal de la proteina.
Andlisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales es un método de reduccion de dimensionalidad que
permite detectar los movimientos que determinan la mayor varianza del subsistema. A partir de la
matriz de covarianza X centrada en la media y ponderada (Ecuacién 10.30) o no ponderada, se
calcula la estructura media, y posteriormente se diagonaliza (Ecuacion 10.31) para obtener los
autovalores y autovectores del sistema.

. 3 P Zj;ti\/mimj((ri(t) - Fi)) ((rj(t) - F1‘))
3NxX3N — ZiN:1Zj==i r—mimj (10.30)

VTEV = diag(Z) = A (10.31)

Donde cada elemento Ai de la matriz diagonal A es el autovalor de X y cada columna V; es el
autovector asociado a la transformacién. Un autovector, eigenvector o vector propio V es todo

vector no nulo que al ser transformado por un operador no cambia su direccién (Ecuacion 10.32).
AV =)V (10.32)

Donde A es una transformacion lineal.
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Los autovalores se suelen ordenar de manera decreciente, y los de mayor magnitud
corresponden con movimientos colectivos. La dimensionalidad del eigensistema, 3N, puede
reducirse al considerar algunos de los autovectores, con frecuencia los asociados a los mayores
desplazamientos. La proyeccion de la trayectoria euclidea sobre todo o una parte del eigensistema
(Ecuacién 10.33) genera el subespacio esencial, generalmente de dimension mucho menor a 3N,
por ejemplo, 1, 2 0 3.

Qanx3nVanxa = €3nxa (10.33)

La comparacion de subespacios esenciales entre trayectorias es Util para conocer las

locaciones accesibles para cada sistema dindmico.
Correlacién cruzada e informacion mutua

La trayectoria puede contener desplazamientos atémicos con tendencias determinadas. Cuando
la posicion de al menos un par de particulas cambia de manera concertada, se dice que estan
correlacionadas por la transformacion dindmica. Una manera de cuantificar la correlacion es
mediante el célculo de la correlacién cruzada R (Ecuacién 10.34). La correlacién cruzada se
calcula sobre dos funciones de cambio de angulo a través del tiempo; la primera permaneciendo al
tiempo t y la segunda al tiempo t+dt. A diferencia de la correlaciéon simple que se calcula sobre
diferentes valores de la misma funcion, la correlacion cruzada se calcula sobre diferentes valores
de una funcién fija y una funcién maovil. La matriz de correlacién cruzada R para todos los pares de
residuos se calcula sobre el espacio de distancias de enlace, angulos y torsiones, y no sobre el

espacio euclideo.

R= (1% 0)() = ) ¢:(D,(t + d)
= (10.34)

La entropia de Shannon Hz(x) de una variable aleatoria x es una medida de su incertidumbre
(Ecuacién 10.35). La entropia relativa es una medida de la distancia entre dos distribuciones de
probabilidad, y es una medida de la ineficiencia de asumir que una variable tiene distribucion de
probabilidad p(x) cuando tiene q(x) (Ecuacién 10.36).

H == ) pe)log; p)

x€Dom(X)

(10.35)

P (10.36)

Hy(p Il @) = Z PG loga S
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La informaciéon mutua | es una medida de la cantidad de informacién que una variable aleatoria
contiene acerca de otra variable aleatoria. Describe la correlaciéon entre grados de libertad y
proporciona una medida de la cantidad de informacién asociada a un grado de libertad que se
obtiene al conocer algo del otro grado de libertad.> La informacién mutua se conoce mediante la
divergencia de Killback-Leiber Dk. (Ecuacion 10.37), y determina la reduccion de la entropia de

una variable aleatoria dado el conocimiento que se tiene de la otra.

" 10.37
i ]

(5 05) = ) p(s ) log
X
Para las simulaciones MD, la informacion mutua cuantifica la correlacién entre los conférmeros
en diferentes sitios, basandose en célculos entrépicos para analizar los colectivos
conformacionales. Al igual que el calculo del coeficiente de correlacién bivariado, la informacion

mutua se calcula en el espacio BAT, enfocandose en los valores de los angulos diedros.

La entropia torsional (Ecuacién 10.38) esta relacionada con la informacién mutua. Bajo la
hip6tesis nula de independencia, la distribuciéon conjunta de dos variables @1,¢2 es igual al producto
de sus distribuciones marginales (Proposicion 10.39). Dado que en ocasiones la informacion mutua
de dos variables aleatorias cualesquiera es no nula, el calculo de Mutinf5¢ emplea un estimador

corregido de entropia histografica sobre particiones adaptativas (Ecuacion 10.40).

S —Zn:jnp(d))lnp(d))dd)l zn:zn:fjnp(% $j) In pi’éq’);‘é’q))]) dbiddr (10.38)

Vijen|n=dm(T); T< BAT
Ho: (i, ;) = f() N () (10.39)

D™ L N GIAVAN GO (10.40)
:Znﬁ(lnN F(ny) — l+1)+Z%(lnN—F(nj)—nj+1>—ZW]<lnN F(ny) — ]+1>

i=1 j=1 j=1

Donde F(n,) = % es la funcién digamma.

Este estimador asume que los histogramas provienen de un proceso Poisson (nij<<N).
Adicionalmente, para evitar el artefacto de 170 dado que @1 1l @2, se realizan permutaciones de los
datos muestrales. Asimismo, para evitar falsos positivos, se descartan mediante un método
bayesiano. Si se asume que la informacién mutua proviene de una distribucién normal, esto es,

I~N{E(l), Var(l)}; la probabilidad de que la informacion mutua calculada sea menor al valor
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esperado si las variables torsionales @1, @2 son independientes se elimina si es mayor al valor de
significancia (Proposicién 10.41).

p((@1, @2) < E{I(@, @)} @1 1L @) > a (10.41)

Matrices de distancias

La matriz de distancias minimas entre dos residuos de aminoacidos Ai, Aj en una proteina se
define como la distancia mas pequefia entre los pares de atomos €A, jeA;. En la gréafica de la

matriz se pueden encontrar el establecimiento de interacciones dependientes de la distancia.®
Energia de unién
Muestreo Umbrella o umbeliforme

De la ecuacién de la energia de Keesom (Ecuacion 10.22), la relacion de angulos define la
configuracién espacial de un dipolo. La ecuacién de Keesom puede reescribirse en relacién con la
funcion de configuracion q (Ecuaciones 10.42 y 10.43).

U(6,,0,,05,1;;) = —— N i gg g gy =t AT N
( 1, 92,93 ru) 41'[880”?11-”3 ( 1, Y2 3) 41_[880 q
_ (61,6,,65) (10.43)

R
”rii”

Para un subsistema dinamico con un dipolo, la energia de Helmholtz asociada en el colectivo
NVT (Ecuacién 10.44) incluye la integral de configuracion Z (Ecuacion 10.45) relacionada
directamente con la funcién de particién candnica q.

Z (10.44)
Ay =AY~ kgTin s

U(01.020.13) (10.45)
7= jjje kpT d91d92d93

Al realizar histogramas de las posiciones del centro de masa a través de la coordenada de
reaccién para cada una de las configuraciones, estos adquieren una forma acampanada o
umbeliforme, con curtosis y asimetria variables. El traslape de cada histograma con aquellos

adyacentes es necesario para la disminucién del sesgo en la estimacion de la energia libre.
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